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Uvod

PiedloZend habilita¢ni prace komentuje ve dvou vzajemné nezavislych kapitolach
mij vyzkum doloZeny publikacemi, které jsou soucasti ptilohy. Prvni kapitola se
zabyva charakterizovanim latek na povrsich ledu, druhd pak mechanismy
odstoupeni chranénych molekul ptivodné kovalentné vazanych v organickych
molekulach. Pojitkem mezi obéma tématy je spektroskopie; a to zejména v
ultrafialové a viditelné oblasti (UV-Vis), v ustaleném stavu i ¢asové rozliSena,
luminiscen¢ni i prechodova. Obé védecka témata mné postupné pomohla pochopit
a zdokonalit se ve spektroskopii a také ve zpracovani ziskanych dat. Tyto
dovednosti jsou obecné prenositelné a zpétné vidéno, pokrok vjednom tématu byl
Casto podminén znalostmi nabytymi pii feSeni tématu druhého. Prinos této
habilitacni prace spatfuji v moZnosti popsat souvislosti a detaily, které nejsou
zminény v samotnych clancich, a to s casovym odstupem a z ponékud osobnéjsiho
pohledu. V textu jsem se snaZil vysvétlovat a objasniovat pohnutky jednotlivych
praci a zasadit je do SirSiho kontextu. Pro detailni informace je pak ¢tenar laskavé
odkazan do ptivodnich ¢lankd.

Obé zminéna témata jsem zapocal studovat jizZbéhem diplomové a zejména
diserta¢ni prace pod vedenim prof. RNDr. Petra Kldna Ph. D. Mym prvnim
védeckym projektem, ktery jsem zacal v priibéhu prvniho ro¢niku bakalarského
studia, byla syntéza a studium prenosu energie na flexibilnich bichromoforech
(Zabadal, Heger et al. 2004). Synteticky jsem pripravil tfi pary estert s postupné
se prodluZujicim fetézcem (Obrazek 1) a u nich jsem pomoci méfeni kvantovych
vytézkl, se zvySujici se koncentraci donoru vodiku nebo elektronu, stanovil
rychlostni konstanty prenosu energie z fenacylového konce na konec opac¢ny. Ta

se ukazala byt zavisla na tuhosti a délce pojiciho retézce.



Obrazek 1: Pripravené bichromofory pro studium prenosu energie.

Dr. Miroslav Zabadal provedl obdobnou studii na analogickych peptidech.
Namérena data naznacila, Ze bimolekularni rychlostni konstanty se méni pro
jednotlivé studované molekuly. Tento fakt komplikoval analyzu a ubiral ji
vérohodnosti. Ve snaze odstranit tuto potiZ jsem navrhl, aby se zdroj vodiku nebo
elektronu umistil pfimo na studovanou molekulu do ortho-polohy ke karbonylu.
Touto substituci zanikla potreba externiho zdroje vodiku a navrzeny chromofor
sam o sobé dovoloval odstoupeni kovalentné vazaného aniontu. Timto mimodék
vznikla nova 2,5-dimethylfenacylova chranici skupina (Obrazek 2) (Klan, Zabadal

et al. 2000).

Obrazek 2: 2,5-dimethylfenacylové chranici skupiny (X = -OCOPh, -OCOCH2Ph, -
0COMe).

Ta byla pozdéji intenzivné studovana (Pelliccioli, Klan et al. 2001; Zabadal,
Pelliccioli et al. 2001; Klan, Pelliccioli et al. 2002; Pelliccioli a Wirz 2002; Literak,
Relich et al. 2003; Literak, Wirz et al. 2005; Kammari, Plistil et al. 2007; Solomek,
Stacko et al. 2010). Nasi poc¢atecni studie si mimo jiné povsiml prof. Jokob Wirz,

Ph. D. a pozadal nds o navazani spoluprdce za ucelem studia mechanismu
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odstoupenti latek z 2,5-dimethylfenacylti. Tato spoluprace se opravdu uskutecnila
a ukazala se byt klicovou pro dalsi smérovani mé i celé brnénské fotochemické
skupiny. Pozdéji v roce 2007, slaskavym svolenim a pomoci prof. Wirze, pri
prileZzitosti jeho odchodu do diichodu, byla z Basileje do Brna pievezena vétsSina
vybaveni jeho laboratore, vcetné mikrosekundové, nanosekundové a
femtosekundové transientni zableskové spektroskopie. Prof. Wirz je stale castym
navstévnikem Brna a stdle s nim probiha védecka spoluprace. Zbyva dodat, Ze
studium prenosu energie na oligoesterech a peptidech doslo po vynaloZeni
znacného usili ke zddrnému konci a vedlo k vydani publikace, ktera vsak z{istava
bez citacni odezvy. Pri¢inou je nejspi$ Spatna volba ¢asopisu, ve kterém je prace
uverejnéna (Zabadal, Heger et al. 2004).

Ve své disertacni praci jsem se zacal zabyvat studiem latek na ledu. To, co
nakonec tvori podstatu mé disertacni prace (studium agregaci a
spektroskopickych vlastnosti), bylo z pocatku zamysleno jako kratka studie pred
dal$imi projekty studujicimi led. Pivodnim zamérem diserta¢ni prace bylo
realizovat projekt navrzeny prof. Josefem Michlem - vyuZit ledové matrice k
piipravé polymeria v kanalcich ledu. Provedli jsme nékolik fotopolymerizacnich
reakci v ledu, ale absence zkuSenosti a analytickych metod pro polymerni chemii
nam nedovolila pokracovat ve vyzkumu. Tématu se ve svété chopili jini a ukazalo
se byt velmi nosné - metody pro piipravu polymert v matrici ledu se dnes vyuziva
k ptipravé polymerti s vlastnostmi vhodnymi k péstovani bunécnych kultur
(Kirsebom a Mattiasson 2011; Henderson, Ladewig et al. 2013). Zaméieni
disertacni prace ,pouze” na absorp¢ni vlastnosti latek se ukazalo byt pfinosné pro
mnoho oborl v nékolika aspektech, které budou diskutovany v kapitole tomu

vénované, a je nasi pracovni skupinou rozvijeno doposud.



Led

Uvod do problematiky studia ledu

Zakladni informace o ledu In tykajici se naSich projektli jsou shrnuty v patficnych
monografiich a v souhrnnych ¢lancich na toto téma, k prispéni do dvou z nich jsem
byl také pozvan (McNeill, Grannas et al. 2012; Bartels-Rausch, Jacobi et al. 2014).
Diskuse, ktera se rozvinula v pribéhu tvorby jednoho ze zminénych souhrnnych
¢lanki (Bartels-Rausch, Jacobi et al. 2014), byla velmi pifinosna a pouc¢na: ukazalo
se totiz, Ze jednotlivi autori se neshodovali na zakladnich pojmech. Jejich vymezeni
a vysledna shoda, dovoluji si tvrdit, posunula vyzkum v této oblasti vyznamné
vpred. Led je velmi zajimavé médium; detaily o jeho chovani a interakcich
s neCistotami nejsou doposud prili§ znamy. Tento fakt mé zprvu velmi prekvapil.
miizky ledu In zabudovava velmi malo nebo vibec a zlstdva na povrchu
jednotlivych krystalti ledu. V prirodé i pii mrazeni laboratornim nejcastéji vznika
led polykrystalicky, s jednotlivymi monokrystalky o velikosti mikrometr(i az
milimetrt. Necistoty jsou tedy umistény na ploSky a zejména na hrany mezi

jednotlivé monokrystalky v ramci vétsiho kusu ledu (Obrazek 3).
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Obrazek 3: Znazornéni jednotlivych krystalki ledu (zluté cary) pro ledové kulicky

ohraniCena cervenou Carou. (Krausko, Runstuk et al. 2014)



Tato mista jsou rliznymi védeckymi komunitami oznac¢ovana rlizné: trojité spoje
(z anglického triple junctions), Zily nebo mikroskopické kapsicky. MnoZstvi nazvi
ajejich nejednotné pouziti zrcadli nejistotu, kde a v jaké formé se vlastné necistoty
v/na ledu vyskytuji. Doposud se nevi, za jakych podminek necistoty v Zilach
vykrystalizuji, jaké je jejich bezprostiedni okoli a jak se necistoty chovaji v
zavislosti na starnuti a preménach ledu (Domine, Bock et al. 2013). Mikroskopicky
popis necistot ledu je zajimavé téma zakladniho vyzkumu, jehoZ spravné
pochopeni ma mnoho praktickych disledkt. Napiiklad doposud se nedari
uspokojivé simulovat osudy polutantii Zivotniho prostiedi v ledové matrici, neni
znamo, jak probihaji velka, ekologicky vyznamnda uvoliiovani halogent z ledu v
arktickych oblastech (Vogt, Crutzen et al. 1996; Spicer, Plastridge et al. 2002;
Abbatt, Thomas et al. 2012), mrazeni biologickych materidli ¢asto probiha s
velkymi ztratami aktivity, chovani necistot vamorfnich ledech (které jsou v kosmu
pravdépodobné nejvice rozsifenou formou vody) je doposud neprozkoumané
(Lignell and Gudipati 2015). Mou snahou je pochopit naznacené problémy
v jednotlivych konkrétnich pripadech a pokusit se k nim prinést odpovédi
postavené na laboratornich experimentech: charakterizovat led a chemické latky
na ném pritomné pomoci spektroskopickych, elektrochemickych a

mikroskopickych metod. Toto usili je shrnuto v této kapitole habilita¢ni prace.

Obrazek 4: Znazornéni rozmisténi necistot v rliznych kompartmentech ledu.

(prevzato z Bartels-Rausch, Jacobi et al. 2014 )
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Studium ledu na naSem pracovisti bylo zapocato spolupraci prof. RNDr.
Holoubka CSs. s prof. Klanem. Znalosti prof. Holoubka o polutantech prirodniho
prostfedi a dalkovém transportu vzbudily zdjem u fotochemika prof. Klana.
JestliZe jsou (organické) latky prenaseny v atmosfére na velké vzdalenosti z mist
jejich emise aZ na poly, jsou pri tom vystaveny slunecnimu zateni a casto jejich
vodné roztoky zamrzaji. Skupina prof. Klana v rozsahlych studiich zmrzlych
vodnych roztoki zjistila, Ze fotoreaktivita (organickych) latek na ledu je rozdilna
od jejich fotoreaktivity v roztocich, a Ze v ledu casto vznikaji latky podstatné
toxiCtéjsi neZ v roztocich (Klan, Ansorgova et al. 2000; Klan, Janosek et al. 2000;
Klan, Del Favero et al. 2001; Klan a Holoubek 2002; Klan, Klanova et al. 2003;
Klanova, Klan et al. 2003; Literak, Klan et al. 2003; Blaha, Klanova et al. 2004;
Ruzicka, Barakova et al. 2005; Matykiewiczova, Kurkova et al. 2007). Laboratorni
experimenty se od prirodnich podminek liSily predevSim podstatné vysSsimi
koncentracemi latek a pouZitim tvrdého UV zareni. Z toho vyplyvaji nasledujici
otazky: 1. Bude fotoreaktivita u podstatné méné koncentrovanych zmrzlych
roztokil jind nez u roztokl koncentrovanych? 2. Bude fotoreaktivita zplisobena
slune¢nim svétlem, které dopada na zemsky povrch a ma obvykle delsi vinové
délky, jind nez zplisobena UV zarenim?

V nasi studii jsme se rozhodli odpovédét na druhou otazku. Pokud plati
Vavilovo pravidlo?, pak by fotoreaktivita latky neméla zaviset na vinové délce
absorbovaného svétla. Latka ale musi slunecni svétlo absorbovat. Absorp¢ni
spektra latek v ledu vSak pred naSimi méfenimi v podstaté nebyla znama -

nezbyvalo, nez je namérit.

Vyzkum béhem doktorského studia

Vybrali jsme tedy radu latek, jejichz fotoreaktivita v ledu se uZ na nasSem pracovisti
studovala (napf. 1,2-chlorfenol, 1,4-chlorfenol, 1,2-nitrofenol, 1,4-nitrofenol, 1,2-
dichlorbenzen a dalsi), a zmérili jsme jejich absorpcni spektra vledu. Méreni

probihala v laboratoti na Ustavu fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR

vV

pravidlo je tak disledkem pravidla Kasova, které rika, Ze vnitini pfemény vibracni energie v ramci
jednotlivych elektronovych prechodi jsou podstatné rychlejsi nez prechod elektronovy. Na obé
pravidla Ize nahliZet jako na zkonkretizovany zakon energetické mezery - velky energeticky rozdil
se prekonava pomaleji nez maly.
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v Praze a za cenné pomoci pana RNDr. Jaromira Jirkovského, CSc. Z prvnich
méreni vyplynulo, Ze spektroskopické chovani po zmrazeni ve vodném roztoku je
velice individualni: néktera spektra se nezménila skoro viibec (chlorfenoly a
fenolaty), spektra jinych se posunula k Cervené oblasti (1,4-nitrofenol) a u jinych
latek jesté nékteré absorpcéni pasy vyrazné zménily svou intenzitu. Prvni méteni
prinesla vic otazek nez odpovédi: 1. Je spektrum latek ovlivnéno hlavné interakci
latky s ledem, nebo interakcemi v agregatech ¢i krystalech? (Neb jsme na tuto
otazku neznali presnou odpovéd’, je podnes vySe zminéna spektroskopicka ¢ast
prace z vétsi ¢asti nepublikovana.) 2. Jsou spektra ovlivnéna zménou pH, ktera
miiZe pri zmrazeni nastat? 3. Bylo by moZné zobecnit pozorované zmény
absorpc¢nich spekter na jiné latky, nez jaké jiz byly zkoumany? Na tyto tfi otazky
jsme, myslim, v hrubych obrysech odpovédéli tremi publikacemi, které vznikly
v pribéhu mé disertacni prace. Obecnéjsi popis je stale predmétem vyzkumu mé
skupiny. Provedu tedy kratkou analyzu studii, které vyplynuly z mé disertac¢ni

prace. Tato fakta pak daji zaklad pro porozumeéni pracim nasledujicim.

Agregace pfi mrazeni

Pfi mrazeni dochazi k agregaci latek do Zil mezi krystaly ledu. Jak vysoka
bude v téchto Zilach koncentrace necistot? Bude zaviset na zplisobu mrazeni?
Budou v Zildch ledu podminky vhodné ke krystalizaci latek? Zacal jsem tedy hledat
molekulovou sondu, ktera by k zodpovézeni téchto otdzek mohla prispét. Jako
nejvhodnéjsi se ukazala methylenova modt, ktera vykazuje posun absorpcného
spektra s agregaci. Vrozsahlé studii, ve které jsem se navic ucil zaklady zpracovani
dat s velkou pomoci Mgr. Pavla Dvotédka Ph. D. z Ustavu fyzikalni elektroniky, MU,
jsme ukazali, Ze mira agregace je zavisla na rychlosti mrazeni: rychlé mrazeni
ponofenim vzorku do tekutého dusiku vede k lokdlnimu zakoncentrovani latek v
Zilach pribliZné o tri rady, kdeZto pomalé mrazeni ponofenim vzorku do ethanolu
o teploté 243 K o vice nez Sest rada (Heger, Jirkovsky et al. 2005). Zminéna
zavislost je, zpétné vidéno, ocekavatelna a muize se jevit az trivialni, nicméné nas
clanek je ve védecké literatuie v podstaté jedinecny v pokusu o kvantifikaci jevu.

To je asi diivodem, proc je tento ¢lanek mym nejvice citovanym dilem (75 citaci).
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Obrazek 5: Struktura methylenové modie a zndzornéni zmény barvy vodnych

roztokil se zvysSujici se koncentraci (zleva doprava).

Zména aktivity protond pfi zmrazeni roztoku

Pokud dochazi k agregaci organickych latek v Zilach ledu, jak je to s protony pro
zmrzlé roztoky riaznych kyselin? K zodpovézeni této otdzky jsme se pokusili
pouzit fadu pH indikatort. Zjistili jsme, Ze vétSina z nich po zmrazeni prestane
fungovat, Ze jsou prosté béhem zmrazeni hydrolyzovany ¢i jinak poSkozeny a
prestanou vykazovat charakteristické absorp¢ni pasy. Hydrolyza béhem mrazeni
je mimochodem casty a zajimavy fenomén (Bronshteyn a Chernov 1991).

Jako jeden z indikatorli rezistentnich kmrazeni roztoku se ukazala
kresolova Cerven (Heger, Klanova et al. 2006). Zpétné vidéno, diikladna reSerse
literatury by nam byvala uSetfila mnohé experimenty - pH indikatory ze
sulfoftaleinové skupiny, kam kresolova cerven patfi, byly pfi mrazeni pouZivany
jiz drive (Orii a Morita 1977; Zinchuk, Hancock et al. 2005; Govindarajan,
Chatterjee et al. 2006). Pravdépodobnym dtvodem tehdejSiho nenalezeni
patii¢nych clankt bylo, Ze tyto indikatory se pro zmrazené vzorky pouZzivaji v
chemii potravinarské a farmaceutické, a tedy tyto informace jsou bohuZel
neznamé pro chemiky zabyvajicimi se pfirodnim prostiredim, ba dokonce i pro
mnohé biochemiky. Tuto politovanihodnou situaci se snazim reSit prenasSenim
znalosti mezi jednotlivymi védeckymi komunitami tim, Ze pouZzivam led jako
spole¢ny jmenovatel svého zajmu.

Pomoci analyzy spekter zmrzlych vodnych roztoki raznych kyselin (HF,
HCI, H2S04, HNO3, kyselina p-toluensulfonova) s kresolovou cerveni jsme zjistili,
Ze pri mrazeni v kapalném dusiku pti 77 K dochazi ke zvySeni lokalni aktivity
protoni v zilach ledu o tii az Ctyti Fady a Ze tento nartst je jesté vysSsi pii mrazeni

pti 253 K.
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V dobé vzniku této prace jsem v literature nasSel zminky o fenoménu, ktery
se mné velice zalibil, a ktery jsem pro komunitu lidi zabyvajicich se
environmentalni chemii ledu znovuobjevil: mrznouci potencial. Tento jev byl
poprvé popsan Workmenem a Reinoldsem v roce 1948 (Workman a Reynolds
1948; Workman and Reynolds 1950). Tito panové namérili elektricky potencial
mezi Kkapalnym vodnym roztokem a mrznoucim ledem. Jev vysvétlili
nerovnomeérnou distribuci iontd s riznymi naboji mezi roztokem a mrznoucim
ledem. Tento potencidl byl navrZzen jako mozné vysvétleni vzniku boutek.
Piestoze bylo pozdéji ukazano, Ze nabijeni mrakt a tedy vznik bourek se da 1épe
vysvétlit jinak (Jungwirth, Rosenfeld et al. 2005), elektricky potencial pii zamrzani
vodnych roztokl iontli vznikd v podstaté pokazdé. Mechanismus vzniku
potencialu mrznuti pro mrznouci roztoky chloridu sodného a chloridu amonného

je znazornén na Obrazek 6.

R R )

Na* NaOH
NG
— —— ——
) 'R 'R

cl- HCl
NH,CI

NH,* <NH;>
~ ~  ——

Obrazek 6: Znazornéni vzniku potenciadlu mrznuti a zmény pH pro chlorid sodny

a chlorid amonny béhem mrznuti.

Mrznouci potencial mezi ledem a roztokem s ¢asem klesa z dtivodu pomalé difuze
protonii mezi ledem a nezmrzlym roztokem. Nerovnomérna distribuce razné
nabitych iontd mezi roztokem a ledem vede ke zméné pH ve zbyvajicim
nezmrzlém roztoku. Byl jsem velmi potéSen, kdyZ jsem takovouto zménu kyselosti
naméril pomoci kresolové Cervené pro dvé reprezentativni soli NaCl a NHa4Cl.

Jednak se tim oteviela moznost ovéreni vypocti potencialu mrznuti provadéna
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Bronshteynem a Chernovem (Bronshteyn a Chernov 1991), a také jsme ziskali

dtkaz o spravnosti nasi indika¢ni metody zmény pH.
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Obrazek 7: Namérena absorpcni spectra roztoku kresolové cervené (Cernd) a
zmrzlych roztokl chloridu sodného (cervend, doslo k ozadsadéni) a chloridu

amonného (zelena, doSlo k okyseleni, Heger, Klanova et al. 2006).

Solvatochromni charakterizace ledu

PrestoZe predchozi dva ¢lanky jsou hojné citovany, sam prikladam nejvétsi vahu
poslednimu ¢lanku, ktery vznikl v priibéhu mé disertacni prace. Jedna se totiz o
zobecnéni, o némZ si myslim, Ze ma prediktivni silu. Led jsme charakterizovali
pomoci solvatochromnich parametri (Heger a Klan 2007). Pokud by
charakterizace byla dokonal3, stacila by pak znalost vlastnosti latek v kapalinach,
abychom mohli predvidat jejich spektralni posuny v ledu oproti roztoku.
Konkrétné: solvatochromnimi parametry se da charakterizovat kazdé
rozpoustédlo. Jedna se o priblizné vztahy volné energie, kde jednotlivé parametry
vzdy charakterizuji jednu vlastnost, jako naptiklad schopnost solventu piisobit
jako donor ¢i akceptor vodikové vazby nebo plisobit v dipél-dipdlovych
interakcich. Pokud tedy zname citlivosti latky k témto parametriim, pak bychom

méli byt schopni stanovit, jak bude ovlivnéno spektrum dané latky v jiném

15



prostredi - napriklad v ledu. Predpokladem je, Ze latka interaguje s ledem, a nikoli
sama mezi sebou.

NaSel jsem sérii osmi latek, které se pouzivaji pro kalibra¢ni nalezeni
solvatochromnich parametrs, zméril jsem jejich spektra v rtizné pripravenych
zmrazenych vodnych roztocich a z vyhodnoceni posuni maxim jsem ziskal
solvatochromni parametry pro led. Parametry byly urCeny nezavisle, jeden
parametr byl vzdy stanoven pomoci vice molekulovych sond. Shledali jsme, Ze led
se pro molekuly ve zmrzlém roztoku jevi jako velmi silny donor a akceptor
vodikovych vazeb, a jako velmi slabé médium v dipél-dipdlovych interakcich.
Dodnes otevienou a nami studovanou otazkou zlstava, jaky vliv v téchto
interakcich hraje velikost lokalni koncentrace sledovanych latek.

Nedocenéni této prace védeckou komunitou, zabyvajici se
environmentalnim ledem, naznacené slabSim citacnim ohlasem (16 citaci),
prikladam priliSné komplikovanosti problému. Obavam se, Ze pokud védci neznaji
problematiku linearnich vztahii volné energie, nemohou docenit mozné dosahy
téchto zjisténi pro jejich vyzkum. Reseni vidim v moZznosti pokusit se predikéni
silu tohoto popisu ukazat a ovérit na systémech, které jsou pro tuto komunitu
relevantni.

Pét mésicli doktorského studia jsem stravil na basilejské univerzité u prof.
Wirze na projektu, jehoZ cilem bylo naméfit (tripletova) transientni spektra pfti
prenosu energie mezi latkami zmrzlymi v ledu. Zprvu jsem se seznamil s mérenim
nanosekundové laserové zableskové spektroskopie. Dale jsem méril rychlostni
konstanty prenosu energie mezi vybranymi latkami ve vodnych roztocich jako
referen¢ni hodnoty k chystanym mérenim v ledu. Musim konstatovat, Ze prechod
na méfeni transientli vledu se béhem tohoto pobytu nezdaftil (a nebyl ve védecké
literature publikovan dodnes). Predstava o prisvitnosti ledu pro bilé svétlo z
xenonové lampy se ukazala byt naivni; ptripravené ledové vzorky rozptylovaly
prilis svétlo a do detektoru se nedostal dostatek fotond. Nicméné aparatura se dala
alespon vyuzit k méreni rychlosti prenosu energie sledovanim luminiscenc¢nich
procesti, ¢imz se mné oteviela oblast luminiscencni spektroskopie obecné, a
zejména pak v Casové rozliSeném modu. Mél jsem také mozZnost se podilet na
renovaci zarizeni vymeénou zastaralého (a jiZ malo funkéniho) multikanalkového

snimace za moderni ICCD (anglicka zkratka intensified charge-coupled device)
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kameru. Nabyté zkuSenosti jsem pak bohaté vyuZil pri budovani laboratore pro

¢asove rozliSena méreni v Brné.

Studie po dokonceni doktoratu

Po dokonceni doktordtu jsem stravil dva roky na postgradudlni stadZi opét v
Basileji, kde jsem se vénoval mechanistické fotochemii, a teprve po navratu zpét
do Brna jsem se k ledovym projektim vratil, tentokrat jiz jako vedouci
studentskych praci.

Uvédomili jsme si, Ze zmrzlé vodné roztoky nejsou jedinym modelovym
systémem pro prirodni ledy a Ze v prirodé Casto dochazi k depozici organickych
molekul na jiz dfive zmrzlou vodu. Zacali jsme tedy pripravovat malé ledové
kulicky, nékdy téZz oznacCované jako umély snih, stfikdnim kapic¢ek vody do
kapalného dusiku (viz Obrazek 3). Tato metoda pripravy ledu je velice vhodna,
nebot’ malé kulicky maji velky aktivni povrch a napaieni na né mtiiZe vést k nizké
lokalni koncentraci sledovanych molekul. Soucasné jsme presli od métreni UV-Vis
absorpcnich spekter k métreni spekter fluorescenc¢nich. Prvotni motivaci bylo,
abychom se byli schopni priblizit koncentracim polutantli, které se bézné
vyskytuji v piirodé. PrestoZe jsme zjistili, Ze tohoto cile nemiize byt dosaZeno
(intenzita signalu jakychkoli organickych latek vledu se ztraci v Sumu pfri
koncentracich ca 1 x 10-7 M), luminiscen¢ni technika prinesla jiné prednosti.

Zamérem prvniho projektu bylo navazat na praci s methylenovou modfi a
charakterizovat velikost zakoncentrovani latek pfi mrznuti pomoci fluorescencni
charakteristiky vhodné zvolené molekulové sondy: experimenty jsme zacali s
naftalenem a jeho derivaty. Predpokladal jsem, Ze pro vysoké koncentrace
naftalenu budeme pfi mrazeni pozorovat excimery, a doufal jsem, Ze pro nizké
koncentrace zacne prevladat signal monomera (Heger, Nachtigallova et al. 2011).

MnoZstvi vzniklého excimeru bylo opravdu vyssi pri vySSim pokryti
povrchu ledovych kulicek 1-methylnaftalenem, kdeZto pri niZSim pokryti
prevladaly signadly monomeru (Obrazek 8). Naparovani bylo uskutecnéno pfi
238 K. Vyznamnou pomoci pri interpretaci naSich experimentalnich dat se staly

vypocty spekter provadéné RNDr. Danou Nachtigallovou, Ph. D.
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Obrazek 8: Spektra monomer (piky kolem 330 nm) a excimeril (Siroké emisni
pasy) 1l-methylnaftalenu na ledu, doplnénd znazornénim jejich interakce s
povrchem ledu (prevzato z Heger, Nachtigallova et al. 2011 s povolenim Americké

Chemické Spolec¢nosti).

Jistou miru nejistoty do interpretaci naSich méreni prinasi fakt, Ze
spektrum monomeru naftalenu a jeho derivati je velmi podobné spektrim
krystalli. MiZeme tedy rozlisit, jestli jsou na povrchu ledu pritomny molekuly
naftalenu separované molekulami vody, nebo jsou molekuly naftalenti vytésnény
k sobé. Nemiizeme vsak vyloucit, Ze pritomné agregaty zkrystalizovaly.

Nase pozorovani Sirokych past 1-methylnaftalenu napareného na povrch
ledu, pripsanych excimertim, byla v kontrastu s pozorovanim prof. Donaldsona z
Toronta, ktery pro naftalen na ledu pozoroval uzké piky, které priradil excimeru
naftalenu (Kahan a Donaldson 2007). Nabyli jsme presvédceni, Ze tyto piky
odpovidaji skupinam rtGzné orientovanych excimert, které, dle vypocti dr. Dany
Nachtigallové, by v této spektralni oblasti mohly emitovat. Nase experimenty si
vSak neodpovidaly. Rozdil byl v pouZité molekulové sondé - v naSem pripadé 1-
methylnaftalen, kdeZto prof. Donaldson pouzival naftalen. Rozhodli jsme se proto
prozkoumat fotofyzikalni vlastnosti naftalenu na ledu také v nasi laboratofri.

Zavér znacného usili, publikovany v samostaném clanku, je, Ze naftalen pri
zmrazeni vodného roztoku opravdu agreguje, ale tvar emisniho spektra tohoto
excimeru je jiny, nez se domnival prof. Donaldson (Krausko, Malongwe et al.
2015). Signal excimeru se totiz projevi jako rozsireni emisniho spektra monomeru
smérem k Cervené oblasti spektra (Obrazek 9). Toto pozorovani je necekané,

jelikoZ excimery s takovymto spektrem vznikaji pri interakcich naftalenu s
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povrchy (naptiklad s povrchem siliky). Podobny jev jsme pozorovali pro zmrzly
vodny roztok benzenu (Obrazek 10), coZ by mohlo ukazovat na zobecnitelnost

pozorovani i pro jiné latky.
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Obrazek 9: Emisni spektra naftalenu v roztoku (Cervena), v zmrzlém roztoku
(modra) a v krystalu (Cernd) (prevzato z Krausko, Malongwe et al. 2015 s

povolenim Americké Chemické Spolecnosti).
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Obrazek 10: Excita¢ni a emisni spektra benzenu v roztoku pti laboratorni teploté
a v roztoku zmrzlém pti 77 K (tmavsi odstiny) (prevzato z Kania, Malongwe et al.

2014 s povolenim Americké Chemické SpolecCnosti).

Avsak jednotlivé uzké pasy, které prof. Donaldson pripsal emisim excimerd, jsme

identifikovali jako signdly anthracenu, ktery byva ve vzorcich naftalenu piitomen
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jako necistota (Obrazek 11). Tento fakt jsme publikovali jako komentar ke
¢lankiim prof. Donaldsona a dr. Kahan, ktefi na chybnych interpretacich svych
pozorovani postavili Cetné zavéry o latkdch vytésnénych z ledd (Krausko,
Ondruskova et al. 2015). Divodem nekritického ohlasu téchto praci je podle mého
nazoru alarmujici selhani pri recenznich rizenich ve védeckych casopisech, ale i
chybéjici kriticky postoj odbornych ¢tenari. Zajimavosti je, Ze prenos energie z
naftalenu na anthracen je velmi dobfe zndm a vyuzivan pri detekci ionizujiciho

zareni.
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Obrazek 11: Dlikaz pritomnosti anthracenu ve vzorcich naftalenu. Anthracen se

projevuje sérii vibracné rozliSenych past nad 380 nm (prevzato z Krausko,

Ondruskova et al. 2015 s povolenim Americké Chemické Spolecnosti).

DalSi otevienou otazkou v environmentalni ledové fotochemii je, proc jsou
néktere fotochemicke reakce probihajici na ledu vyrazné efektivnéjsi nez ve vodé.

Nékteri autori se tento jev pokusili vysvétlit posunem absorpcnich spekter latek
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na ledu smérem k Cervené oblasti spektra. Dle této predstavy by pak tyto latky
mohly absorbovat podstatné vice slune¢niho zareni dopadlého na led neZ na
vodny roztok.

V nasi praci jsme na naftalenu a benzenu ukazali, Ze u téchto modelovych
latek ke zminénému posunu spekter nedochazi (Kania, Malongwe et al. 2014;
Krausko, Malongwe et al. 2015). Tento zavér je v protikladu k pracim
publikovanym prof. Donaldsonem. K fadnému doloZeni naSich argumenti jsme
pouzili UV-Vis absorpc¢ni spektroskopii a fluorescencni excita¢ni spektroskopii
zminénych latek na ledu. Méteno bylo s velmi vysokym rozliSenim, které umoznilo
pouzit derivacni spektroskopii k urceni poloh jednotlivych vibra¢nich hladin
elektronové hladiny Si. Nalezené vibra¢ni progrese velmi dobfe odpovidaji
progresim namérenym v plynné fazi a ziskanym kvantové chemickymi vypocty, a
soucasné jednoznacné urcuji polohu absorp¢niho spektra (Obrazek 12).
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Obrazek 12: Vibracneé rozliSené spektrum naftalenu zmérené ve zmrzlém vodném
roztoku (modrd) a ziskané z ab initio vypoCti (Cerna) (prevzato z Krausko,

Malongwe et al. 2015 s povolenim Americké Chemické SpolecCnosti).

Absorp¢ni spektra odpovidaji velmi presné excitacnim fluorescen¢nim spektrim,
coz dodava znacné diavéryhodnosti nasim zavértim. Miizeme tedy s jistotou Fici,
Ze pro benzen a naftalen k posunu absorpc¢nich spekter nedochazi pri Zadném
zplsobu pripravy ledu s témito necistotami (zmrazeni, napateni pri vSech
testovanych teplotach). Zavér neni neocekavatelny, nebot absorpcni spektra
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zminénych latek nedoznavaji posunu v Zadném popsaném rozpoustédle nebo
heterogennim prostredi. Je pro mne prekvapenim, Ze pozorovani s opacnym
vysledkem byla prof. Donaldsonovi opublikovana a védeckou komunitou
nekriticky prijata. Za zminku také stoji, Ze spektra benzenu (Kahan a Donaldson
2010), o nichZz prof. Donaldson tvrdi, Ze jsou méfena na povrchu vody, se
neshoduji se spektry publikovanymi jiZz dfive (Inagaki 1972). NaSe spektra vSak
ve shodé s prvotné publikovanymi jsou (Kania, Malongwe et al. 2014).

Byl jsem piekvapen, Ze vibracni rozliSeni absorpc¢nich spekter pro benzen
a naftalen ve vodé nebyla do té doby provedena. Nam se povedlo rozlisit jednotlivé
vibrac¢ni prechody pro benzen, ale z diivodu zna¢ného prekryvu vibracnich pasua
je analogickd analyze pro naftalen pravdépodobné neproveditelna. Presné
prirazeni prechodi jednotlivych vibraci nejnizsiho elektronového stavu benzenu
ve vodé se nam povedlo na zakladé analogie s benzenem v plynné fazi a je cennym
vedlejsim produktem nasi potieby charakterizovat absorp¢ni spektrum benzenu
na ledu. Pfesné namérena absorp¢ni spektra byla na vyzadani také zaslana do
vytvarené databaze absorpcnich spekter v Némecku (http://www.science-
softcon.de/).

Dalsi projekt vychazel z touhy stanovit aktivitu protont na zrnech ledu
fluorescenénim mérenim. Jako vhodna latka se jevil dusi¢nan uranylu, jehoZ
rychlostni konstanta fluorescence je zavisla na koncentraci kyseliny chloristé
(Krausko, Runstuk et al. 2014). Zjistili jsme, Ze pii pomalém mrazeni dochazi
k vy$§Simu narlstu koncentrace na hranach zrn ledu nez pfi rychlém mrazeni

(Obrazek 13).
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Obrazek 13: Schématické znazornéni zakoncentrovani v zilach ledu pfi zmrazeni

kyseliny chloristé a uranylu.

BohuZel nebylo moZno dostate¢né sniZit koncentraci dusi¢nanu uranylu tak, aby
bylo dosaZeno environmentalnich koncentraci, protoZe citlivost pro méreni dob
Zivota se ukazala byt relativné nizka. Dusi¢nan uranylu se ukazal byt vhodny pro
primé pozorovani  ledu a dynamiky  jeho fazovych zmén
pomoci environmentalniho skenovaciho elektronového mikroskopu. Navazali
jsme totiZ spolupraci s Ing. et Ing. Vilémem Nedélou, Ph. D. z Ustavu ptistrojové
techniky Akademie véd Ceské republiky, ktery ma svétové unikatni elektronové
mikroskopy schopné pracovat pri relativné vysokych tlacich (do 2000 Pa), a proto
jsou schopny mikroskopovat i vodné roztoky za laboratorni teploty nebo pfi
teplotach nizsich. Mikroskopovali jsme tedy c¢isty led a led vznikly zmrznutim
roztoku dusi¢nanu uranylu v mikroskopické komote a také led vznikly
sprejovanim roztoku do kapalného dusiku. Péknym zavérem prace je jednoznacna
identifikace polykrystalického sloZzeni mikrometrickych ledovych kulicek
(Obrazek 14). Byli jsme také schopni pozorovat mrznuti a tdni ledu a popsat

chovani nezmrzlé ¢asti vzorku pfi téchto fazovych zménach.
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Obrazek 14: Ledové kulicky mérené elektronovym skenovacim mikroskopem s

malym ptibliZenim (vlevo) a v detailu (vpravo).

Ne vSechna spektroskopickd data naméfend na zmrzlych vodnych
roztocich vnasi skupiné byla k dnesnimu dni publikovana. Dlivodem je nase
opatrnost, jak vysledky interpretovat. Proto jsme navazali spolupraci s Assoc.-
Prof. Mag. Thomasem Loertingem Ph. D. na univerzité v Innsbrucku v Rakousku,
kde naSe vzorky charakterizujeme pomoci rozdilové skenovaci kalorimetrie a
difrakcni rentgenové analyzy. Obrazek ze vSech zminénych analytickych technik
je podstatné ucelenéjsi a zda se, Ze bude pro védeckou komunitu velmi ptinosny;
pracujeme na dokonceni prvni spole¢né publikace.

Jak jsem jiZ zminil, velmi mé zaujal fenomén potencidlu mrazeni. Méli jsme

v

moznost métit nasledné vznikly rozdil dostupnosti protonti v Zilach ledu pomoci
méreni zmén zastoupeni protonovanych forem kresolové cervené, ale lakalo mé
piimé meéreni elektrického potencidlu. Ten je totiZ primarni pozorovatelnou
veliCinou, zména protonace je az sekundarni. Po pocatecnich nezdarech s
mérenim v improvizovanych podminkach jsem se obratil na prof. Ing. Pavla Fialu,
Ph. D. z Fakulty elektrotechniky a komunikacnich technologii na Vysokém uceni

technickém v Brné. Prof. Fiala problém oznacil za netrividlni a se svym tymem

navrhl a zkonstruoval zatizeni na méfeni potencialu mrznuti (Obrazek 15), které
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jsme uspésSné otestovali a provedli na ném zakladni méreni (Roubal, Szabo et al.
2011). Momentalné je pristroj dale vylepSovan, testovan a jsou na ném méreny

iontové roztoky.

Obrazek 15: Schéma zarizeni pro méreni potencidlu mrznuti. Hlavni ¢ast je
sklenéna trubicka (uprostied) s venkovni naparenou vodivou vrstvou, ktera vede
elektricky naboj ze spodni platinové elektrody, ktera zamrza do ledu. Horni

platinova elektroda je v nezmrzlém roztoku.

Téma, u kterého jsem se pokusil o prenos znalosti z environmentalnich
studii ledu smérem k farmaceutické aplikaci, je mrazeni protein (Krauskova,
Prochazkova et al. 2016). Uvédomil jsem si, Zze védomosti o rozdilnych
distribu¢nich koeficientech jednotlivych iontl mezi led a zbyvajici nezmrzly
roztok nejsou obecné znamy a Ze by tento fakt mohl mit velké dopady na vSechny
oblasti lidské ¢innosti, pti nichZ se néco zmrazuje. Zmrazovani a lyofilizace jsou
vyznamnou Casti pripravy ¢i uskladnovani proteinii. Zacalo mé zajimat, jestli
nékdo provedl korelaci mezi elektrickym potencidlem vzniklym mrznutim a
mnozstvim deaktivovanych protein pii zmrazeni. Pres rozsahlou reSersi
odborné literatury jsem takovouto praci nenaSel. Nezbyvalo tedy neZ experimenty

provést. Nejlepsim parametrem ukazujicim poSkozeni proteinu je jeho
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enzymaticka aktivita. Ve spolupraci s laboratori prof. Damborského jsme tedy
zacali rlizné enzymy podrobovat mrazeni za riznych podminek a vyhodnocovat,
které ptlisobi destruktivné. Zahy jsme nalezli silnou korelaci mezi zménou pH
zpusobenou mrazenim a mnoZstvim deaktivovaného enzymu. Diivody zmény pH
pfi mrazeni jsou troji: zakoncentrovani kyselin do zil, rozdilné distribuc¢ni
koeficienty piitomnych iontl mezi led a zbyvajici roztok a krystalizace kyselé
nebo zasadité soli pufru. Na rozdil od ostatnich dvou divodi je zména Kkyselosti
zplsobena cCaste¢nou Kkrystalizaci pufru zakotfenéna v povédomi védci z
farmaceutické komunity. Nejznaméjsim piikladem je znacné oKkyseleni
sodnofosfatového pufru pii zmrazeni. V nasi praci jsme ukazali, Ze pfi zmrazeni
sodnofosfatového pufru snizené pH skutec¢né detekujeme a navic zpisobi znacné
poskozeni enzymu. Tento fakt jsme nejen experimentalné potvrdili, ale navic jsme
nalezli feSeni daného problému. Pouzitim soli, kterd pii zamrazeni ptlisobi
opacnou zménu pH neZ sodnofosfatovy pufr, se dosdhne minimalize skoku pH pfi
zmrazeni. Soucasné dojde k uplnému zachovani enzymatické aktivity mrazeného
enzymu. Vérim, Ze tato nova metoda bezztratového mrazeni postavend na
pochopeni mikroskopického chovani latek pii mrazeni miiZze byt prospésna a
obecné pouZitelna. Priprava ¢lanku shrnujiciho tyto poznatky pro mé byla velmi
naro€na, protoZe jsem se musel zorientovat ve velkém mnoZstvi relevantni
farmaceutické literatury. Myslim si, Ze ze vSech mych praci mizZe pravé tato mit

nejsnazeji aplikovatelné praktické dlisledky.

Zaver casti habilitacni prace zabyvajici se studiem ledu

Ptinos nasi prace v oblasti interakci necistot v ledové matrici spattuji v ispéSném
kvantifikovani zvyseni lokalni koncentrace v zilach ledu pti zmrazeni roztoki
nebo pfi napareni z plynné faze pomoci nékolika nezavislych molekulovych sond.
Béhem pripravy zminénych publikaci jsme se naucili rozumét spektroskopii
modelovych latek, které nadale pouzivime za rlznych environmentalné
dilezitych podminek. Tyto studie jsou soucasti disertacnich praci Mgr. Jana
Krauska a Mgr. Gabriely Ondruskové. DalSim dtlezitym prinosem naSich studii je
vyvraceni domnénky posunu absorpc¢nich spekter benzenu a naftalenu pri
interakcich na povrchu ledu. Velmi vyznamné jsou podle mého nazoru pozorovani

zmén aktivity protont v Zildch a na povrsich ledu. Pro védeckou environmentalni
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ledovou a také pro farmaceutickou komunitu byl novy zejména fakt, Ze dostupnost
protoni v Zilach je zna¢né ovlivnitelnd pfitomnosti riiznych iontd, jejichz smési
vroztocich poskytuji pH-neutralni roztoky. Také toto téma nadale rozvijime
dal$im vyzkumem, napr. ve spolupraci s dr. Kitae Kimem z JizZni Koreje. Doufam,
Ze se podafi zobecnitelné zavéry z téchto studii zpiistupnit védecké komunité.
Myslim, Ze vysledky téchto experimentalnich pozorovani bude dtlezité zahrnout
do matematickych environmentalnich modelli a brat je v potaz pii mrazenich,
ktera predchazi lyofilizacim. Oc¢ekavam, Ze nejvétSim piinosem mé prace bude
vyuziti novych poznatkli o interakcich ledu s necistotami pii zmrazovani v

biochemickém a farmaceutickém primyslu.

27



Clanky, které jsou souéasti habilita¢niho Fizeni a tykaji se tématu ledu

1.

Heger, D.; Nachtigallova, D.; Surman, F.; Krausko, J.; Magyarova, B.;
Brumovsky, M.; Rubes, M.; Gladich, I.; Klan, P., Self-Organization of 1-
Methylnaphthalene on the Surface of Artificial Snow Grains: A
Combined Experimental-Computational Approach. Journal of Physical
Chemistry A 2011, 115, 11412-11422.

Jsem autorem myslenky a korespondujicim autorem tohoto ¢lanku, zavedl jsem
v Brné fluorescenc¢ni metody méreni v kryogennich podminkach, experimentalné
jsem se podilel na pripravé vzorki i jejich méreni, coZ jsem pozdéji naucil JK, BM,
MB, FS a dohliZel na jejich spravnost. FS stanovoval aktivni povrch. DN a IG
provadéli vypocty. Ja a PK jsme psali ¢lanek. Odhad podilu na ¢lanku 40 %.

2.

Roubal, Z.; Szabé, Z.; Steinbauer, M.; Heger, D.; Kubasek, R. In The
design of high-impedance and high-voltage input amplifier for
measurement of electropotentials on solid-liquid phase boundary,
Progress in Electromagnetics Research Symposium, 2011; 2011; pp
1162-1166.

Jsem autorem myslenky vyroby zarizeni, které je ve ¢lanku z konference
popsano. Odhad podilu na ¢lanku 15 %.

McNeill, V. F.; Grannas, A. M.; Abbatt, . P. D.; Ammann, M.; Ariya, P.;
Bartels-Rausch, T.; Domine, F.; Donaldson, D. J.; Guzman, M. L.; Heger,
D.; Kahan, T. F.; Klan, P.; Masclin, S.; Toubin, C.; Voisin, D., Organics in
environmental ices: sources, chemistry, and impacts. Atmos. Chem.
Phys. 2012, 12,9653-9678.

Souhrnny ¢lanek, do kterého jsem prispél casti textu. Odhad podilu na ¢lanku < 5

%.

Bartels-Rausch, T.; Jacobi, H. W.; Kahan, T. F.; Thomas, J. L.; Thomson,
E.S.; Abbatt, J. P. D.; Ammann, M.; Blackford, . R.; Bluhm, H.; Boxe, C,;
Domine, F.; Frey, M. M; Gladich, I.; Guzman, M. I; Heger, D.;
Huthwelker, T.; Klan, P.; Kuhs, W. F.; Kuo, M. H.; Maus, S.; Moussa, S. G.;
McNeill, V. F.; Newberg, ]. T.; Pettersson, ]. B. C.; Roeselova, M.; Sodeau,
J. R, Areview of air-ice chemical and physical interactions (AICI):
liquids, quasi-liquids, and solids in snow. Atmos. Chem. Phys. 2014, 14,
1587-1633.

Souhrnny ¢lanek, do kterého jsem prispél ¢asti textu a diskusemi nad ustaleni
nomenklatury. Odhad podilu na ¢lanku < 5 %.

5.

Kania, R.; Malongwe, ]. K. E.; Nachtigallova, D.; Krausko, ].; Gladich, I.;
Roeselova, M.; Heger, D.; Klan, P., Spectroscopic Properties of Benzene
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at the Air-Ice Interface: A Combined Experimental-Computational
Approach. The Journal of Physical Chemistry A 2014, 118, 7535-7547.

Do ¢lanku jsem prispél vedenim spektroskopické prace a jeji interpretaci,
interpretaci vypocitanych dat a psanim c¢lanku, vybérem a sestavenim aparatury.
Jsem korespondujicim autorem. Odhad podilu na ¢lanku 25 %.

6. Krausko, J.; Runstuk, J.; Nedéla, V.; Klan, P.; Heger, D., Observation of a
Brine Layer on an Ice Surface with an Environmental Scanning

Electron Microscope at Higher Pressures and Temperatures. Langmuir
2014, 30, 5441-5447.

Jsem autorem myslenky a korespondujicim autorem tohoto ¢lanku; prispél jsem
zvolenim zkoumaného systému a analytickych metod, nalezenim vhodné
spoluprace, vedenim spektroskopickych experimentii; spolupodilel jsem se na
mikroskopickych mérenich a s JK jsme spolecné psali ¢lanek. Odhad podilu na
¢lanku 60 %.

7. Krausko, J.; Malongwe, J. K. E.; Bicanov3, G.; Klan, P.; Nachtigallova, D.;
Heger, D., Spectroscopic Properties of Naphthalene on the Surface of
Ice Grains Revisited: A Combined Experimental-Computational
Approach. The Journal of Physical Chemistry A 2015, 119, 8565-8578.

Jedna se o dokonceni studie ¢aste¢né publikované roku 2011. Jsem
korespondujicim autorem. Odhad podilu na ¢lanku 30 %.

8. Krausko, J.; Ondruskova, G.; Heger, D., Comment on “Photolysis of
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons on Water and Ice Surfaces” and on
“Nonchromophoric Organic Matter Suppresses Polycyclic Aromatic
Hydrocarbon Photolysis in Ice and at Ice Surfaces”. The Journal of
Physical Chemistry A 2015, 119, 10761-10763.

Jedna se o komentar k ¢lankiim v navaznosti na nas ¢lanek z téhoz roku. Jsem
korespondujicim autorem tohoto ¢lanku. Odhad podilu na ¢lanku 50 %.

9, Krauskovj, L..; Prochazkovsy, ].; Klaskova, M.; Filipova, L.; Chaloupkov3,
R.; Maly, S.; Damborsky, ].; Heger, D., Suppression of protein
inactivation during freezing by minimizing pH changes using ionic
cryoprotectants. International Journal of Pharmaceutics 2016, 509, 41-
49,

Jsem autorem myslenky a korespondujicim autorem tohoto €lanku. Vedl jsem
prace svych studentti a vyzadal si pomoc od kolegii. 0dhad podilu na ¢lanku
40 %.
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Mechanisticka fotochemie

Uvod do problematiky mechanistické fotochemie

Fotofyzika a fotochemie jsou pomezni védecké discipliny, pti kterych se uplatni
znalosti z fyziky, chemie a matematiky. Pro vysvétleni zakladnich pojml mohu
odkazat do slovnicku s presnymi vysvétlenimi: IUPAC Gold Book

(http://goldbook.iupac.org/); pro obsirnéjsi vysvétleni do vynikajici ucebnice

Photochemistry of Organic Compounds, ktera vznikla jako kniZni podoba
fotochemickych prednasek prof. Klana a prof. Wirze, ja jsem mél tu Cest ji procitat
a vyjadrovat se Kk jednotlivym diltim jejiho rukopisu (Klan a Wirz 2009). Prace
predkladané k habilitacnimu rizeni v této kapitole maji za cil popsat mechanismy

elementarnich reakci, které nasleduji po excitaci molekul.

Fotochemické chranici skupiny

Fotochemické chranici skupiny jsou latky, u kterych absorpce fotonu zptlisobi
rozstépeni kovalentni vazby, a tak da vzniknout volné molekule latky chranéné
(aktivované molekule) a zbytku chranici skupiny (Obrazek 16). (Zabadal a Klan
2001; Klan, Solomek et al. 2013; Solomek, Wirz et al. 2015.) Foton v tomto pripadé
miiZe byt povaZovan za reagent fyzikalni povahy, jehoZ vyhody oproti reagentim
chemické povahy jsou predevsim okamzité, presné a snadné davkovani v prostoru
a Case, a to bez zfedéni vzorku. Tyto a dal$i vlastnosti fotochemicky
aktivovatelnych molekul zptisobily, Ze jejich hlavni vyuziti nelezi v chranéni
funk¢nich skupin v organické syntéze, ale spi$ v aplikacich, které ziuro¢i moznost
Casové a prostorové presného uvolnéni poZadované latky. Pokud je navic
pozorovany déj zplisobeny chemickou reakci s pridanou latkou rychlejsi, nez by
byla difuze molekul, stava se fotochemické uvolnéni ,rychle” odstupujici skupiny
jedinym pouzitelnym prostiredkem. Takto bylo chranicich skupin vyuZito
napriklad k méreni rychlosti nervového vzruchu (uvolnénim neurotransmiteru v
misté synapse, Stensrud, Noh et al. 2009), popisu chemotaxe spermii (uvolnénim

oxytocinu, Blake, Bareiss et al. 2012) ¢i uvolnéni léciva (Woll, Lukzen et al. 2012).
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Obrazek 16: Schéma funkce fotochemické chranici skupiny (a - fotochemicka
chranici skupina, b - chranéna latka, c - aktivovana latka, d - vedlejsi produkt,

zbytek chranici skupiny).

Problematika chranicich skupin a jejich vyuziti je v literatufe dobie shrnuta

v souhrnnych ¢lancich (Mayer a Heckel 2006; Klan, Solomek et al. 2013).

Laserova zableskova fotolyza
Mechanismy rozpadu kovalentni vazby chranéné molekuly, neboli uvolnéni
chranéné i chranici skupiny, stejné tak jako jiné fotochemicky iniciované procesy,
je nejlépe studovat kinetikou dané latky po ozareni svétlem. Pro objasnéni
mechanismu reakce je tfeba sledovat a priradit veskeré prechodné Zijici species
(tzv. intermediaty), které se zapojuji do reakce od vychozi latky az k produktim.
Spektroskopickd metoda, kterou pro zkoumani mechanismli odstoupeni
chranénych skupin nejvice pouZzivam, je laserova zableskova fotolyza. Sdm nazev
Jlaserova fotolyza“ je ponékud zavadéjici. Laseru totiZ nebyva pouZito jen
k svétlem zptisobenému Stépeni vazeb, jak by nazev (fecky lysis znamena rozklad)
mohl indikovat, ale kjakémukoli svétlem iniciovanému fyzikdlnimu nebo
chemickému déji. Terminem laserova fotolyza se oznacuji spektroskopie, které
maji ¢asové rozliSeni nad nanosekundu, transientni spektroskopie rychlejsi se
oznacuji jako pump-probe spektroskopie z diivodl rozdilného zpiisobu méreni,
které budou objasnény pozdéji.

Zarizeni pro laserovou zableskovou spektroskopii, ktera jsou pouzivana
pro méreni zde popsanych praci, jsem demontoval v Basileji, prevezl do Brna a
modernizoval. Zejména nas nanosekundovy zableskovy spektrofotometr svymi
parametry pred¢i vSechny komercéné dodavané pristroje a je optimalizovany pro
naSe studie. JelikoZ tyto techniky nejsou zcela béZné, dovolim si je stru¢né popsat.

Princip transientni spektroskopie spociva v rychlém vybuzeni ¢asti

molekul vzorku do excitovaného stavu a méreni zmén absorpce v ¢ase. Vysledkem
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pak miiZze byt rozdilové absorp¢ni spektrum v konkrétnim case nebo kineticka
stopa pri konkrétni vinové délce, které v sobé nesou informace o intermediatech.
Transientni spektroskopie je mozna v riznych ¢astech radiofrekvenc¢niho spektra,
takZze mimo nami pouZivané UV-Vis-NIR spektroskopie je také s vyhodou
vyuzivana transientni Casové rozliSend spektroskopie s detekci infracerveného
zatreni, Ramanova rozptylu, difrakce Roentgenova zareni ¢i signali elektronové
paramagnetické resonance (Klan a Wirz 2009).

Silny zablesk svétla a jeho absorpce zplisobi, Ze ¢ast molekul vzorku je ze
zakladniho stavu premisténa do stavli vzbuzenych o stejné multiplicité, jakou mél
zdkladni stav. Napiiklad pokud ma molekula zakladni stav singletovy, pak budou
po excitaci obsazeny vyssi singletové stavy. V ¢asovém odstupu po budicim
zablesku svétla nasleduje absorpce svétla méreného. V prvnich nékolika
pikosekundach vétSinou dojde k vnitfnimu chlazeni a molekula zaujme
elektronovou konfiguraci nejnizSiho excitovaného singletového stavu. Z tohoto
stavu miiZe, zarivé i nezarivé, relaxovat do stavu zakladniho nebo piejit do nize
leZiciho elektronového stavu jiné multiplicity (nejcastéji tripletu); zminéné stavy
mohou také podléhat chemickym reakcim za tvorby intermediatti. Kazdému
elektronovému stavu nebo intermediatu s dostate¢nou dobou Zivota je v principu
mozno zmérit absorpéni spektrum, a tedy, v priznivém pripadé, vSechny stavy a
intermediaty priradit a charakterizovat. Jejich chovani v ¢asové souslednosti je
popsano kinetikymi modely, které casto zahrnuji nasledné a paralelni reakce.
Dilezité je brat v potaz, Ze je moZno mérit jen spektra rozdilova, ktera mimo
absorpci intermediati mohou zahrnovat i chybéjici absorpci zakladniho stavu

(tzv. béleni z anglického bleach) nebo stimulovanou emisi. To je diileZité zejména

v pripadé, Ze se spektrum ve stavu zakladnim prekryva se spektrem intermediatu.

Nanosekundovd laserovad zdbleskovd fotolyza

Konstrukcéné se pristroje pro ¢asové rozliSena spektroskopickd méreni zasadné
lisi délkou prodlevy mezi budicim a méficim casem. Plvodni zarizeni bylo
vynalezeno Norrishem a Porterem v roce 1949 (Thrush 2003). Bylo
zkonstruovano pro studii fotochemicky iniciovanych reakci v plynné fazi. Jeho

vznik se da povazovat za jeden z pozitivnich vysledkd technologického rozvoje
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zplisobeného druhou svétovou valkou. George Porter za valky slouzil u
protiletadlové obrany se specializaci na radary, a diky tomu ziskal zkuSenosti s
elektronikou, pulsovanymi zdroji a zdroji svétla. K prvnimu pokusu o ziskani
detekovatelného mnozstvi CHz karbenu z ketenti nebo diazomethanu pouzili 7,5
KW obloukovou rtutovou zarivku, kterd se pouzivala pro vojenské ucely ve
svétlometech protiletecké obrany. Pokus byl ¢astecné uspésny, k priikaznéjsim
vysledkim bylo vsSak treba silnéjSich zdrojii svétla. Ty byly nalezeny v
zableskovych trubicich, které se za valky pouZivaly k no¢nimu fotografovani ze
vzduchu a poskytovaly dvé milisekundy trvajici zablesky. S nimi se jiZ védctim
podarilo dobie prokazat nékteré intermediaty (napt. radikaly -OH, ClO-, COO-),
které jsou podstatné v atmosférické fotochemii a prispivaji napiiklad k niceni

0Z0onoveé vrstvy.
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Obrazek 17: Fotografie znazoriujici ptivodni Porterovu aparaturu (prevzato z

Thrush 2003).
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Fig. 2 Intensity-time record for the two flashes in the original flash

photolysis apparatus.

L1

Obrazek 18: Zaznam kinetické stopy transientu se zretelnym preruSenim z

dlivodu ¢asovani (prevzato z Thrush 2003).

Casovani pristroje bylo sledovano pomoci tociciho se kola s dirkami.
Ronald Norrish a George Porter spoletné s Manfriedem Eigenem v roce 1967
obdrZeli Nobelovu cenu za ,jejich studie extrémné rychlych reakci, ovlivnénych
vychylenim rovnovahy velmi kratkymi pulzy energie“. Je pékné si uvédomit, Ze to,
co se vroce 1967 nazyvalo ,extrémné rychlé“, se s prichodem pulznich lasert
stalo relativné pomalym a velmi rychlé déje se zacaly nazyvat ,ultrarychlé®; ty
dnes dosahuji femtosekundovych i attosekundovych casii.

NaSe zarizeni nanosekundové laserové fotolyzy je, jak jiZ bylo zminéno,
rozSifenou verzi prevezenou z Basileje. Tam od sedmdesatych let budoval prof.
Jakob Wirz spektro-foto-chemické pracoviste, sam stravil postdoktorsky pobyt s
Georgem Porterem v Londyné. Prof. Wirz byl celosvétové jednim z hlavnich
spektroskopikili, ktefi se touto technikou zabyvali. Je také tviirce IUPAC

doporuceni, jak tyto pristroje konstruovat a pouZzivat.
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Casové rozliseni zafizeni pro laserovou fotolyzu je uréeno nejpomalej$im
prvkem. Pro vétSinu zarizeni je to budici laser, ktery populuje vzbuzenou hladinu.
V tomto je nas systém vyjimecny, nebot doba pulzniho zablesku je diky moderni
technologii (jedna se o casovou komprimaci Q-spinaného pulzu) pouze 150 az 700
ps. Laser je zaloZen na relativné jednoduchém elektronicky ¢asovaném zakladu, a
proto je levnéjsi nez ostatni takto rychlé lasery. Pokud je mi zndmo, vyrabi jej
pouze jedina firma na svété. NaS nanosekundovy fotolyticky laserovy systém je
tedy limitovan rychlosti detekce s hodnotou jednotek nanosekund. Vzorek je
nejprve vybuzen kratkym laserovym pulzem a vzapéti je sledovana absorpce
vzniklych intermediati. K tomuto méreni je opét potireba svétlo, v naSem pripadé
je dodano zxenonové excimerové vybojky, kterd se na nékolik milisekund
prepulzuje. Svétlo je pak zaznamenano budto spektrograficky pro zvoleny Cas
(vnaSem pripadé od ca 4 ns vice) pomoci ICCD kamery, nebo se
monochromatorem zvoli néktera vinova délka a zaznamendava se kineticka stopa.
Obé zminéné techniky poskytuji jednodimenziondlni fez stejné fyzikalni
informace, ktera milize byt zndzornéna jako zdznam absorbanci v zavislosti na

vlnové délce a Case.
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Obrazek 19: Schéma aparatury laserové zableskové fotolyzy. Prevzato s laskavym

svolenim dr. Pelliciolly.

Pump-probe spektroskopie
Vyvoj ultrarychlych laseri s dobou zablesku ve femtosekundach zptsobil
moznost jeSté rychlejSich, sub-nanosekundovych meéfeni. Neni vSak moZno
méreni Casovat elektronicky, ale pouziva se casovani optického. Zakladnim
principem metody je rozdéleni pulzovaného laserového signalu na
polopropustném zrcadle na dvé casti. Zjedné znich se pomoci nelinearné
optickych prvkil vymodeluje budici signdl (tzv. pump) a z druhé ¢asti signal mérici
(tzv. probe). Pokud oba paprsky urazi stejnou drahu, na méreny vzorek dopadnou
ve stejném case. Casovani tohoto systému se nastavuje relativni zménou drah
budiciho a meériciho paprsku. To je umozZnéno konstantnosti Sifeni svétla
v prostredi. Lze lehce vypocitat, Ze prodlouZenim drahy paprsku o 30 cm se
paprsek zpozdi o ca 1 ns. Nas pump-probe femtosekundovy systém je schopen
mérit od 1 ps do 1.8 ns. Vroce 1999 byla Ahmedu Zewailovi udélena Nobelova
cena ,za studie transientnich stavii chemickych reakci s pouzitim femtosekundové
spektroskopie®.
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Na Masarykové univerzité se tedy povedlo vybudovat zminéné dva
systémy pro méreni transientni spektroskopie. Spolené s moZnostmi mérit
luminiscen¢ni procesy v ¢asoveé rozliSeném modu tak davaji dobré experimentalni
zazemi pro reSeni fotochemickych mechanistickych problémi, jejichz ptiklady
budou uvedeny nize. Mél bych také vzpomenout, Ze systém by nebyl v Brné
pritomen nebyt finan¢niho zabezpeceni Masarykovou univerzitou, RECETOXem,
a Ze kjeho rozvoji vyznamné prispéli mnozi studenti a technici, zejména Mgr.

Pavel Fris a Bc. Lubos Jilek.

Derivaty 2,5-dimethyfenacylu

Miij navrat od ledové problematiky k tématu fotochemickych chranicich skupin se
béhem magisterského studia), a sice s mechanismem odstoupeni halogenidi z 2-
alkoxymethyl-5-methylfenacylu chloridu a benzoatu (Plistil, Solomek et al. 2006).
Latky béhem diplomové prace pripravil Mgr. Lukas Plistil a jejich ozareni davalo
fadu produktii vzavislosti na Kkonkrétnich experimentdlnich podminkach.
K projektu jsem prispél kinetickou analyzou transientdi, kterd se uskutecnila na

basilejské univerzité v rdmci mého postdoktorského pobytu.

Fotochromismus fenoxynafthacenchinond

Velmi naro¢na a souc¢asné pro mne vyznamna byla nasledna studie fotochemicky
indukovaného preskoku fenylové skupiny v molekulach fenoxynafthacenchinonii

(Obrazek 20) (Born, Fischer et al. 2007).
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Obrazek 20: Reak¢ni schéma izomerizace fenoxynafthacenchinonu (prevzato z

Born, Fischer et al. 2007).

Fenoxynafthacenchinony patii mezi fotochromni latky s potencialnim uplatnénim

v holografii ¢i optickém uchovavani dat (napf. pro prepisovatelna CD/DVD

média). Ukolem bylo zjistit, jakym mechanismem dochazi k izomerizacim: zdali

adiabaticky (po jedné hyporplose), nebo diabaticky (s pfechodem z jedné plochy

na druhou).
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hot ground state adlabatlc diabatic reaction via
reaction reaction reaction intermediate

Obrazek 21: Znazornéni druhii mechanismi fotochemickych reakci (prevzato z

Klan a Wirz 2009).



Jak je ukazano na obrazku 21, fotochemické reakce probihaji bud'to adiabaticky?,
bez prechodu z jedné hyperplochy na druhou, nebo diabaticky (také nékdy
nazvano neadiabaticky - dvé zaporky davaji klad) s krizenim hyperploch. Jako
dtkaz diabatického mechanismu by se mohl zdat fakt, Ze je pozorovan excitovany
stav fotoproduktu, coZ by byla pravda pouze tehdy, kdyby se podarilo excitovat
jen vychozi latku. Mnohem castéji, a je to i pripad izomerizace z trans- na ana-
v molekulach fenoxynafthacenchinont, dojde k diabatické izomerizaci a nasledné
excitaci fotoproduktu. Cely vyzkum byl hnan ptedpokladem, ktery vychazi
z korelacniho diagramu zaloZeného na pravidlech zachovani symetrie.
Jednoduchy diagram byl vytvoreny prof. Wirzem ze znalosti spektroskopie,
molekulovych orbitalli a symetrie bez pouZiti pocitacové vypocetni sily a je pro
mne vzorem védeckého uvazovani. Experimentalni diikazy jeho spravnosti nebyly
jiz tak jednoduché. V tomto ptipadé bylo z ultra rychlé spektroskopie ziejmé, Ze
po vybuzeni trans-isomeru do horkého singletového stavu dojde k jeho chlazeni a
mezisystémovému kiiZeni na stav tripletovy, ze kterého pak zvnikne tripletovy
biradikal.

JaA jsem se na projektu podilel stanovenim molarnich absorpc¢nich
koeficientt latek a mérenim laserové zableskové spektroskopie. Komplikaci bylo,
Ze doby Zivota biradikalového intermediadtu nebylo moZné na naSem zarizeni
zmérit, nebot doba zablesku laseru byla priliS dlouhid. Musel jsem proto
rozhodujici experimenty mérit na pristroji v jiné pracovni skupiné - a tak jsem se
naucil ovladat a nastavovat jiny druh zarizeni. Rozhodujici bylo, Ze jsem si vS§iml a
popsal, jak se méni transientni kinetické stopy po ndsobném ozatfenim laserem.
Postupné totiZ ve smési pribyvalo ana-isomeru a z kinetického chovani jeho
tripletu se dalo usoudit, Ze je pritomny jiZ i pri prvnim laserovém zablesku.

Z méreni nakonec vyplynulo, Ze izomeriza¢ni trans-ana reakce po
tripletové hyperploSe by byla prili$ energeticky naroc¢n4, a proto dojde k preskoku
na singletovou zakladni hladinu - reakce je tedy diabaticka. Pozorovany tripletovy
stav ana-isomeru vznika reexcitaci jiz vzniklého ana- derivatu nebo biradikalu a

lze jej minimalizovat pouZitim kratSiho laserového pulzu nebo jeho nizZsim

2 Podobnost s terminem pouZivanym v termodynamice je pouze v tom, Ze ,,adiabaticky" déj
,neprekracuje hranice" jiné hyperplochy. Nema spojitost s nepfestupovanim energie pires
hranice a tedy je do znacné miry zavadéjici zdvojeni pouziti tohoto vyrazu.
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vykonem. Naproti tomu zpétna ana-trans izomerizace probiha po singletové
hyperploSe. DalSim prinosem tohoto projektu bylo, Ze jsem pro vysvétleni
experimentalnich dat zacal pouZivat simulace v programu Maple, coZ se také

pozdéji ukazalo jako velmi vyhodna dovednost.

p-Hydroxyfenacyly — fotochemické chranici skupiny

NejrozsSirenéjSi a nejvice pouzivanou fotochemickou chranici skupinou je
bezesporu o-nitrobenzylova skupina (Klan, Solomek et al. 2013). Za své rozsiteni
a popularitu vdéci predevsim tomu, Ze byla pouZzita jako prvni a Ze dnes je fada
biologicky vyznamnych latek (napt. ATP, neurotransmitery) ochranénych touto
skupinou komercné dostupna. DileZzitou pirednosti pouziti biologicky aktivnich
molekul je moZnost jejich presného prostorové-casového davkovani.
Mechanismus odstoupeni chranénych latek z o-nitroderivata byl velmi podrobné
zkouman prof. Wirzem a bylo shledano, Ze odstoupeni probiha v ramci sekund
pres Fadu intermediati. Proto latka uvolnénda z o-nitroderivatu nemitze slouzit
jako vhodny spoustéc pro nasledné reakce, jejichZ rychlostni konstanta odpovida
dobé Zivota delsi neZ stovky milisekund.

Mym ukolem bylo, s pouzitim ultrarychlé pump-probe spektroskopie,
prispét k objasnéni déjii, které nasleduji tésné po excitaci o-nitrobezenu. BohuZzel
se ukazalo, ze spektralni signal intermediatti v UV-Vis oblasti spektra je velmi
slaby a dovozovat z néj néjaké zavéry by bylo priliS obtiZné - proto naSe usili
skupiny pouZily infraCervenou a Ramanovu ultrarychlou spektroskopii a podarilo
se jim intermediaty identifikovat a navrhnout mechanismus odstoupeni (Klan,
Solomek et al. 2013).

Jinou fotochemickou chranici skupinou, prosazovanou prof. Richardem
Givensem z Kansasu, je p-hydroxyfenacyl. Prof. Givens pripravil fradu
substitucnich derivati této latky a také radu latek s nimi ochranil. Za zminku jisté
stoji chranéna ATP a nékteré neurotransmitery (napr. kyselina y-aminomaselna)
(Conrad, Givens et al. 2000). S témito radami latek se obratil na skupinu vedenou
prof. Wirzem s prosbou, abychom mu pomohli identifikovat nejvhodnéjsi derivaty
vykazujici vysokou rychlost odstoupeni. JiZ od roku 2000 byla stanovena

hypotéza, Ze chranéna skupina je vypuzena z tripletového stavu, ktery byl dobre
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spektroskopicky charakterizovan (Conrad, Givens et al. 2000). Nami provadéné
méfeni s aparaturou ultrarychlé pump-probe spektroskopie probihalo velmi
dobre, nebot intermediaty poskytovaly velmi silné signaly v UV-Vis spektralni
oblasti. Z divodu biologické aplikovatelnosti se vétSina méreni provadéla ve vodé,
k nékterym vzorkiim se piiddvalo malé mnozstvi acetonitrilu z divodu lepsi
rozpustnosti. Po asi pil roce usilovné prace jsme si v§imli toho, Ze parametr, ktery
chceme stanovit - doba Zivota tripletového stavu - je kriticky zavisly pravé na
presném slozeni smési rozpoustédel. Vétsi mnoZstvi vody totiz velmi urychluje
odstoupeni chranéné skupiny. Rychlostni konstanty tripletového stavu fenacylu a
tedy i odstoupeni fosfatu v zavislosti na poméru acetonitrilu a vody jako
rozpoustédla je ukazano na obrazku 22. Velmi dobrou zpravou bylo, Ze v Cisté
vodé je odstoupeni pro fosfat uskutecnéno s rychlostni konstantou 1,6 x 1010 s-1,
coz bylo v té dobé nejrychlejsi odstoupeni iniciované svétlem, dostate¢né rychlé

pro snad vSechny biologické aplikace.
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Obrazek 22: Rychlostni konstanty zaniku tripletového stavu fenacylu, a tedy
odstoupenti fosfatu v zavislosti na poméru acetonitrilu a vody z p-hydroxyfenacyl-
fosfatu (prevzato z Stensrud, Noh et al. 2009 s povolenim Americké Chemické

Spolec¢nosti).
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V okamziku tohoto zjiSténi vSak také bylo jasné, Ze nase data z uplynulého ptl
roku nejsou pouzitelna k charakterizovani rychlosti odstoupeni z jednotlivych
derivati p-hydroxyacetofenonu, nebot jsme na presné sloZeni rozpoustédla
nedavali dostateCny pozor. Velmi neprijemné vSak bylo, Ze se aparatura
ultrarychlé pump-probe spektroskopie méla do trech tydnli demontovat, protoZe
prof. Wirz odchazel do dfichodu. S kolegou Mgr. Petrem Sebejem, Ph. D., ktery
tehdy byl v Basileji v rdmci programu Sokrates, jsme se rozhodli, Ze méreni
z minulého pil roku zopakujeme. Ve tifech tydnech se ndm opravdu podarilo
namérit skoro vSechno znovu - stiidali jsme se v dennich a nocnich sluzbach,
pristroj byl v provozu bez prestavky az do dne baleni.

Prestoze se namérena data nehodila k ptivodnimu zadmeéru, podrobné jsme
je zanalyzovali. Pfi pozorovani vySe zminéné zavislosti doby Zivota tripletu na
mnozstvi vody v rozpoustédle jsem si vSiml, Ze se zkracujici se dobou Zivota se pfi
globalni analyze pro dobfe odstupitelné skupiny (jako je diethylfosfat, tosylat
nebo mesylat) objevuji ve spektrech také nové slabé dvojpiky pri vinovych
délkach nad 420 nm. Na tento fakt jsem upozornil prof. Wirze, ktery ve spektru
okamZzité rozpoznal tripletovy intermediat, coZ byl posledni potifebny intermediat
k uspokojivému vysvétleni celého mechanismu odstoupeni skupin zp-
hydroxyfenacyli pri foto-Favorského presmyku. Tato data byla pridana
k rozsahlé predchozi praci skupiny prof. Wirze a uspésné publikovana (Givens,

Heger et al. 2008).
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Obrazek 23: Mechanismus odstoupeni chranéné skupiny z p-hydroxyfenacylu.

Prezentovana data jsou namérena pro p-hydroxyfenacyl-fosfat.
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Zajimavosti, se kterou jsme se v tomto projektu setkali, je, Ze pro naslednou reakci
A -> B -> C s podobnymi rychlostnimi konstantami nelze bez dalSich informaci
urcit, ktera rychlostni konstanta naleZi ke kterému kroku (Andraos, Lathioor et al.
2000). Je matematicky dokazano, Ze z kinetického pozorovani nelze rozhodnout,
je-li rychlejsi rychlostni konstanta pro déj A -> B nebo B -> C. Toto dilema se
vnasem piipadé vyreSilo, nebot druha rychlostni konstanta jiz byla drive
stanovena pomoci ¢asové rozliSené rezonanc¢ni Ramanovy spektroskopie (Zuo, Ma
etal 2005).

Ostatni vysledky naSich méreni pred stéhovanim femtosekundové pump-
probe aparatury byly postupné publikovany ve tirech dalSich c¢lancich (Stensrud,
Heger et al. 2008; Stensrud, Noh et al. 2009; Givens, Stensrud et al. 2011). Jsem
presvédCen, Ze pro dobie odstupujici chranéné skupiny se nam podafrilo
vystihnout mechanismus odstoupeni velmi dobre, nebot pokryva vSechna
pozorovani, ktera kdy byla provedena. Nasi praci jsme chtéli rozsirit i na latky,
které nejsou tak dobre odstupujici, na konjugované baze slabych kyselin.
Z transientnich méreni vyplynulo, Ze triplet zanikd do dalSiho species
s absorp¢nim maximem pti 350 nm, jehoZ identitou jsme si nebyli jisti. Pracovné
jsme toto species priradili konjugované bazi p-hydroxyphenacylu v zakladnim
stavu, ale protoZe zistaval pritomen i v kyselém prostiedi, byla tato hypotéza
vyvracena. Druhou moznosti bylo, Ze se jedna o tripletovy chinon-enol (struktura
analogicka 3 na obrazku 24), o kterém jsme se domnivali, Ze neposkytuje reakci.
Tuto domnénku ve své disertacni praci vyvraci Mgr. Vit Ladanyi, ale cesta k ni
vedla pres diikladnou fotochemickou studii latky, kterd je modelova pro p-
hydroxyfenacyl, coZ je p-hydroxyacetofenon.

Bruno Hellrung. Data vSak nedavala uceleny obrazek, a proto jsem ve vyzkumu
pokracoval ja4 s pomoci dr. Petra Sebeje. Praci jsme v$ak v Basileji nestihli
dokoncit, a tudiZ se v Brné pokracovalo aZ po vybudovani casové rozliSené
laboratofe - coZ predstavovalo tfi roky (nejen) mého usili. VBrné byl p-
hydroxyacetofenon prvnim tématem, které jsem vedl; na tématu aktivné
pracovala Mgr. Lubica Kli¢ova, Ph. D. a s vypocty prisp€l na pomoc Mgr. Tomas
Solomek, Ph. D. pod vedenim prof. Mgr. Petra Slavi¢ka, Ph. D. V této praci jsme

detailné popsali acidobazické rovnovahy v zakladnim, excitovaném singletovém a
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tripletovém stavu vSech forem p-hydroxyacetofenonu (viz obrazek 24, formy 1-
4)(Klicova, Sebej et al. 2012). Titrace v tripletovém stavu byla provedena
spektrograficky i kineticky. Potvrdili jsme predchozi domnénku a ve fotochemii
Casto pozorovany fakt, Ze v excitovaném stavu se sila kyselin a bazi ¢asto zasadné
méni oproti stavu zakladnimu. Velmi zajimavé na molekule p-
hydroxyacetofenonu je, Ze jsou obé funkce pritomny na jedné molekule, a tedy, Ze
je chinon-enol (3 na obrazku 24) v tripletu stabilnéjsi nez vychozi neutralni p-
hydroxyacetofenon (1). Soucasné se ndm podarilo vypocetné vyvratit argument
prof. P. H. Phillipse, Ze se o tripletovy chinon-enol (3) nejednd. V jeho skupiné totiz
nameérili rezonan¢né zesilena ¢asové rozliSena Ramanova spektra za podminek,
kdy mél byt piitomen tripletovy chinon-enol. Vypocitali pak pro toto species
Ramanova spektra, kterd se neshodovala s jejich mérenim. Byla tak ohroZena
spravnost nasi interpretace. Dr. Toma$ Solomek v$ak na mou prosbu spocital
rezonancné zesilana Ramanova spektra a naSel velmi dobry soulad se spektry
méfenymi skupinou prof. Phillipse (Zuo, Ma et al. 2005). Prace je velmi detailni,
stoji na stovkach namérenych kinetickych stop a rozdilovych spektrech a je navic
doplnéna skriptem v programu Maple se simulaci kinetického chovani vSech
pozorovanych species pri nastavitelném sloZeni roztoku. Prace je tak dobrym

vychodiskem pro pochopeni p-hydroxyfenacylt s hiife odstupujicimi skupinami.

Obrazek 24: Znazornéni acidobazickych rovnovah v tripletovém stavu pro p-

hydroxyacetofenon.
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Prof. Klan a prof. Givens spolupracovali na projektu, ve kterém piipravili a
charakterizovali dalSi derivaty p-hydroxyacetofenonu a jejich fotoreaktivitu
v ustaleném stavu. Jako velmi zajimavé se ukazaly cyklické derivaty (Kammath,
Solomek et al. 2013). Distribuce fotoproduktii je zavisla na rtizné velikosti kruht,

jak je ukdzano na obrazku 25, ktery znazornuje také piislusné meziprodukty.
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Obrazek 25: Distribuce fotoproduktii pro derivaty p-hydroxyacetofenont s riizné

velkym nearomatickym kruhem je znazornéna ve sloupcovém grafu (Kammath,
Solomek et al. 2013). Fotoprodukty i meziprodukty k nim vedoucim jsou odlisSeny

barevné.

Velmi zajimavy projekt, ktery na zakladé prace s pripravenymi derivaty
vznikl, stoji na vhledu a vypoétech dr. Tomase Solomka (Solomek, Heger et al.
2013). V mechanismu foto-Favorského reakce figuruje tripletovy biradikal, ktery
jsme diive spektroskopicky odhalili a identifikovali. Je vSak zifejmé, Ze tento
intermediat pred dalSi reakci (coZ je zacykleni a tvorba cyklopropanového kruhu)
musi prejit do singletového stavu. Dr. Solomek si spravné uvédomil, Ze rychlost
mezisystémového kriZeni pro tento biradikal z tripletu do singletu bude pro
biradikaly s riizné napjatym kruhem rtizna. Energetickd mezera mezi singletovym

a tripletovym stavem vypocetné vysla nejvétsi pro péti¢etny kruh. Dr. Solomek
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také napocital, Ze nejvétsi pravdépodobnost mezisystémového kriZeni (nejvétsi
spin-orbitalni interakce) je pro dihedralni uhel asi 40°, ktery je pro péticlenny
derivat v podstaté nedostupny. Z vypoctl tedy vyplynulo, Ze péti i Sesticlenné
tripletové biradikaly vzniklé pri foto-Favorského reakci by mély mit delSi dobu
Zivota nez tripletovy biradikal necyklicky. Zacal jsem je mérit a ukazalo se, Ze
hypotéza je pravdiva. Doba Zivota necyklického biradikalu byla nami jiz drive
stanovena na 0,56 ns, doby Zivota biradikdlu s péticlennym a Sesticlennym
kruhem jsme postupné stanovili na 13,9 a 3 ns. Na tyto vysledky jsem velmi hrdy,
protoZe jejich porizeni bylo zcela vazano na naSi laserovou zableskovou
spektroskopii. Pokud vim, jedna se o nejrychlejsi procesy namérené na aparatuie
s elektronicky ¢asovanim, jeZ byly kdy publikovany. Casové rozliseni, kterého se
dosahlo, je dano volbou kratkozableskového laseru, ktery neposkytuje Zadny
komer¢ni dodavatel téchto zarizeni. Tento vysledek tedy povaZzuji za
zadostiuCinéni, Ze velké usili, které jsme vynaloZili pfi konstrukci vlastniho
zarizeni, mélo smysl. DalSim pozoruhodnym vystupem tohoto vyzkumu, ktery
jsme nepiedpokladali, je zjisténi, Zze pétiClenny triplet zplisobi jesté rychlejsi
odstoupeni chranéné skupiny nez triplet necyklicky; pro odstoupeni acetatu se
doba Zivota zkrati z 63 ps na 9 ps! Vyplyva ztoho, Ze péticlenny derivat p-
hydroxyacetofenonu je lepsi chranici skupinou nez p-hydroxyacetofenon bez
cyklu, coz by mohlo byt vyuzito zejména pro zvySeni rychlosti odstoupeni a

kvantového vytézku pro Spatné odstupujici skupiny.

4-hydroxyfenacyl amoniové soli

Poslednim projektem zminénym v této podkapitole jsou amoniové soli ochranéné
p-hydroxyfenacylovou skupinou (projekt opét vznikl jako spolecna prace prof.
Givense a prof. Klana) (Bownik, Sebej et al. 2015). Foto-Favorského reakce
probihd dobfe pro amoniové soli, pro aminy kvantovy vytéZzek klesa a
pravdépodobné dochazi k homolytickému Stépeni. Zajimavou C¢asti projektu, na
které jsem se podilel spolecné s Mgr. Vitem Ladanyim a Mgr. Ing. Iwonou Bownik,
byly acidobazické titrace ptripravenych latek. pKa hodnoty pro hydroxylovou
skupinu a amoniovou siil se nachazi blizko sebe, takze bylo relativné naro¢né data

spravné zpracovat. BohuZel vétSina ¢asové rozliSenych dat zkoumajicich detaily
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mechanismu odstoupeni amoniovych soli v tomto projektu zlistala doposud

neopublikovana.

Dalsi chranici skupiny
Nasledujicich dvou projektii jsem se tucastnil jako vedouci studentli, ktefi

provadéli casové rozliSena méreni.

2-hydroxyfenacyl estery

Zdanlivé nevinnou modifikaci vySe popsané p-hydroxyfenacylové skupiny je
premisténi OH substituentu zpolohy para do polohy ortho. Nezbytnou
konsekvenci této substituce je zefektivnéni preskoku protonu, ktery je
v bezprostiedni blizkosti karbonylové skupiny. K tomuto déji opravdu doslo a
nasledujici odstoupeni chranéné skupiny je tedy komplikovano rychlou

tautomerni rovnovahou v tripletovém stavu (Ngoy, Sebej et al. 2012).

S-fenacyl xantaty

Syntéza S-fenacyl dithiokarbonatii byla vedena snahou donutit odstupovat
s vysokym kvantovym vytézkem i Spatné odstupujici skupiny, jako tieba alkoholy
(Veetil, Solomek et al. 2011). Karbonyl ¢i thiokarbonyl je vyrazné lepsi odstupujici
skupina ve srovnani s alkoholy. Pokud by se tedy fotochemicky uvolnil
thiokarbonyl a ten se pak rozpadl na CS:z a alkohol, doSlo by k efektivnimu
uvolnéni alkoholu. BohuZel zanalyzy fotoprodukti i zlaserové zableskové
spektroskopie se ukazalo, ze dochazi k homolyze vazby C-S, a tedy vzniku radikalt
a naslednym radikalovym reakcim. KyZené reakce je dosaZeno jen v pritomnosti

dal$iho zdroje atomu vodiku (napt. propan-2-olu).

Bengalska cervena

Mgr. Lucie Ludvikova pod vedenim prof. Petra Klana zacala studovat kinetiku
interakci riiznych latek s excitovanou bengalskou Cerveni. Cilem bylo porozumét
zplisobu, jakym se zminéna latka podili na fotochemickém S$iti tkani: bengalska
Cervena se ozari zelenym svétlem a chirurgicky rez se zaceli bez nutnosti $it. NasSe

zatizeni je k tomuto projektu velice vhodné, nebot transienty vzniklé po excitaci
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bengalské cervené jsou relativné dobrie pozorovatelné. Po jisté dobé jsem byl
k projektu prizvan a shledali jsme, Ze jiZ fotochemické chovani samotné bengalské
cervené neni jednoduSe popsatelné (Ludvikova, Fris et al. 2016). Postupné jsme
se snazili pomoci izola¢ni metody za vhodné nastavenych podminek ziskat
jednotlivé rychlostni konstanty, ale naSe snaha nevedla kjednoznacnym
vysledklim. Pozadali jsme tedy Mgr. Pavla FriSe, aby ndm naprogramoval skript
urceny pro proloZeni nékolika rychlostnich konstant z nékolika kinetickych stop
zaroven. Projekt byl po sedmi letech prace a nékolika necekanych zvratech
uspésné publikovan v prestiZznim casopise. Piinos této prace spatiuji nejen
v diikladném popisu fotochemického chovani bengalské Cervené, ale i v zavedeni
metody presného a spravného zpracovani kinetickych dat z vice méreni, ktera

nebyla doposud pouZivana.

Zavér Casti habilitani prace zabyvajici se mechanistickou fotochemii

Na projektech zminovanych v této kapitole jsem se naucil zkoumat mechanismy
svétlem vybuzenych reakci. Molekulou, které jsem se ve svém Zivoté vénoval
doposud nejvice, je jisté p-hydroxyacetofenon a od néj odvozena chranici skupina
p-hydroxyfenacylova. Podle mého nazoru nenti jeji potencial zatim plné védecky
vyuzivan. V podrobnych studiich jsme prozkoumali fotofyziku a fotochemii tohoto
chromoforu a objasnili jsme mechanismy uvolnéni z této chranici skupiny. Tim
jsme ukazali prednosti oproti zavedené o-nitrobenzylové skupiné. Jestli dojde
k rozsireni pouziti p-hydroxyfenacylové skupiny, zlistava otazkou dalsiho vyvoje,
ke kterému chci nadale prispivat. V navazujici praci se snaZime objasnit chovani
p-hydroxyfenacylu pro Spatné odstupujici skupiny - provedli jsme rozsahlou
¢asové rozliSenou studii a stanovili jsme kvantové vytézky této reakce (probihajici
disertacni prace Mgr. Vita Ladanyiho). To nas privedlo k problematice kvantovych
vytézkli a molarnich absorpcnich koeficientli doposud Spatné zavedeného
aktinometru azobenzenu. p-Hydroxyacetofenon vykazuje také velmi zajimavé
anti-Kashovské chovani - dochazi u néj k mezisystémovému krizeni z Sz stavu,
nikoli z S1. Tento vyzkum se stal tématem bakalarské a diplomové prace Mgr.

Moniky Chrastkové.
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Clanky, které jsou soucasti habilitaéniho Fizeni a tykaji se tématu mechanistické
fotochemie

1. Plistil, L.; Solomek, T.; Wirz, ].; Heger, D.; Klan, P., Photochemistry of 2-
alkoxymethyl-5-methylphenacyl chloride and benzoate. Journal of
Organic Chemistry 2006, 71, 8050-8058.

K ¢lanku jsem ptispél transientni spektroskopii - métfenim a interpretaci. Odhad
podilu na ¢lanku 20 %.

2. Born, R.; Fischer, W.; Heger, D.; Tokarczyk, B.; Wirz, ]., Photochromism
of phenoxynaphthacenequinones: diabatic or adiabatic phenyl group
transfer? Photochemical & Photobiological Sciences 2007, 6, 552-559.

K ¢lanku jsem ptispél transientni spektroskopii - métfenim a interpretaci. Odhad
podilu na ¢lanku 30 %.

3. Givens, R. S.; Heger, D.; Hellrung, B.; Kamdzhilov, Y.; Mac, M.; Conrad, P.
G.; Cope, E.; Lee, |. I,; Mata-Segreda, J. F.; Schowen, R. L.; Wirz, ]., The
photo-Favorskii reaction of p-hydroxyphenacyl compounds is initiated
by water-assisted, adiabatic extrusion of a triplet biradical. . Am.
Chem. Soc. 2008, 130, 3307-3309.

K ¢lanku jsem prispél transientni spektroskopii - mérenim a interpretaci. Odhad
podilu na ¢lanku 20 %.

4, Stensrud, K. F.; Heger, D.; Sebej, P.; Wirz, |.; Givens, R. S., Fluorinated
photoremovable protecting groups: the influence of fluoro
substituents on the photo-Favorskii rearrangement. Photochemical &
Photobiological Sciences 2008, 7, 614-624.

K ¢lanku jsem prispél transientni spektroskopii - mérenim a interpretaci a
vedenim, podilel jsem se na psani ¢lanku. Odhad podilu na ¢lanku 25 %.

5. Stensrud, K.; Noh, ].; Kandler, K.; Wirz, ].; Heger, D.; Givens, R. S,,
Competing Pathways in the Photo-Favorskii Rearrangement and
Release of Esters: Studies on Fluorinated p-Hydroxyphenacyl-Caged
GABA and Glutamate Phototriggers. Journal of Organic Chemistry
2009, 74,5219-5227.

K ¢lanku jsem prispél transientni spektroskopii - mérenim a interpretaci a
vedenim, podilel jsem se na psani ¢lanku. Odhad podilu na ¢lanku 25 %.

6. Kammari, L.; Solomek, T.; Ngoy, B. P.; Heger, D.; Klan, P., Orthogonal
Photocleavage of a Monochromophoric Linker. J. Am. Chem. Soc. 2010,
132,11431-11433.
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K ¢lanku jsem ptispél transientni spektroskopii - métfenim a interpretaci a
vedenim, podilel jsem se na psani ¢lanku. Odhad podilu na ¢lanku 25 %.

7. Givens, R. S.; Stensrud, K.; Conrad, P. G.; Yousef, A. L.; Perera, C.;
Senadheera, S. N.; Heger, D.; Wirz, ]., p-Hydroxyphenacyl
photoremovable protecting groups - Robust photochemistry despite
substituent diversity. Canadian Journal of Chemistry-Revue Canadienne
De Chimie 2011, 89, 364-384.

K ¢lanku jsem prispél transientni spektroskopii - mérenim a interpretaci a
vedenim, podilel jsem se na psani ¢lanku. Odhad podilu na ¢lanku 25 %.

8. Veetil, A. T.; Solomek, T.; Ngoy, B. P.; Pavlikova, N.; Heger, D.; Klan, P.,
Photochemistry of S-Phenacyl Xanthates. Journal of Organic Chemistry
2011, 76, 8232-8242.

K ¢lanku jsem prispél vedenim spektroskopické ¢asti. 0dhad podilu na ¢lanku
15 %.

0. Klicova, L.; Sebej, P.; Solomek, T.; Hellrung, B.; Slavicek, P.; Klan, P.;
Heger, D.; Wirz, ]., Adiabatic Triplet State Tautomerization of p-
Hydroxyacetophenone in Aqueous Solution. Journal of Physical
Chemistry A 2012, 116, 2935-2944.

Jsem hlavnim a korespondujicim autorem tohoto ¢lanku a organizoval jsem cely
postup vyzkumu. Zpochybnil jsem piivodni vysledky BH, zna¢nou ¢ast
experiment(i jsem osobné& méfil, pozdéji jsem méfeni naucil PS a I'K, a

s podporou JW jsem interpretoval vysledKy a sepsal ¢lanek. PS a TS byli
zodpovédni za vypocetni ¢ast. Sestrojil jsem dvé aparatury, na kterych byla
provadéna méreni. Odhad podilu na ¢lanku 50 %.

10. Ngoy, B. P.; Sebej, P.; Solomek, T.; Lim, B. H.; Pastierik, T.; Park, B. S.;
Givens, R. S.; Heger, D.; Klan, P., 2-Hydroxyphenacyl ester: a new

photoremovable protecting group. Photochemical & Photobiological
Sciences 2012, 11, 1465-1475.

K ¢lanku jsem prispél vedenim spektroskopické ¢asti. Odhad podilu na ¢lanku
15 %.

11. Kammath, V. B.; Solomek, T.; Ngoy, B. P.; Heger, D.; Klan, P.; Rubina, M.;

Givens, R. S., A Photo-Favorskii Ring Contraction Reaction: The Effect
of Ring Size. Journal of Organic Chemistry 2013, 78, 1718-1729.

K ¢lanku jsem ptispél vedenim spektroskopické ¢asti. 0dhad podilu na ¢lanku
15 %.
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12. Solomek, T.; Heger, D.; Ngoy, B. P.; Givens, R. S.; Klan, P., The Pivotal
Role of Oxyallyl Diradicals in Photo-Favorskii Rearrangements:
Transient Spectroscopic and Computational Studies. J. Am. Chem. Soc.
2013, 135,15209-15215.

K ¢lanku jsem ptispél transientni spektroskopii - mérenim a interpretaci, podilel
jsem se na psani clanku. Odhad podilu na ¢lanku 35 %.

13. Bownik, I.; §ebej, P.; Literdk, ].; Heger, D.; Simek, Z.; Givens, R. S.; Klan,
P., 4-Hydroxyphenacyl Ammonium Salts: A Photoremovable
Protecting Group for Amines in Aqueous Solutions. The Journal of
Organic Chemistry 2015, 80, 9713-9721.

K ¢lanku jsem ptispél zejména stanovenim molarnich absorpcnich koeficienti a
stanovenim pKa hodnot, dale transientni spektroskopii - mérenim a interpretaci.
Odhad podilu na ¢lanku 15 %.

14. Ludvikova, L.; Fris, P.; Heger, D.; Sebej, P.; Wirz, J.; Klan, P.,
Photochemistry of rose bengal in water and acetonitrile: a comprehensive
kinetic analysis. Physical Chemistry Chemical Physics 2016, 18, 16266-
16273.

K ¢lanku jsem prispél vedenim ¢asti zabyvajici se transientni spektroskopif a jeji
interpretaci, podilel jsem se na psani ¢lanku. Odhad podilu na ¢lanku 35 %.
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Zaver

V tomto shrnuti ¢asti své dosavadni védecké prace jsem okomentoval védecké
publikace predkladané k habilitatnimu fizeni na pozadi popisu svého védeckého
vyvoje vnadéji, Ze zaClenéni do souvislosti prinese Ctenari vhled, ktery jen
z Clankl neni moZny. Detailni a védecky presné popisy lze ziskat vzdy ve
zminénych publikacich. TéZisté mé prace leZi ve spektroskopii organickych
molekul v ustaleném stavu a ve spektroskopii s ¢asovym rozliSenim, v roztocich
nebo na ledu. Nevédomky jsem se dostal k popisu toho podstatného, co ve své
praci nachazim: velkou zalibu v nejjemnéjsSich detailech pozorovani, které
prinaseji potiebna vysvétleni a kterych si jini Casto nevSimnou. Dalsim spole¢nym
rysem vSech mych publikaci je méreni experimentdlnich fyzikalné-chemickych
veli¢in a jejich vyhodnoceni. Snazil jsem se popsat sviij védecky vyvoj pravdive,
jak si jej pamatuji. NesmlcCel jsem Casté netspéchy, zmény ocekavani a to, Ze fada
nejdiilezitéjSich objevli se stala necekané - snad dle tvrzeni, Ze Stésti preje
pripravenym. V nékolika pripadech jsem analyzoval chybnou publikacni strategii
a navrhl jsem jeji napravu. Protoze se v ¢lancich nékterych autorti setkdvam s
chybami a zavadéjicimi interpretacemi, provadim méreni tak dlouho, dokud
nejsem zcela presvédcen o jejich spravnosti, a proto mnoho vysledki zatim stale
nebylo publikovano. Za timto postupem si stojim, byva vSak téZké jej obhajit pred
nékterymi kolegy, studenty, spolupracovniky a grantovymi agenturami, nebot

neni z hlediska publika¢ni metriky vyhodny. Vérim vsak, Ze je uZitecny pro védu.
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