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ABSTRAKT

Naplni teoretické casti bakalaiské prace bylo struéné charakterizovat hmotnostni
spektrometrii, popsat zjakych casti se skladd hmotnostni spektrometr a strucné
charakterizovat ionizaci elektrosprejem a iontovou past, nebot’ tyto jsou soucdasti
hmotnostniho spektrometru, na kterém byly provadény analyzy popsané v experimentalni
¢asti. Vyznamnou ¢asti této prace je kapitola vénujici se cyklodextrintim a cucurbiturilim,
makrocyklickym molekuldm, jez jsou hojné vyuzivany v oboru supramolekularni chemie
a jsou rovnéz studovany i vyzkumnou skupinou doc. Roberta Vichy, tudiz maji své misto
1 v této bakalarské praci. Zbyvajici kapitola struéné pojedndva o azobarvivech a jsou zde
také zminény  konkrétni pfiklady komplexii typu azobarvivo-cyklodextrin
a azobarvivo-cucurbituril. Experimentdlni cast je pak vénovdna nejen charakterizaci
samotnych azobarviv pomoci analyz ESI-MS, ale zejména pak jejich schopnosti vytvaret
supramolekularni komplexy s cucurbiturily a v ptipadé prokazani vzniku dané¢ho komplexu

také studiu jeho chovani v plynné fazi.

Kli¢ova slova: hmotnostni spektrometrie, iontovd past, ionizace elektrosprejem,

cyklodextrin, cucurbituril, azobarvivo, komplexy hostitel-host



ABSTRACT

The content of the theoretical part of the bachelor thesis was the brief characterization
of mass spectrometry, the clarification of the mass spectrometer elements and the consise
description of electrospray ionization and ion trap, as these are components of the mass
spectrometer on which the analyzes described in the experimental part were performed.
An important part of this work is a chapter devoted to cyclodextrins and cucurbiturils,
macrocyclic molecules, which are widely used in the field of supramolecular chemistry and
they are also studied by research group led by doc. Robert Vicha, therefore they are included
in this bachelor's thesis. The remaining chapter briefly discusses azo dyes and there are also
mentioned specific examples of complexes such as azo dye-cyclodextrin and
azo dye-cucurbituril. The experimental part is then devoted to the characterization of both
azo dyes themselves and azo dye-cucurbituril complexes using ESI-MS analyzes. The
experimental part then focuses on azo dyes characterization by ESI-MS analysis, with main
emphasis on their ability to create supramolecular complexes with cucurbiturils. If the

existence of said complexes was proven, its behavior in the gas phase was further analysed.

Keywords: mass spectrometry, ion trap, electrospray ionization, cyclodextrin, cucurbituril,

azo dye, host-guest complexes
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UvVOD

Era supramolekularni chemie se zadala psat v roce 1987, kdy Donald J. Cram,
Jean-Marie Lehn a Charles Pedersen ziskali Nobelovu cenu za chemii. V dnesni dobé je

tento obor chemie jednim z nejaktivngjSich.

Supramolekularni chemie se zamétuje na studium nekovalentnich vazeb, jakymi jsou
naptiklad vodikova vazba, n—r interakce, hydrofobni interkace a elektrostatické a van der
Waalsovy interakce. Jedna z ¢asti supramolekularni chemie se zabyva tvorbou komplext
typu hostitel-host. Typickymi hostitelskymi molekulami jsou napfiklad cryptandy,
cavitandy, crown-ethery, cucurbiturily, calixareny, cyklodextriny ¢i pillareny. Béhem
poslednich dvou desetileti méla klicovou roli piedevsim rodina cucurbiturild. Ackoliv prvni
zrodiny, CB6, byl syntetizovdn jiz v roce 1905, trvalo jesté velmi dlouho, nez se tato
skupina hostitelskych molekul rozrostla o dal$i homology. Vsechny tyto homology byly

syntetizovany az o témet 100 let pozdéji, po roce 2000.

Schopnost cucurbiturili vytvaiet komplexy typu hostitel-host velmi zavisi na objemu
kavity dané¢ho homologu. Od objemu kavity se pak nasledné odviji i mozna velikost

molekuly hosta, ktery ma byt v kavité¢ inkludovan.

Studiem komplexac¢nich schopnosti homologii CB6, CB7 a CB8 se zabyva prakticka
¢ast této prace, pricemz v roli ligandli zde vystupuji azobarviva na bazi adamantanu, kdy
neni nezajimavé, Ze se aktudln€é jednd vibec o prvni azobarviva obsahujici tento
polycyklicky uhlovodik. Analyzy byly provadény pomoci hmotnostniho spektrometru

s elektrosprejovou ionizaci a iontovou pasti.
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I. TEORETICKA CAST
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1 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS) je fyzikaln¢ chemicka metoda,
ktera je zaloZena na rozdé€leni iontl v plynné fazi podle jejich poméru hmotnosti a naboje
»m/z* (bezrozmérnd velicina) a analyze jejich Cetnosti. Ionty (kladné nebo zaporné) vznikaji
z atomil, molekul nebo jejich ¢asti ionizaci. (1;2) Tato metoda mé velmi dobrou vypovidaci
schopnost o struktufe analyzovanych latek. (2) Hmotnosti ionti se vyjadiuji pomoci
unifikované atomové hmotnostni jednotky, jejiz jednotka u (diive se pouzivala zkratka
mamu* zangl. atomic mass unit) odpovidda hmotnosti jedné dvanéctiny nuklidu '*C.
Molekulovou hmotnost Ize také vyjadtit v jednotkach dalton (Da), pfiCemz hodnota této
jednotky odpovida jednotce u. Nutno podoktnout, ze jednotky Da se pouZzivaji pro vétsi

molekuly jako jsou napft. proteiny ¢i enzymy. (1)

Hmotnostni spektrometr Ize vyuzit také v kombinaci s plynovou ¢i kapalinovou
chromatografii (nebo jinou analytickou separacni technikou). Hmotnostni spektrometr zde
vystupuje jako strukturné selektivni detektor, ktery umoznuje nejen detekci pritomného

analytu, ale také jeho identifikaci na zaklad¢ zaznamenaného hmotnostniho spektra. (2)

1.1 Instrumentace

Kazdy hmotnostni spektrometr je slozen ze tii zakladnich ¢ésti, kterymi jsou iontovy
zdroj, hmotnostni analyzator a detektor. Nezbytnou soucasti hmotnostniho spektrometru je
tada periferii, jako napt. vakuovy systém (v podob¢ externé umisténé membranoveé vyveévy
a intern¢ umisténé turmobomolekularni pumpy), zdroj inertniho plynu, pocitac a software
pro ovladani a vyhodnocovani analyz. (1; 2) Obecné schéma hmotnostniho spektrometru je

uvedeno na Obrazku 1.

Vstup Iontoyy Hmotn(?stnl Detektor Zpr‘aco’vanl
vzorku zdroj analyzator signalu

Obrazek 1. Obecné schéma hmotnostniho spektrometru.

1.1.1 Vakuovy systém

Vysoké vakuum je zakladnim ptfedpokladem pro uspéSnou separaci iontl a jeho
kvalita vyrazné ovlivituje kvalitu spekter. (1; 2) Pfitomnost vysokého vakua je vzdy nutna

v hmotnostnim analyzatoru. Vstup vzorku, poptipad¢ také ionizace se nemusi odehravat
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pouze ve vakuu, ale je mozné je provést i za atmosférického tlaku, zalezi na typu ionizace.
Tlak se obvykle pohybuje v rozmezi 107> az 107 Pa. Za téchto podminek nedochazi
k vyméné energie mezi jednotlivymi casticemi, jelikoz nedochazi k jejich vzajemnym
kolizim. (1)

Cerpaci systém je ve vétsing piipadt dvoustupiiovy — k piedéerpani se vyuZivaji
bézné mechanické rotacni vyveévy, docerpani se provadi pomoci difuzni nebo

turbomolekularni pumpy. (2)

1.1.2 Iontovy zdroj

Iontovy zdroj slouzi k pfevedeni neutralnich castic analyzované latky na Céstice
nabité (tzv. ionizace). B€hem tohoto procesu se vzniklé ionty mohou nasledné rozpadat na
tzv. fragmentové ionty. (1; 2) lonizace je naprosto nezbytnym ptfedpokladem analyzy. Jeji
energetickd narocnost zavisi na typu analyzované latky. Prahova ionizacni energie se pro

vétsSinu organickych latek pohybuje v rozmezi 7 az 16 eV. (2)

Jak jiz bylo uvedeno, v této Casti hmotnostniho spektrometru jiz mohou nastat
fragmentacni reakce, pti kterych dochéazi k destrukci chemickych vazeb vzniklého iontu.
Tento proces souvisi s mnozstvim energie, ktera je molekule doddna. Pokud totiz tato
energie vyrazn¢ prevysuje prvni ionizacni energii molekuly, pak maze dojit ke spotiebovani
nadbytecné vibra¢né-rotacni energie fragmentaci vzniklého iontu. (2) Pfitomnost a ¢etnost

jednotlivych fragmenti 1ze ovlivnit vybérem ioniza¢ni metody. (1)

Podle mnozZstvi dodané energie se ioniza¢ni techniky dé€li na tzv. m&kké a tvrdé. (3)
U mékkych ionizac¢nich technik je energeticky pfebytek dodany ionizované molekule maly,
pravdépodobnost fragmentace je tedy nizka. (2) Disledkem potlaceni fragmentace je
zvySeni intenzity signalu molekulového iontu ve spektru. (1) U tvrdych ioniza¢nich technik
je mnozstvi dodané energie natolik velké, Ze postacuje k rozsahlejsi fragmentaci primarné

vzniklého iontu. (2)

Mnozstvi iontovych zdroji je v dne$ni dob€ znacené, proto budou v nize uvedeném

MW vew

vyctu zminény jen ty nejbeznéjsi ionizacni techniky:
» elektronova ionizace (Electron lonization, EI),
» chemicka ionizace (Chemical lonization, CI),

» ionizace narazem atomu (Fast Atom Bombardment, FAB),
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» ionizace laserem =za ucasti matrice (Matrix-Assisted Laser Desorption

lonization, MALDI) a

» sprejové ionizaCni techniky, mezi které patii termosprejova ionizace
(Thermospray, TS), elektrosprejova ionizace (Electrospray lonization, ESI)
a chemické ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Chemical

lonization, APCI). (1; 2)

Ionizace elektrosprejem (Electrospray lonization, ESI) je v souCasnosti nejcastéji
pouzivanym iontovym zdrojem pro kombinaci LC-MS. Kapalna faze ptivedena do kovové
kapilary je rozprasena vlivem nehomogenniho elektrického pole mezi ustim této kapilary,
na niz je ptivedeno vysoké napéti (2 az 5 kV), a protielektrodou, ktera je uzemnéna. Pii
tomto procesu je kapalna faze roztfiSténa na velmi drobné kapicky, které maji vysokou
hustotu povrchového néboje. Tyto kapicky prochazeji proudem inertniho plynu (nejcastéji
se jedna o dusik o teploté¢ asi 200 °C), dochazi k rychlému odpafeni rozpoustédla
a zmenSovani jejich velikosti. V prubéhu odpateni analytu z povrchu kapicky dochézi k jeho

ionizaci. (1; 2; 3)

V zavislosti na polarité¢ napéti vloZzeného na kapildru a povahy analytu lze méfit
v kladném (ESI+) nebo zaporném (ESI-) skenovacim modu. V pozitivnim mddu jsou
obvykle pozorovany ionty typu [M+H]" a pomémé bézné také adukty jako [M+Na]®
a [M+K]". V negativnim médu se lze nejcastéji setkat s ionty typu [M—H] . (1) Vzniklé ionty
se nasledn¢ vedou vstupni Stérbinou ptes iontovou optiku do hmotnostniho analyzatoru. (2)
Vyhodou ESI je skute¢nost, Ze umoziiuje ionizaci nejen nizkomolekularnich, ale také

vysokomolekularnich latek véetné bilkovin. Nejedna se vSak o univerzalni iontovy zdroj,

nebot’ ESI je vhodny pouze pro 1onizaci poléarnich latek. (1)

1.1.3 Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzator slouZi k rozdéleni smési iontil o riznych pomérech hmotnosti

ku néboji (m/z), ktera je produkovana v iontovém zdroji. (2)

Hmotnostnich analyzatort existuje n¢kolik typt. Jako piiklad 1ze uvést magneticky
hmotnostni analyzator, kvadrupdlovy analyzator (Quadrupole, Q), iontovou past (lon Trap,

IT), pruletovy analyzator (Time Of Flight, TOF), cyklotronovy separator a orbitrap. (1; 2)

Iontova past je 3D obdobou kvadrupdlového analyzatoru. Pomoci stfidavého

elektrického pole umoznuje uzavtit ionty v ohrani¢eném prostoru. lontova past sestava ze
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vstupni a vystupni kruhové elektrody hyperbolického prifezu a z prstencové stfedoveé
elektrody. Na stfedovou elektrodu je piivadéno vysokofrekvencni napéti s proménnou

amplitudou.

Do iontové pasti jsou otvorem ve vstupni kruhové elektrodé piivedeny molekuly
analyzované latky a nasledné je provedena ionizace pulsem elektronti. Ionizaci je rovnéz
mozno provést v externim iontovém zdroji, coz znamena, ze do vnitiniho prostoru iontové

pasti je piivadéna analyzovana latka jiz v ionizovaném stavu. (2)

V prostoru prstencové elektrody ionty vlivem proménlivého elektrostatického pole
osciluji. Nasleduje faze akumulace, béhem niz je na prstencovou elektrodu ptivadéno
stiidavé napéti o malé amplitude. Nasledné se amplituda stiidavého napéti zvysSuje a s jeji
rostouci hodnotou jsou postupné ionty srostoucim m/z vypuzeny pies otvor vystupni
kruhové elektrody vypuzeny z iontové pasti do detektoru. (1; 2) Do iontové pasti je pro
snizeni oscilaci zachycenych iontli ve sméru osy Z ptivadéno helium v nizké koncentraci.

Diky tomu dochazi ke zvyseni hodnoty dosahovanych rozliseni. (1)

1.1.4 Detektor

Detektor, na ktery dopada proud iontd po priichodu hmotnostnim analyzéatorem,
poskytuje analogovy signal, ktery je imérny poctu dopadajicich iontti. Analogovy signal je
po digitalizaci pfeveden do pocitace a ndsledné za pomoci vhodného softwaru zpracovan do

formy hmotnostnich spekter.

Detektory pouzivané v MS je mozné rozdélit do dvou kategorii — detektory pro pfima

mefeni a ndsobicové detektory.

Detektory pro ptimad méteni detekuji elektricky proud vznikajici pfimym dopadem
iontll. Tyto detektory jsou nezbytné napiiklad pro méfeni piesného izotopového zastoupeni
prvkil pii urovani staii hornin.

Nasobicové detektory vyuZivaji efektu nasobeni elektroni vzniklych po dopadu
iontl. Tyto detektory poskytuji meéfitelné signaly 1 pro jednotlivé ionty. Jsou béZné
vyuzivany u veSkeré komer¢ni instrumentace. Tento typ detektorti lze dale rozdé€lit na

detektory fotondsobicové a elektronnasobiové. (2)
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1.2 Hmotnostni spektrum

Hmotnostni spektrum je zakladnim informa¢nim vystupem hmotnostniho
spektrometru a umoznuje urCit strukturu analyzované latky. (2) Obvykle mé& podobu
¢arového grafu, kde je na vodorovné ose vynesena hodnota m/z, osa svisld ndm podava
informaci o odezvé detektoru, ktera je umérna intenzité iontového proudu (Cetnost iontu,
tj. pocet iontl,, o daném m/z, které dopadaji na detektor). (2; 4) Hodnoty na svislé ose
vetsinou predstavuji relativni intenzitu iontového proudu v procentech. NejintenzivnéjSimu

iontu ve spektru je prifazena hodnota 100 %. (2) Tento se pak nazyva zakladnim pikem (base
peak). (4)

Typ pozorovanych iontil, jakoZ i pocet elektronil v nich obsazeny, je zavisly na typu
pouzitého zplsobu ionizace a typu hmotnostniho analyzatoru. V ptipadé pouziti elektronové
ionizace v kombinaci s jednoduchym kvadrupolem budou ve spektrech prvniho tadu
nejcastéji vznikat kation radikaly, tedy kladné nabité ionty s lichym poctem elektronti. (2; 4)
Pouze pokud je ve struktufe analyzované latky pfitomen vysoce elektronegativni prvek
(napf. halogen), dochézi k vyraznému zvySeni pravdépodobnosti elektronového zachytu,
vedoucimu ke vzniku anion radikald. Ve spektru budou rovnéz pozorovany rozsahlé
fragmentacni reakce, nebot’ EI je typickym zastupcem skupiny zdroji s tvrdou ionizaci. (2)
Oproti tomu pii pouziti elektrosprejové ionizace v kombinaci s iontovou pasti budou
pozorovany ionty se sudym poctem elektrond (napf. protonovana molekula ¢i aduktové
ionty). K fragmentacnim reakcim bude dochazet jen vyjimecné.

(1;2)
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2 MAKROCYKLICKE SLOUCENINY POUZIVANE
V SUPRAMOLEKULARNI CHEMII

Supramolekularni chemie se zamétuje na studium nekovalentnich vazeb, mezi které
naptiklad patii vodikova vazba, n—m interakce, hydrofobni interkace a elektrostatické a van
der Waalsovy interakce. Jedna z ¢asti supramolekularni chemie se zabyva tvorbou komplext
typu hostitel-host. Mezi typické hostitelské molekuly vyuzivané v supramolekuldrni chemii
patii crown ethery, pillareny, cyklodextriny, calixareny a cucurbiturily. (5; 6) Pomérné
novou skupinu makrocyklickych molekul pak pfedstavuji bambusurily, objevené na
Ptirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity vyzkumnou skupinou prof. Vladimira

Sindeléte. (7)

V nasledujici ¢asti této kapitoly se zamétim na cyklodextriny a cucurbiturily. Tyto
makrocyklické molekuly jsou nej€astéji vyuzivany pro komplexaci s azobarvivy a také jsou
studovany ve vyzkumné skupiné doc. Roberta Vichy, tudiz byly zatazeny i do této

bakalaiské prace.

2.1 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CDs) jsou syntetické organické slouceniny ziskdvané enzymatickou
degradaci Skrobu, (8) za pouziti cyklodextrin glucosyl transferazy (CGTasa) a ¢astené
a-amylazy. Jedna se o cyklické oligosacharidy, slozené z glukosylovych zbytkt, které jsou

vzajemné vazany pomoci a-1,4-glykosidickych vazeb. (9)

Tyto latky se fadi mezi vyznamné hostitelské molekuly, za coz vdé¢i své hydrofobni
kavité, ve které mohou byt enkapsulovany jiné molekuly. Diky enkapsulaci jiné molekuly
do kavity cyklodextrinu, miize dojit u molekuly hosta ke zméné¢ fyzikalnich, chemickych
1 biologickych vlastnosti. Tfemi nejzndméjSimi CDs (ozna¢ovanymi také jako nativni) jsou
a-, B- a y-CD, které¢ se vzajemné 1i8i poctem glukozovych jednotek tvoficich molekulu
cyklodextrinu. (8) Cyklodextriny nachéazeji praktické vyuziti v mnoha odvétvich. Vyznamné
jsou jejich aplikace ve farmacii, kosmetice, textilnim pramyslu a také v primyslu
zemé&délském a potravinaiském. (8) Uplatnéni cyklodextrinti v téchto oborech je zaloZeno
na faktu, Ze hostujici molekuly, které jsou enkapsulovany v kavit¢ CD, jsou vyclenény
z interakci v roztoku. Timto zplisobem pak miize byt napi. potlacena trpkd chut’ ¢i zapach
ruznych piimési. Miize byt také dosazeno lepSiho farmakologického profilu 1éciva

inkludovaného do kavity cyklodextrinu, ve srovnani s pouZzitim lé¢iva samotného. (10)
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Jednou z vyhod CDs je jejich dnes jiz pomérné nizka cena, diky ¢emuz se staly
vyuzivané v primyslovém métitku. Ve prospéch cyklodextrinti hovoti také skute¢nost, ze

jsou vyrabény z ptirodniho zdroje, Skrobu. (11)

2.1.1 Historie objevu cyklodextrini

Historie cyklodextrini se zacala psat koncem 19. stoleti. V této dobé¢ se francouzsky
chemik a lékdrnik Antoine Villiers zabyval plisobenim enzymi na rtzné uhlovodiky.
V roce 1891 prichazi s praci, ve které popisuje degradaci bramborového skrobu pomoci
Bacillus amylobacter. (8) Pravdépodobné se vSak nejednalo o ¢istou kulturu, ale o kulturu,
ktera obsahovala teplotné rezistentni spory Bacillus macerans. Krom¢ ruznych dextrinii
(termin dextriny byl v t& dob¢ pouzivan k popisu produkti a/nebo meziprodukti degradace
Skrobu) se mu rovnéz povedlo vyizolovat malé mnozstvi vedlejSich produkt. Jednim
z téchto produktl byla vysoce krystalicka latka, jejiz krystaly byly nalezeny v alkoholu,
ktery byl pouzit pro srazeni dextrinu. Z 1000 g skrobu se mu povedlo vyizolovat 3 g této
latky. (11) Vyizolovanou bilou krystalickou latku pojmenoval ,,cellulosin® a urcil jeji
sumarni vzorec jako (CeHi00s)2 -3 H2O. Nazev cellulosin odkazoval na podobnost
izolované latky a celulézy. Tato podobnost spocivala v odolnosti vici kyselé¢ hydrolyze

a absenci redukujicich cukrt. (8)

Dalsi vyznamnou osobnosti, spojenou s objevem cyklodextrinti, byl rakousky
chemik a bakteriolog Franz Schardinger. Ten se zacatkem minulého stoleti zabyval studiem
tepelné odolnych mikroorganismi, které mohou zplsobovat otravu z jidla. V roce 1903
zjistil, ze jeden typ extrémné tepelné odolného mikroorganismu je schopen rozpustit Skrob
a tvorit krystalické vedlejsi produkty, které byly velmi podobné Villiersovu cellulosinu.
Pomoci jodového testu zjistil pritomnost dvou typl polysacharidii, které pozdé€ji nazval
a-dextrin a B-dextrin. Pfi jodovém testu se a-dextrin v suchém stavu barvi Sedozelené,
v pritomnosti vody modie. B-dextrin se barvi ¢ervenohnédé. V roce 1904 se Schardingerovi
povedlo izolovat novy mikroorganismus, ktery pojmenoval Bacillus macerans. V letech
1905 az 1911 byla Schardingerem popsana ptiprava, separace a €isténi jiz vySe zminénych
krystalickych produktt. Zjistil také, Ze tyto latky je mozné ziskavat hned z nékolika zdroj
— brambory, ryze a pSenice. Schardinger také ptedpokladal, Ze tyto latky maji cyklickou

strukturu, coz bylo potvrzeno v poloving 30. let minulého stoleti Freudenbergem. (8)

Némecky chemik Karl Johann Freudenberg je dal$i vyznamnou osobnosti spojenou

s vyzkumem cyklodextrint. V roce 1935 popsal zplisob syntézy Schardingerovych dextrini,
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ktery zajistoval jejich vysokou Cistotu. Povedlo se mu rovnéz dokazat, ze molekuly maji
cyklickou strukturu. Zarovei jako prvni pfedpoklédal, Ze vnitini ¢ast (kavita) dextrinu bude
hydrofobni. V roce 1947 Freudenberg a jeho tym popsali schéma izolace Cistych frakei.
O rok pozdéji objevili y-dextrin, jehoz strukturu se jim povedlo objasnit v letech
1948 az 1950. Rovnéz byla navrzena moznda existence cyklodextrinli obsahujicich ve své

struktute 9 nebo 10 glukdzovych jednotek. (8)

2.1.2 Charakteristika cyklodextrinu

Cyklodextriny svym tvarem piipominaji duty komoly kuzel. (9) Vyjimkou jsou
pouze CDs tvofené vice jednotkami, jejichz tvar jiz neni pravidelny. (11) Cyklodextrin
tvofeny 9 jednotkami (8-CD) se svou strukturou jiz mirné odliSuje od nativnich CDs.
Ackoliv je jeho struktura mirné¢ deformovand, zachovava si stale tvar dutého komolého
kuzele. Oproti tomu cyklodextriny s 10 ¢i 14 jednotkami (e-CD respektive 1-CD) jiZ tento
tvar nemaji. Molekuly téchto homologt jsou rozd€leny na dvé ¢asti, centralni dutina neni
oteviena a kulatd jako u mensich homologt, jedna se spise o Sté€rbinu. Tvar téchto molekul

by se dal pfipodobnit ke tvaru téla motyla a je zndzornén na Obrazku 2. (12)

Obrazek 2. Struktura e-CD a 1-CD. (12)

Molekula CDs je lemovana hydroxylovymi skupinami. Primarni hydroxylové
skupiny jsou umistény na uz$im okraji molekuly, na uhlicich C6. Sekundarni hydroxylové
skupiny jsou umistény na okraji $ir§im, na uhlicich C2 a C3. (10) Tento rozdil v priméru

portald kavity je zpsoben volnou rotaci primarnich hydroxylovych skupin. Tato rotace
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snizuje efektivni primér kavity. (11) Na Obrazku 3 je znazornéna struktura CDs vcetné

polohy primarnich a sekundéarnich hydroxylovych skupin.

Hydrofobni €dst

Sekundarni okraj

OH

I

Hydrofilni ast

OH H

Primarni okraj

Obrazek 3. Schematické znazornéni struktury CDs. (13)

Vnitini ¢ast molekuly CDs je hydrofobni, zatimco vnéjsi ¢ast je hydrofilni. To je
zpusobeno jiZ vySe popsanym umisténim hydroxylovych skupin. Polarita v dutiné CDs klesa
s jejim objemem, tzn. od y-CD po a-CD. Niz§i polarita uvnitt kavity CDs pfispiva k jejich
schopnosti vytvaret inkluzni komplexy. Molekuly hosta pak vstupuji (pfinejmensim

¢astecn¢) do jejich kavity. Tato schopnost je klicova pro vétsinu jejich aplikaci. (10)

Rozpustnost CDs ve vode¢ se u jednotlivych homologti vyznamné 1isi. Zatimco a-CD
a y-CD maji pomérné vysokou rozpustnost, B-CD je podstatné méné rozpustny. Rozpustnost

jednotlivych homologt je uvedena v Tabulce 1.

Tabulka 1. Rozpustnost jednotlivych homologii CDs. (9)

Cyklodextrin Rozpustnost ve vodé [mg-ml']
a-CD 145
p-CD 18,5
v-CD 232

Kavita CDs je lemovana atomy vodiku a kysliku glykosidické vazby. Nevazebné
elektronové pary téchto atomi kysliku sméiuji dovniti kavity, ve které je tak zvySena
elektronova hustota. Hydroxylova skupina umisténa na uhliku C2 v prvni glukosylové
jednotce se muze vazat s hydroxylovou skupinou umisténou na uhliku C3 v sousedni

glukosylové jednotce. Takto vznikly pas vodikovych vazeb je u f-CD kompletni, a proto ma
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fvwr

je tento pas vodikovych vazeb nelplny z divodu jiné polohy jedné z glukosylovych

jednotek. Misto 6 moznych vodikovych vazeb se v molekule a-CD vyskytuji pouze 4 tyto

wewvr

2.1.3 Rozméry jednotlivych homologii

Jak jiz bylo zminéno vySe, mezi hlavni predstavitele rodiny cyklodextrini patii
a-CD, B-CD a y-CD (tzv. nativni CDs). Jednéa se o krystalické, nehygroskopické latky,
jejichz struktura je tvotfena glukosylovymi jednotkami spojenymi do kruhu. Nejmensim
zrodiny nativnich CDs je a-CD, ktery ve své molekule obsahuje 6 jednotek glukozy.
Zbyvajici CDs obsahuji 7 jednotek (B-CD), resp. 8 jednotek (y-CD). (11) Rozméry

jednotlivych homologt jsou uvedeny v Tabulce 2.
Tabulka 2. Rozméry nativnich CDs. (10)

a-CD pB-CD v-CD

Pocet glukosylovych jednotek 6 7 8
Vyska molekuly [nm] 0,78 0,78 0,78
Vnéjsi pramér, Sirsi okraj [nm] 1,37 1,53 1,69
Vnitini primér, $irsi okraj [nm] 0,57 0,68 0,95
Vnéj§i primér, uzsi okraj [nm] 1,32 1,49 1,61
Vnitini primér, uzsi okraj [nm] 0,45 0,61 0,77
Objem kavity [nm?] 0,174 0,262 0,427

Kromé vySe zminénych existuji také CDs tvofené vice jednotkami glukozy.
Ptikladem muze byt 5-CD, ktery je tvofen 9 jednotkami. Rozpustnost tohoto CD je vyssi nez
u B-CD, ale nizsi nez u a-CD a y-CD. (11) Ptiprava a ¢isténi jsou u téchto CDs obtizné. (10)

Cyklodextriny s menSim poctem glukosylovych jednotek enzymaticky nevznikaji.
Dtivodem je zna¢né pnuti v kruhu cyklodextrinu, nicméné CD s 5 jednotkami glukdzy byl

v nedavné dob¢ ptipraven synteticky. Jedna se o tzv. pre-a-cyklodextrin. (10)

2.1.4 Modifikované cyklodextriny

Kromé pfirozené¢ se vyskytujicich CDs bylo syntetizovano také mnoho jejich
derivath. Tyto derivaty se obvykle vyrabéji aminaci, esterifikaci nebo etherifikaci primarni

a/nebo sekundarni hydroxylové skupiny v molekule CDs. (14) A jelikoZ a-CD obsahuje 18,
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B-CD 21 a y-CD 24 hydroxylovych skupin, které mohou byt substituovany, pocet moznych
derivati je taktka neomezeny. Od roku 1997 byly publikovany moznosti syntézy vice nez
1500 derivati. VétSina téchto derivatlh vSak nebude mit nikdy zadné vyuziti, jelikoz jejich
syntéza je priliS§ komplikovana, a vysledny produkt by tak byl drahy. Pro primyslovou
vyrobu je klicova zejména jednoduchost reakce, pfijatelnd cena produktu, pfic¢emz tento

produkt musi byt netoxicky a mél by mit zvlasté vyhodné vlastnosti pro konkrétni aplikaci.
(11)

Rozpustnost téchto derivati CDs zavisi na druhu substituentu, obvykle se 1isi od
rozpustnosti rodicovskych cyklodextrint. (14) Vyznamné se pak uplatituje modifikace
predevsim u B-CD, ktery ma ze vSech nativnich CDs nejmensi rozpustnost ve vod¢. Diky
methylaci ¢i hydroxyalkylaci hydroxylovych skupin v molekule tohoto cyklodextrinu tak
dochazi ke zvySeni jeho rozpustnosti. (15) Naptiklad u methylovaného B-CD dochazi
nejdiive se zvySujicim se stupném methylace k postupnému nardstu rozpustnosti, pficemz
maximalni rozpustnosti je dosazeno pii methylaci 14 hydroxylovych skupin. Pokud jiz je
methylaci modifikovdno vice hydroxylovych skupin, dochazi k mirnému sniZeni
hydroxylovymi skupinami. Rozpustnost tohoto derivatu je vSak stale vyss§i nez rozpustnost
nativniho B-CD. (16) Krom¢ zlepSeni rozpustnosti ve vodé muze také dojit ke zlepSeni
stability vaci svétlu ¢i kysliku a tyto modifikované CDs také pomahaji kontrolovat
chemickou aktivitu molekuly hosta. Diky modifikacim dochézi k rozsifeni moZnosti aplikaci

CDs. (14)

Modifikované CDs mohou napodobovat enzymy, jelikoZ substituovana funkcni
skupina ma vliv na molekuldrni rozpoznéavani. Této vlastnosti se vyuziva také pii cilené

distribuci 1éciv. (14)

Prikladem modifikovanych CDs mohou byt hydroxypropylované derivaty, které se
ziskavaji reakci CDs s propylenoxidem, karboxymethylované derivaty, ziskavané reakci
CDs s monochloroctovou kyselinou ¢i ndhodné methylované derivaty ziskdvané reakci CDs

s jodmethanem ¢i sulfobutylethery CDs ziskavané reakci CDs s 1,4-butansulfonem. (17)

V Tabulce 3 jsou uvedeny derivaty CDs, které¢ lze v soucasné dobé nalézt ve
farmaceutickych vyrobcich uvedenych na trhu. U danych derivati je uvedena jejich
rozpustnost ve vode. Ztabulky je patrné, ze rozpustnost modifikovanych CDs je

mnohonasobné vyssi nez rozpustnost nativnich CDs. (17)
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Tabulka 3. Modifikované cyklodextriny pouzivané ve farmaceutickych vyrobcich. (17)

Cyklodextrin Rozpustnost ve vodé [mg-ml]
a-CD 145
B-CD 18,5
2-hydroxypropyl-B-CD (HP-B-CD) >600
sulfobutylether f-CD sodny >500
nahodné methylovany f-CD (RM-B-CD) >600
y-CD 232
2-hydroxypropyl-y-CD (HP-y-CD) >500

2.1.5 Priprava cyklodextrini

Existuje fada enzymi umoziiujicich ptevést skrob na produkty, které je mozno vyuzit
v primyslovych aplikacich. (9) Kli¢ovym enzymem pfemény Skrobu na CDs je enzym
cyklodextrin glucosyl transferdza, zkracen¢ CGTasa (Ciselny koéd EC 2.4.1.19).
(9; 11) Tento enzym je schopen produkovat neredukujici cyklické dextriny ze Skrobu,
amylézy ajinych polysacharidi. (9) CGTasa je produkovana velkym mnozstvim
mikroorganismu, jako napt. Bacillus macerans, Klebsiella oxytoca a Bacillus circulans.
Tento enzym byl rovnéz objeven u skupiny prokaryotickych jednobunéénych organismu
zvanych archaea. (11) Vlastnosti enzymu zavisi na druhu mikroorganismu, ze které¢ho je
extrahovan. V dneSni dobé je tento enzym geneticky modifikovan. Jeho molekulova

hmotnost se pohybuje mezi 60 a 110 kDa. (9)

Pro vyrobu CDs je vychozi surovinou S$krob. Tento polysacharid je slozen
z amylopektinu a amylézy. Obé tyto slozky mohou slouZzit jako suroviny pro vyrobu,
nicméné amylopektin poskytuje vyssi vytézky CDs nez amyléza. Cisty amylopektin je viak
pfili§ drahy pro primyslové vyuziti. Pro vysoky vytézek a bezproblémové ¢isténi je nutné,
aby mnozstvi obsazenych necistot bylo malé. V primyslu se uplatiiuje zejména Skrob
bramborovy. Kukufi¢ny a pSenicny Skrob obsahuje vyssi procento amylozy a vice necistot.
Idedlni vychozi surovinou by byl napt. Skrob tapiokovy, jelikoZ je tvofen prakticky jen
amylopektinem. Nevyhodou je vSak jeho cena a/nebo také nedostupnost v dostate¢né kvalité

a mnozstvi. (9)
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2.1.6 Zpiisoby vyroby cyklodextrini

Obecné plati, ze existuji 2 typy vyrobnich procesti. U prvniho zpiisobu vyroby se
organickym komplexotvornym ¢inidlem vysrazi selektivné jeden typ CD. Pfi enzymatické
preméné skrobu pak dochazi k tvorbé hlavné tohoto typu CD. Komplexotvornym ¢inidlem
byva toluen, ethanol nebo aceton. Pti primyslové vyrobé CDs se uplatituje predevsim tento

zpisob vyroby.

U druhého zptsobu vyroby se Zadné komplexotvorné ¢inidlo neptidava. Vysledkem
enzymatické pteméeny Skrobu je smés riznych CDs. Pomér jednotlivych homologl zavisi na
pouzitém enzymu a na reak¢énich podminkach. Tento zplsob vyroby je mozné pouzit pro
vyrobu B-CD, ktery je malo rozpustny ve vodé, a tudiz lze pro jeho ¢isténi Gcinné vyuzit
krystalizaci. Takto ziskané CDs lze vyuzit v potravindiském primyslu bez omezeni, na

rozdil od CDs vyrobenych za ptidavku komplexotvorného ¢inidla. (9)

2.1.7 Cyklodextriny v roli hostitelskych molekul

Nejvyznamngjs$i vlastnosti cyklodextrini je jejich schopnost vytvaret inkluzni
komplexy typu hostitel-host. V téchto komplexech je molekula hosta enkapsulovana
v hostitelské molekule cyklodextrinu. To je ddno skutecnosti, Ze kavita CDs je nepolarni.
Do této kavity tedy mohou (alesponl ¢aste¢n¢) vstoupit nepolarni molekuly hosta o vhodné
velikosti. (14) Pii1 vzniku inkluzniho komplexu nedochazi k zaniku ¢i vzniku kovalentnich

vazeb. (17)

Ke vzniku komplexu mize dochazet bud’ v roztoku, nebo také v krystalickém stavu.
K tvorbé komplexu dochézi rychleji, pokud je latka, kterda mé slouzit jako host, bud’
v rozpustné formé, nebo je dispergovand ve formé jemnych Castic. Pokud jsou vychozi latky
v krystalickém stavu, dochazi ke komplexaci pouze mezi povrchovymi molekulami. Pokud
budou dané latky rozpustény ve vhodném rozpoustédle, bude k dispozici vice molekul, které
budou schopny tvofit komplex. Vliv na tvorbu komplexu ma také teplota. Diky zahiivani
dochazi ke zvySeni rozpustnosti molekul CDs 1 molekul hosta, coz ve vysledku zvySuje
pravdépodobnost tvorby komplexu. Zahtivani vSak soucasné komplex destabilizuje, je proto
zapottebi tyto U€inky vyvazit. (14)

Nejcasteji pouzivanym rozpoustédlem, ve kterém se komplexace provadi, je voda.
Cim rozpustngjsi je dany homolog ve vodé, tim vice molekul cyklodextrinu je dostupnych
pro komplexaci. Nicméné pokud je koncentrace roztoku cyklodextrinu a dané latky jiz pfilis

nizka, molekuly téchto latek se jiz nemusi dostat tak snadno do kontaktu. Je tedy Zadouci
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zachovat mnozstvi vody takové, aby komplexace probihala stile dostate¢né rychle.
Molekula hosta musi byt schopna nahradit rozpoustédlo v kavité¢ CDs, pokud spolu toto
rozpoustédlo a dany cyklodextrin tvoii komplex. Naptiklad voda miize byt nahrazena velmi

snadno. (14)

Ne vSechny latky, které mohou slouzit jako hostujici molekuly, jsou dobfe rozpustné
ve vodé. Komplexace je pak bud’ velmi pomald, nebo i nemozna. V takovych ptipadech je
zadouci pouziti organického rozpoustédla, které dokaze danou latku rozpustit. Rozpoustédlo
by nemélo tvofit s CDs komplexy a mélo by byt mozné jej snadno odstranit odpatfenim.

Takovymi rozpoustédly jsou naptiklad ethanol ¢i diethylether. (14)

Pti vzniku komplexu je hlavni hnaci silou uvoliiovani molekul vody o vysoké energii
z kavity cyklodextrinu. (14) Kavita CDs je ve vodném roztoku obsazena molekulami vody.
Jelikoz je kavita mirn¢ nepolarni a molekuly vody jsou polarni, neni tento energeticky stav
vyhodny. Z téchto divodii mohou byt molekuly vody v kavité snadno nahrazeny vhodnymi
molekulami (hosty), jejichz polarita je mensi nez polarita vody. Rozpustény cyklodextrin
tedy slouzi jako hostitelskd molekula. (11) Sila vazby zavisi na skutec¢nosti, jak dobie
zapadne molekula hosta do kavity cyklodextrinu a na specifickych mistnich interakcich mezi
povrchovymi atomy. (14) Pfi tvorbé komplexu s CDs se uplatniuji hlavné van der Waalsovy

sily ¢i vodikové vazby. (12)

Vznik komplexu typu hostitel-host m& vyrazny wG€inek na fyzikalné-chemické
vlastnosti hostujicich molekul. Mezi tyto vlastnosti patii napiiklad zvySeni rozpustnosti
vysoce nerozpustnych hostl, stabilizace molekul citlivych k degradaci ticinkem oxidace,
tepla a wviditelného ¢ UV svétla, fixace velmi tékavych latek, maskovani chuti

a neptijemnych pachii, maskovani pigmentu ¢i barvy a kontrolované uvolnovani 1é¢iv. (14)

Schopnost cyklodextrinu tvofit inkluzni komplex s molekulou hosta zavisi na dvou
klicovych faktorech. Prvnim je faktor stericky, ktery zdvisi na relativni velikosti CDs
a velikosti molekuly hosta, respektive na velikosti urcité klicové funkéni skupiny v ramci
molekuly hosta. Pokud bude mit molekula hosta nevhodnou velikost, nebude spravné
»sedét” v kavité cyklodextrinu. Zatimco vyska kavity je stejnd pro vSechny nativni CDs,
vnitini primér a objem kavity je uren poctem glukosylovych jednotek. Podle téchto
rozmért se nasledné odviji velikost molekuly hosta. (14) Pokud je pro danou molekulu hosta
kavita cyklodextrinu ptili§ mala, jednoduse se do kavity nevejde a ke vzniku inkluzniho
komplexu nedojde. Pokud je naopak kavita cyklodextrinu pfili§ velkd, bude v ni molekula

hosta vazana volnéji. (18) Druhym kritickym faktorem jsou termodynamické interakce mezi
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riznymi souc¢astmi systému (cyklodextrin, host, rozpoustédlo). Pro vytvoteni komplexu je

nezbytna sila, ktera tdhne molekuly hosta do kavity cyklodextrinu. (14)

Seznam potencialnich hosti pro molekularni enkapsulaci v CDs je velmi rozmanity.
a-CD typicky tvoii komplexy s hosty o nizké molekulové hmotnosti ¢i slouceninami
s alifatickymi postrannimi fetézci. B-CD tvofi komplexy s hosty aromatickymi ¢i
heterocyklickymi a y-CD je schopen tvofit komplexy s vétsimi molekulami, jako jsou

naptiklad makrocykly ¢i steroidy. (14)

Nejcastéji je pomér molekul hostitel-host 1:1. Jedna se o nejjednodussi piipad
molekularni enkapsulace. (11) Pokud budou mit molekuly hosta relativné malou
molekulovou hmotnost, je mozné, ze kavita CDs bude schopna téchto molekul enkapsulovat
vice. Naopak pokud bude molekula hosta obsahovat vice vazebnych mist
a mit dostatec¢nou velikost, je mozné ze tato molekula bude enkapsulovéana vice nez jednou
molekulou cyklodextrinu. Pro vytvoreni komplexu staci v zdsad¢€ pouze ¢asteéné zapadnuti
molekuly hosta do kavity cyklodextrinu. V disledku toho tedy mohou vznikat komplexy

v rizném pomeéru molekul hostitel-host. (14)

Vroztoku jsou véazané molekuly hosta v dynamické rovnovaze s volnymi
molekulami hosta. (17) Disociace inkluzniho komplexu je relativné rychld. Tento proces je
obvykle fizen velkym naristem poctu molekul vody v okolnim prostiedi. (14) K uvoliiovani
molekul miize také dochazet diky soupefeni s jinou latkou o misto v kavité CDs. Takovymito

latkami jsou napiiklad Zlu€ové kyseliny a lipidy v gastrointestinalnim traktu. (17)

2.2 Cucurbiturily

Cucurbit[n]urily (CB[#n], kde n = 5-8, 10, 13-15), zkracen¢ také jako CBs, jsou
makrocyklické molekuly (5; 19) slozené z glykolurilovych jednotek vzajemné spojenych

methylenovymi mustky. (20)

Jednou ze zakladnich charakteristik téchto molekul je schopnost tvofit stabilni
komplexy s kladné nabitymi molekulami a kationty. V supramolekularnich komplexech

typu hostitel-host vystupuji cucurbiturily jako hostitelské molekuly. (21)
Kromé¢ supramolekularni chemie nasly cucurbiturily vyuziti i v dalSich oblastech.
Jednou znich je naptiklad ¢iSténi odpadnich vod od organickych barviv, jakymi jsou

napiiklad azobarviva. Azobarviva patii mezi nejcastéji pouzivana organicka barviva,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

akrom¢ komplext s cucurbiturily mohou také tvofit komplexy s cyklodextriny ¢i

calixareny. (21; 22)

CBn by mohly také slouzit k odstranéni zapachu a pomalému uvolilovani vini.
S ohledem na jejich biokompatibilitu by mohly rovnéz slouzit jako nosice 1éCiv. (23)
Naptiklad v roce 2005 Kimoon Kim a jeho spolupracovnici zjistili, ze oxaliplatina (1€k proti
rakoving) tvoii s CB7 stabilni inkluzni komplex v poméru 1:1. Vznik tohoto inkluzniho
komplexu mé za nasledek velké zvySeni stability oxaliplatiny, mirné snizeni reaktivity vuci
guanosinu, ale piedevSim silny pokles reaktivity vic¢i L-methioninu. Tato skutecnost
naznacuje, ze diky enkapsulaci je mozné snizit nezadouci vedlejsi ucinky, které jsou
zpisobeny vazbou proteinu na oxaliplatinu. (19; 24) Tvorba tohoto inkluzniho komplexu je

znazornéna na Obrazku 4.

Obrazek 4. Tvorba inkluzniho komplexu oxaliplatiny s CB7 ve vodé. (24)
Cucurbiturily Ize, stejné jako cyklodextriny, efektivné vyuZit v oblasti organické
syntézy, kdy bylo napi. zjiSténo, Ze cykloadi¢ni reakce probihaji podstatné rychleji,
odehravaji-li se v kavité¢ cucurbiturilu, v tomto konkrétnim ptipadé v kavit¢ CB6. (21)

Dalsimi oblastmi vyuZziti jsou fluorescen¢ni spektroskopie ¢i nanotechnologie. (25)
U vétSiny cucurbiturilil a jejich zndmych derivatl nebyla prokédzana jejich toxicita,

alespon pokud jde o in vitro testy. (23)

2.2.1 Historie objevu cucurbiturila

Prvni syntéza cucurbituril byla popsana jiz vroce 1905 némeckym chemikem

Robertem Behrendem a jeho spolupracovniky. Produktem reakce glykolurilu
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a formaldehydu v prostiedi HCI byla nerozpustna polymerni latka, tzv. Behrenduv polymer.
(5; 26) Behrend a jeho spolupracovnici byli schopni po rekrystalizaci této latky z H>SOs4
dosdhnout pomérn¢ dobrého vytézku (40 az 70 %). (20) Predpoklédalo se, ze tato latka
obsahuje nejmén¢ 3 molekuly glykolurilu, které kondenzovaly s dvojnasobnym mnozstvim
formaldehydu. Na zékladé¢ toho byl navrzen vzorec CisHigN120¢. Dnes jiz vime, ze tento

vzorec neni spravny. (5)

Chemicka povaha a struktura této latky vSak byla dlouho neznama. Az po témér
80 letech, v roce 1981, bylo Williamem L. Mockem a jeho spolupracovniky zjisténo, ze tato
latka ma& makrocyklickou strukturu sestavajici z 6 glykolurilovych jednotek
a z 12 methylenovych mustkt. (20) Jelikoz se struktura této latky podobala dyni, byla
pojmenovana cucurbituril (dyné patii do ¢eledi tykvovitych, latinsky Cucurbitaceae). (26)
Cucurbiturily slozené z jiného poctu glykolurilovych jednotek (5, 7 ¢i 8) nebyly v produktu
této reakce objeveny. (20)

Mock se také zabyval komplexy typu hostitel-host, které¢ byl tento cucurbituril
schopen tvofit. Zjistil, Ze rizné alkyl(di)-amoniové soli tvoii s CB6 silné inkluzni komplexy
se stechiometrii 1:1, pfi€emZ vazebna afinita a specifita CB6 je vyssi ve srovnani s jinymi
hostitelskymi molekulami, jakymi jsou cyklodextriny, calixareny
a crown-ethery. Ackoliv tedy CBn prokazovaly urcity potencial, stile nebyly coby
hostitelské molekuly v oblasti zajmu. Hlavni nevyhodou byla skute¢nost, Ze v t¢ dob¢ byl
znam pouze CB6, coz znaéné omezovalo aplika¢ni moznosti cucurbiturilt. V popiedi zajmu
se tak stale drzely cyklodextriny (homology tvofené 6 az 8 jednotkami glukézy)
a calixareny (homology tvofené 4 azZ 6 fenolickymi zbytky). Velkou nevyhodou CB6 byl
také fakt, ze je prakticky nerozpustny ve vodg. (5)

Béhem let 2000 az 2002 byla provedena celd reakce podle Behrenda znovu za
upravenych vstupnich podminek. Hlavnim produktem reakce byl CB6, nicméné diky peclivé
regulaci teploty doslo rovnéz ke vzniku homologt s jinym poc¢tem glykolurilovych jednotek.
Do rodiny cucurbiturili tak ptibyl CB5, CB7 a CBS8. V roce 2002 Anthony Day a jeho
spolupracovnici uspésné izolovali CB5@CBI10 (homolog CBS5 enkapsulovany v kavité
homologu CB10). Struktura byla objasnéna pomoci rentgenové difrakéni analyzy. Samotny
CB10 byl izolovan z tohoto komplexu Lyle Isaacsem a jeho spolupracovniky. (5; 20; 23; 27;
28;29)

V poslednich letech byly objeveny cucurbiturily se 13-15 glykolurilovymi

jednotkami. Jejich struktura je vSak zakroucend, v disledku ¢ehoz jejich kavita nedosahuje
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takovych rozméri, jak by se dalo ocekévat. (19) Napiiklad v kavit¢ CB14 mohou byt
inkludovéany stejné¢ velké molekuly jako v kavit¢ CB6. To naznacuje, ze kavita CB14 je vétsi
nez kavita CB5 a CB6, ale mensi nez kavita CB8 a CB10. Zastupcem s nejvétSim objemem

kavity tak 1 nadale ztistava CB10. (30)

2.2.2 Charakteristika cucurbit[n]urila

Molekuly CBn obsahuji ve své struktufe dva symetrické karbonylové portaly, které
lemuji vstup do jejich hydrofobni kavity. Jelikoz karbonylové skupiny obsahuji
2 volné elektronové pary a maji tudiz zvySenou elektronovou hustotu, projevuje se zde
zvySend preference interagovat s kladné nabitou molekulou hosta. (20) Touto vlastnosti se
kukurbiturily odlisuji od cyklodextrind, které davaji ptednost vazbé s neutralnimi ¢i zaporné
nabitymi hosty. (5) Obecné jsou konstanty stability komplext typu hostitel-host, kde
cucurbiturily vystupuji jako hostitelské molekuly vyssi, nez u komplexi, kde v roli
hostitelskych molekul vystupuji cyklodextriny. Molekula hosta je pfitom v obou
komplexech stejna. Je-li molekula hosta kladn€¢ nabitd, je konstanta stability tohoto
komplexu u cucurbiturilii vyssi i o nékolik fadi. (31) Naptiklad Jeon a kol. studovali tvorbu
inkluznich komplexti mezi CB7 a ferrocenem a jeho derivaty. Bylo zjiSténo, Ze vSechny
neutralné a kladné nabité molekuly hostli tvoii s CB7 vysoce stabilni inkluzni komplexy,
jejichz konstanta stability se pohybuje v rozmezi 10° az 10'° M™! pro neutralni molekuly
a vrozmezi 102 az 10 M pro kladn& nabit¢é molekuly. Negativné nabity
ferrocenkarboxylat nebyl s CB7 vazan vibec. Oproti tomu B-CD tvofil stabilni inkluzni
komplex se vSemi molekulami hostil, pfiCemZ se konstanta stabilita téchto komplext

pohybovala v rozmezi 10° az 10* M. (32)

Karbonylové skupiny jsou vazebnymi misty pro nekovalentni interakce, véetné
reakce ion—dipdl a vodikovych vazeb. Vnitini hydrofobni kavita je vhodnym mistem pro

enkapsulaci hydrofobnich skupin a neutralnich molekul. (19)

V pevném stavu se CBn vyznacuji vysokou tepelnou stabilitou (CB5, CB6 a C8 do
420 °C, CB7 do 370 °C). (21)

Jednou z nevyhod cucurbiturilll je jejich relativn€ nizka rozpustnost ve vod¢. (20)
Obecné plati, ze cucurbiturily s lichym poctem glykolurilovych jednotek (CBS, CB7) jsou
ve vodé o néco lépe rozpustné nez cucurbiturily se sudym poctem glykolurilovych jednotek
(CB6, CBS). Rozpustnost CB5 a CB7 je srovnatelna s rozpustnosti p—CD (16 mmol/dm?).

(21; 23) Rozpustnost jednotlivych homologt je uvedena v Tabulce 4.
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Tabulka 4. Rozpustnost jednotlivych homologti CBn. (20)

Cucurbituril

Dobré rozpustnosti je dosazeno ve vodném roztoku soli alkalickych kova
(pravdépodobné diky koordinaci kovovych iontii s karbonylovymi skupinami) a ve vodném
siln¢ kyselém roztoku. Pfesto je vétSina experimentl, pfi nichz je studovéna tvorba
supramolekularnich komplext typu hostitel-host, v nichz v roli hostitele vystupuje nektery
s CBn, provadéna ve vodném prostiedi, ptipadné v roztocich s malym podilem kyseliny

mravenci ¢i v pfitomnosti octanu sodného. (21)

2.2.3 Rozméry jednotlivych homologi

Jednotlivé homology se li§i poctem glykolurilovych jednotek. Jejich pocet udava
symbol ,,n“. S po¢tem téchto jednotek se méni i rozméry jednotlivych homologt. Piehled je

uveden v Tabulce 5, struktura cucurbiturilt je pak uvedena na Obrazku 5. (21)

Vnéjsi pramér
[nm]
Pramér kavity
[nm]
Primér
portalu [nm]
Vyska [nm]
Objem kavity

[nm’]

CB5
CBo6
CB7
CBS8

Rozpustnost [mmol/dm?]

20-30
0,018
20-30
<0,01

Tabulka 5. Rozméry vybranych CBn. (21)

CB5

1,31

0,44

0,24

0,91

0,082

CB6

1,44

0,58

0,39

0,91

0,164

CB7

1,60

0,73

0,54

0,91

0,279

CBS8

1,75

0,88

0,69

0,91

0,479
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{—NjiN—CH[J

~N. _N-CH,

Obrazek 5. Schematické znazornéni molekuly cucurbiturilu. (21)

Z prehledu je patrné, ze vyska jednotlivych homologl je stile stejnd a s poctem
glykolurilovych jednotek se neméni. V ostatnich rozmérech se vSak jednotlivé homology
lisi. (20) Pokud jde o velikost kavity, CB6, CB7 a CBS8 jsou tém¢f analogické
s a-CD (0,174 nm?), B-CD (0,262 nm?®) a y-CD (0,427 nm®). (21)

2.2.4 Priprava cucurbiturili

Syntéza ostatnich homologl cucurbiturilii se ptili§ nelisi od syntézy, kterou provedl
roku 1905 Robert Behrend, a jejimz jedinym produktem byl homolog CB6. Reakci
glykolurilu s formaldehydem v 9 M kyselin¢ sirové pfi teploté¢ 75-90 °C po dobu 24 hodin
1ze ptipravit smés riznych CBn (Obrazek 6). Pro ziskani riznych homologt je klicovym

faktorem pravée teplota, ktera je niZsi, neZ teplota pouzivana pro syntézu CB6 (110 °C).

Pomoci béZnych metod strukturni analyzy, jako jsou hmotnostni spektrometrie
anuklearni magneticka rezonance, bylo potvrzeno, ze reakéni smés obsahuje rdzné
homology, od CB5 az po CB8. Typicky obsah téchto homologi ¢inil 10-15 % CBS,
50-60 % CB6, 20-25 % CB7 a 10-15 % CBS8. Pomoci hmotnostni spektrometrie byly také

detekovany vyssi homology CBJ[#], kde n = 9-11. Jejich mnoZstvi v§ak bylo pouze stopové.

Jednotlivé homology jsou nésledné separovany pomoci frakéni krystalizace

a rozpousteni. (21)
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H*/H,0 o conc. H,SO,
» precipitate ——  CBI[6]
0 > 110 °C
A
HN NH
H=—f=H + HCHO —
HN.__NH [ 0
k4 SMHSO, N” N—CH,
75~90 °C H-}—('H
NWN_CHZ
- (8] n

CB[n]: n=5~11

Obrazek 6. Reakéni schéma piipravy cucurbiturilt. (21)

2.2.5 Cucurbiturily v roli hostitelskych molekul

Dulezitym aspektem pfi tvorbé supramolekularnich komplext typu hostitel-host je
objem kavity cucurbiturilu, od né¢hoz se pak odviji mozna velikost molekuly hosta, ktery ma
byt v kavité inkludovan.

Vazebné schopnosti nejmensiho homologu z rodiny cucurbiturila CB5 jsou omezeny
kviili malému objemu jeho kavity. Nemize tedy dochéazet k enkapsulaci velkych molekul,
nicméné¢ CB5 je schopen enkapsulovat molekuly plynné. Bylo prokazéano, Ze
dekamethylovany CBS5 je schopen enkapsulovat molekuly plynu jak ve vodném prostiedi,
tak v pevné formé. Plyny jako N2, Oz, Ar, N2O, CO a COz mohou byt enkapsulovany
v praskoveé 1 vodné form¢ dekamethylovaného CBS, zatimco He, Ne, H», Kr, Xe a CHg4
mohou byt enkapsulovany pouze ve vodném prostiedi, pficemz Kr, Xe a CHs vyZaduji
zahiivani vzorku. Déle je CB5 schopen vytvaret komplexy s kationty jako NH4" a Pb*". Tyto
ionty nejsou enkapsulovany v kavité cucurbiturilu, ale vytvafi interakce s karbonylovymi
skupinami umisténymi na portalech CBS a tvofi tak externi (neboli nespecificky) komplex.
Dva NH,4" ionty tak mohou zcela utésnit oba karbonylové portaly CBS5.

CB6 je schopen enkapsulovat alkylové skupin, sionty diaminoalkant
(NH3*—(CH2)r—NH3") tvoii velmi stabilni komplexy a sionty aromatickych amint
(napt. p-methylbenzylamin) stfedné stabilni komplexy. Ve vodném roztoku je CB6 rovnéz

schopen enkapsulovat neutralni molekuly jako je tetrahydrofuran ¢i benzen.
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Dalsi homolog, CB7, tvofi komplexy s vét§imi hostujicimi molekulami. Ptikladem
muze byt 1-adamantylamin, se kterym tvoii komplex v poméru 1:1. Ve vodném roztoku je
schopen enkapsulovat neutralni molekuly jako ferrocen nebo karboran.

Kavita CB8 uz je prostornd natolik, Zze je schopna, v nékterych ptipadech,
enkapsulovat dvé molekuly hosta. Tento homolog je rovnéz schopen tvofit komplex
s makrocyklickymi latkami, jako jsou 1,4,7,10-tetraazacyklododekan
a 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan.

Homolog CBI10 je schopen enkapsulovat homolog CBS5. (21; 23; 27; 31) Na

Obrazku 7 jsou uvedeny ptiklady molekul hostd pro rtizné homology CBn.

CB[5] CBI[6] CBI[7] CBI8]
NH;" /\
NH HN
N,, O,, Ar *NH,(CH,),NH, * @ [ j
(n=4-7, K, > 105) NH N

. THF, benzene N HNT -
casdiivees)

alkali metal ions (fNH

Pb? H3C—©—CH2NH3+
NN B
binding to (Ka ~3x 102) HyC ND_@N CH,

= — +
the carbonyl ~N, N—
oxygens o- and m-isomers < /AN 7N
i Fe {\_’“’ AN ~
of the portals are not included. &= \ o g@

Obrazek 7. Piiklady molekul hostii pro rizné homology CBn. (21)
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3 AZOSLOUCENINY A JEJICH KOMPLEXY S CUCURBITURILY
A CYKLODEXTRINY

Azoslou€eniny jsou organické slouceniny skladajici se ze dvou uhlovodikovych
zbytkli, které jsou vzajemné spojeny charakteristickou funkéni  skupinou
(tzv. azoskupinou). Jejich obecny vzorec je R—-N=N-R’, pficemz substituenty R a R” mohou

byt stejné nebo rozdilné. (33)

Jelikoz charakteristickym rysem azosloucenin je jejich barevnost, jsou mnohé z nich
vyuzivany jako barviva (azobarviva). (34) Tato barevnost je zapfic¢inéna jejich chemickou
strukturou, diky které absorbuji svétlo ve viditelné casti spektra. (35) Azobarviva jsou
nejdulezitéjSimi syntetickymi barvivy a predstavuji jedny znejvice vyrabénych
a pouzivanych barviv viibec. Ptiblizn¢ 70 % primyslové vyuzivanych barviv tvoii prave

azobarviva. (34)

Podle poctu azoskupin mizeme azobarviva rozdélit do né€kolika skupin. V systému
Colour Index (CI) jsou pak azobarviviim pfifazena ¢isla 11 000 az 39 999. (34) Rozdéleni

do skupin vcetné danych CI jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6. Déleni azobarviv podle poctu charakteristickych funkénich skupin. (34)

Skupina azobarviv Colour Index
Monoazo 11 000-19 999
Disazo 20 000-29 999
Trisazo 30 000-34 999
Polyazo 35 000-36 999
Azoicka barviva 37 000-39 999

Tato barviva jsou syntetizovana jednoduchou metodou diazotace a kopulace.
Principem diazotace je ptfevedeni primarniho aminu na diazoniovou sul. Pfi nitrosaci
primarniho aminu reaguje primarné vznikly N-nitrosoamin dale, kone¢nym produktem
reakce je pak diazoniova sul. Pokud je primdrnim aminem alkylamin, dochazi ke vzniku
alkyldiazoniovych soli. Tyto soli jsou velmi nestalé, jelikoz alkylova skupina ma pouze
slaby induktivni efekt a kladny néboj na atomu dusiku tedy neni stabilizovan. Pokud je

primarnim aminem arylamin, dochazi ke vzniku aryldiazoniovych soli, kter¢ jsou v disledku
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konjugace diazoniové skupiny s aromatickym jadrem stabilnéjsi. (33) Reakéni schéma

vzniku aryldiazoniové soli je zndzornéno na Obrazku 8.

==I
o
|

NH

N

NaNO,, HCl, H,0
0-5C o

benzendiazoniumchlorid

Obrazek 8. Schématické znazornéni diazotace. (33)

Aryldiazoniovy kation nese kladny naboj, ktery je vSak do znaéné miry
delokalizovan, v dusledku ¢ehoz jsou aryldiazoniové kationty pomérné slabymi, malo
reaktivnimi elektrofily. To znamena, Ze jsou pfi elektrofilni substituci schopny reagovat
pouze svelmi siln€ aktivovanymi aromaty, jako jakou arylaminy nebo fenoly.
Aryldiazoniovy ion je velmi objemny, vstupuje tedy piednostné do p-polohy aromatického
jadra. Tato reakce je oznaCovana jako kopulace a jejim produktem jsou azoslouceniny, které
obsahuji dva aromatické zbytky spojené azoskupinou. (33) Reakéni schéma kopulacni

reakce aryldiazoniové soli s arylaminem je znadzornéno na Obrazku 9.

N H
-
e )= )

4-(dimethylamino)azobenzen

Obrazek 9. Schématické zndzornéni kopulaéni reakce. (33)

Své vyuziti naSla azobarviva v mnoha odvétvich. Kromé vyuziti v textilnim,
kozedélném, papirenském a polygrafickém primyslu lze tato barviva vyuzit také
v kosmetice, potravinaistvi ¢i farmacii. (34; 35) Pouzivaji se k barveni prakticky vSech
pfirodnich, chemickych a syntetickych vldken, plastl, usni, papiru, vyrobkd z pryZze

a dalsich. (36)

Velkou nevyhodou azobarviv je jejich dopad na zivotni prostiedi. Jak jiz bylo

zminéno vyse, azobarviva jsou nejvice vyuzivanymi pramyslovymi barvivy. Pfi Gpraveé
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odpadnich vod v textilnim pramyslu tak pfedstavuji jeden z hlavnich problému. Vypousténi
azobarviv do zivotniho prostfedi je nezadouci nejen z estetickych diivod, ale zejména proto,
ze mnohd azobarviva a produkty jejich degradace jsou toxické a/nebo karcinogenni. (37) Pro
odstraniovani azobarviv z odpadnich vod se mohou vyuzivat jak fyzikalné-chemické, tak

biologické metody. (35)

3.1 Supramolekularni komplexy azobarviv s cyklodextriny

Zhang a kol. se zabyvali novym hybridnim nanomateridlem TiO./B-CD. Tento
hybridni nanomaterial vykazoval vysokou fotoaktivitu pfi ozafeni viditelnym svétlem
(A > 400 nm a/nebo A > 420 nm) a simulovanym slune¢nim zafenim (A > 365 nm).
Fotodegradace barviva Orange II se fidila Langmuirovym-Hinshelwoodovym modelem.
Pocatecni rychlost degradace Ro tohoto barviva se pii ozafovani svétlem o A > 420 nm
zvysila 6,9krat, pii A > 400 nm se zvysila 2,6krat a pii A > 365 nm se zvysila 1,9krat. Diky
B-CD doslo k prodlouzeni pobytu molekuly hosta v excitovaném stavu a byl tak usnadnén
ptenos elektront z barviva v excitovaném stavu do vodivostniho pasma TiO., coz zpisobilo
lep$i degradaci molekul barviva. Bylo také zjisténo, Ze degradaci barviva Orange II pii
ozateni viditelnym svétlem zpisobuji superoxidové radikaly. Proces fotokatalytické

degradace zndzoriiuje Obrazek 10. (38)

Obrazek 10. Fotokatalyticka degradace molekul barviva zprostfedkovand hybridnim

nanomateridlem TiO2/B-CD pii ozafeni viditelnym zafenim. (38)

Chen a kol. studovali odstranovani azobarviva Congo red (CR) z vody pomoci
supramolekuldrniho sorbentu Si0,-CD za vyuziti adsorpce, desorpce a elektrolyzy.

Azobarviva patfi mezi vyznamné polutanty. Lze se s nimi setkat v mnoha dilezZitych
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primyslovych odvétvich, jako je textilni primysl, vyroba kosmetiky, tisk ¢i je mizeme
vyuzit jako potravinaifskd barviva. Odstranovani téchto latek z odpadnich vod je tedy
kli¢ové. Bylo prokazano, ze adsorpce CR na dany sorbent se fidila Langmuirovym modelem.
Regenerace sorbentu byla jednoduse provedena pomoci P-cyklodextrinu (B-CD)
a hydroxypropyl-p-CD (HP-B-CD), které slouzi jako desorpéni &inidla. U¢innost desorpce
CR silné zavisela na koncentraci tohoto Cinidla a také na teploté. Bylo zjisténo, Ze kombinace
adsorpce, kondenzace a elektrochemické degradace muze usnadnit ¢isténi velkych objemt

odpadnich vod, ve kterych je barvivo piitomno v nizké koncentraci. (28)

3.2 Supramolekularni komplexy azobarviv s cucurbiturily

Costa a kol. studovali supramolekularni interakce mezi cucurbiturily (CB7 a CBS)
a barvivem Congo red (CR) pomoci elektrosprejové ionizacni hmotnostni spektrometrie
(ESI-MS), 'H NMR a rovné&z provadéli charakterizaci izolovanych komplexti v pevném
stavu. V piipadé¢ hmotnostni spektrometrie (ESI-MS) nebyla ve spektrech ziskanych
v kladném skenovacim modu pozorovana tvorba komplexi typu hostitel-host, coz
naznacuje, Ze anionty CR neinteraguji s portaly ani s kavitou molekul CBn. Naopak
v piipadé¢ zaporného skenovaciho modu byly ve spektrech prvniho fadu detekovany
komplexy CR@CB7 a CR@CBS se stechiometrii 1:1 a vyssi (1:2, 2:1, 3:1 a 2:2), coz je
pfipisovano interakci mezi CR a vn&Simi povrchovymi atomy vodiku CBn.
Supramolekularni komplexy byly vyizolovany a nasledné také charakterizovany za vyuZiti
termogravimetrické analyzy, praskové rentgenové difrakéni analyzy a spektroskopickych
metod. Vyuziti CBn pifi odbarvovani vodného roztoku CR je zajimavé predevSim
z hlediska environmentalniho, jelikoz pfedstavuje perspektivu, jak odstrafiovat barviva

z odpadnich vod. (39)

. -
.-/ M CB[E] ~—o
O -
g l -
Congo red (CR) d o Bafore After

Obrazek 11. Interakce barviva Congo red a CB8. (39)
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He a kol. studovali, jakym zptisobem bude Methyloranz (MO) s cucurbiturilem tvofit
inkluzni komplex pomoci monokrystalové rentgenové difrakce (Single Crystal X-ray
Diffraction) a NMR spektroskopie. Podrobné studium intermolekularnich interakcich bylo
provedeno pomoci Hirshfeldovy povrchové analyzy. Komplexace je ovlivnéna mnoha
faktory, zvlasté¢ vyznamné je pak rozmisténi naboje u MO. Podoba vzniklého komplexu je

pak dana vysledkem vsech druht slabych intermolekularnich interakei. (22)

3.3 Supramolekularni komplexy azobarviv s cyklodextriny a

cucurbiturily

Buschmann a kol. v roce 1997 studovali tvorbu komplext neutralnich organickych
molekul s cucurbiturilem (neni uvedeno, o ktery konkrétni homolog se jednalo) a B-CD
v kyselin¢ mravenci pomoci spektrofotometrickych titraci. V ptipadé B-CD nemélo slozeni
rozpoustédla prakticky zadny vliv na stabilitu vytvofenych komplexii. U cucurbiturilu byla
situace zcela odli$nd. Diky interakci cucurbiturilu s protony doslo ke zméndm konstanty
stability vzniklych komplexi, pficemz konstanta stability rostla s klesajici koncentraci
kyseliny. Pfi nizkych koncentracich kyseliny tvofil cucurbituril stabiln€j$i komplexy
s organickymi molekulami nez B-CD. Jako hostujici molekuly byly pouzity
4-methylbenzylamin, 1,4-fenylen diamin, MethyloranZ, Orange II, Orange IV, Direct
Orange 39 a Direct Orange 40. Konstanty stability K [dm*-mol '] pro komplex cucurbiturilu
s danym barvivem pii 25 °C a riiznych koncentracich kyseliny mravenci jsou uvedeny

v Tabulce 7. (40)
Tabulka 7. Konstanty stability komplext barviv s cucurbiturilem. (40)

Koncentrace kyseliny mravenci [vol. %]

Molekula hosta
10 15 20 25 30 40
Direct Orange 39 3,02 2,80 2,32 2,22 1,99 1,93
Direct Orange 40 3,17 - 2,53 - 2,16 1,80
Orange 11 2,83 - - - 1,86 1,61
Orange IV 2,97 - 2,49 - 2,16 2,06

Methyloranz - - - - 2,24 1,76
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Al-Dubaili a kol. studovali komplexy imazalilu (IMZ), jehoz strukturni vzorec je na
Obrazku 12, s B-CD a CBS a jejich uc¢inek na celkem 7 dulezitych patogennich rostlinnych
hub, které zplisobuji zemédélsky vyznamné choroby po celém svété. Pii enkapsulaci Iéku do
kavity makrocyklu byla potlacena jeho aktivita, po nasledném ptidani kadaverinu (CAD)
doslo k jejimu ucinnému obnoveni. Vysledky této prace umoziuji védclim zabyvajicim se
mykologii a patologii rostlin inhibovat nebo redukovat rist plisni ,,na vyzadani“. Na
Obrazku 13 je schematické znazornéni u€inku IMZ proti Thielaviopsis punctulata, pficemz

aktivita IMZ je ovlivnéna stimulaci CAD. (41)

/r/CHg
N

Cl Cl

Obrazek 12. Strukturni vzorec imazalilu.

Antifungal Suppressed Restored
Activity

IMZ IMZ/3-CD/CB8  IMZ/3-CD/CB8/CAD

Obrazek 13. Schematické znazornéni ucinku IMZ proti

Thielaviopsis punctulata. (41)
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II. PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Charakteristika pouzitych ligandi a hostitelskych molekul

V nasledujicich dvou podkapitolach budou charakterizovany ligandy (azobarviva)

a makrocyklické slouceniny pouzité v praktické ¢asti této bakalatské prace.

4.1.1 Ligandy

Azobarviva vystupujici v této praci vroli hostujicich molekul (ligandi) byla
pfipravena péci Davida Gergely vramci jeho doktorského studia a poskytnuta
z laboratornich zasob. Nebylo tedy nutné tyto slouc¢eniny syntetizovat ani nikterak upravovat
pfed jejich samotnym pouzitim. Jejich struktura byla pfed provedenim experimentl
zabyvajicich se jejich schopnostni vytvafet supramolekularni komplexy s cucurbiturily

nejprve ovéfena pomoci hmotnostni spektrometrie.

Strukturni vzorce obou pouzitych ligandii (v praci dale uvaddénych pod zkratkami
»L1¢ a, L.2%) a jejich zdkladni fyzikéln¢-chemické parametry, jsou uvedeny v Tabulce 8

a.

Tabulka 8. Strukturni vzorec a zdkladni charakteristika slouceniny L1.

0O
N® N
OH
®NanBSSO? NED
Systematicky 4-{2-[3-(1-adamantylkarbonyl)fenyl]diazenyl}-3-
nazev: hydroxynaftalen-2,7-disulfonat disodny

Molarni hmotnost: 614,598
Exaktni hmotnost: 614,077 u

Teplota tani: >340 °C

Vzhled: tmave Cerveny krystalicky prasek
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Tabulka 9. Strukturni vzorec a zdkladni charakteristika slouceniny L2.

. i :OH
:Naoss ‘ ‘ sos: N&D

N
N

Systematicky

nazev:

Molarni hmotnost:

Exaktni hmotnost:

Teplota tani:

Vzhled:

4.1.2 Hostitelské molekuly

4-{2-[4-(1-adamantylkarbonyl)fenyl]diazenyl}-3-
hydroxynaftalen-2,7-disulfonat disodny

614,598
614,077 u
>340 °C

tmave Cerveny krystalicky prasek

Molekuly vystupujici v této praci v roli hostitelskych slouc¢enin (Tabulka 10) byly

zakoupeny z komerc¢nich zdrojii v Cistoté nevyzadujici Zadnou dalsi purifikaci.

Tabulka 10. Hostitelské molekuly pouzité v této studii.

6 C36H36N24012 996,825 996,294 u

7 C42H42N2gO14 1162,926 1162,344 u

8 C43H4gN32016 1329,100 1328,393 u
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4.2 ESI-MS analyza samotnych ligandi

ESI-MS analyzy zamétené na potvrzeni molekularni struktury pouzitych ligandi
byly provadény na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti amaZon X vybaveném
elektrosprejovym ioniza¢nim zdrojem. Jednotlivé vzorky byly pfipravovany bezprostiedné

pted samotnou analyzou.

4.2.1 Specifikace hmotnostniho spektrometru

Nazev: amaZon X (Bruker Daltonics)
Ionizac¢ni zdroj: Elektrosprej

Hmotnostni analyzator: iontova past

Susici a rozpraSovaci plyn: Dusik

Zpisob fragmentace iontl: kolizi indukovana disociace (CID)
Kolizni plyn: Helium

Software: Trap Control, Data Analysis

4.2.2 Parametry ESI-MS analyz samotnych ligandi

Do iontového zdroje byly vzorky o koncentraci 0,5 pg-ml! piivadény v podobé
roztoku CH3OH/H,O (1/1, v/v) kovovou kapildrou pii konstantnim priitoku 3 pl-min!.
Analyzy byly provadény jak v pozitivnim, tak v negativnim skenovacim modu. Nize jsou

uvedeny nejvyznamnéjsi parametry métent:

Skenovani mod: Enhanced resolution (8 100 m/z-s™")
Napéti na kapilare: 4,2 kV

Napéti na konci kapilary: 140V

Tlak rozprasovaciho plynu: 55,16 kPa

Pritok susiciho plynu: 6 dm*-min™!

Teplota suSiciho plynu: 220 °C

ICC (maximalni pocet iontll v pasti): 200 000 (ESI+), 70 000 (ESI-)
Maximalni akumulacni ¢as: 20 ms

Rozpéti m/z: 50-2000

Tandemova spektra: MS/MS

Ostatni parametry méfeni, jako napt. fokusace na pfisluSnou hodnotu m/z ¢i
nastaveni amplitudy v pribchu provadéni ESI-MS/MS experimentd, byly nastavovany

a podle potteby upravovany v priabehu provadéni samotné analyzy.
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4.2.3 Priprava vzorki pro ESI-MS analyzy samotnych ligandi

Do vialky o objemu 1,5 cm® (Eppendorf® microtube 3810X) byl navdzen 1 mg
prislusného ligandu ktery byl nasledné rozpustén v 1 cm?® methanolu (v kvalité LC-MS).
Z takto pfipraveného zasobniho roztoku bylo pomoci mikropipety odebrano odpovidajici
mnozstvi ligandu do roztoku CH3OH/H>O (1/1, v/v) tak, aby vysledna koncentrace roztoku

pouzitého pro samotnou analyzu ¢inila 0,5 ug-ml .

4.3 ESI-MS analyza inkluznich komplext

ESI-MS analyzy zaméfené na studium tvorby inkluznich komplext pfedmétnych
azobarviv s cucurbiturily byly provadény na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti
amaZon X vybaveném elektrosprejovym ionizacnim zdrojem. Jednotlivé vzorky byly

pfipravovany bezprostfedné pied samotnou analyzou.

4.3.1 Specifikace hmotnostniho spektrometru

Nazev: amaZon X (Bruker Daltonics)
Ionizac¢ni zdroj: Elektrosprej

Hmotnostni analyzator: iontova past

Susici a rozpraSovaci plyn: Dusik

Zpusob fragmentace iontu: kolizi indukovana disociace (CID)
Kolizni plyn: Helium

Software: Trap Control, Data Analysis

4.3.2 Parametry ESI-MS analyz inkluznich komplexi

Do iontového zdroje byly vzorky o koncentraci 10 uM piivadény v podobé roztoku
CH3;0H/H20 (1/1, v/v) nebo H,0O kovovou kapilarou pii konstantnim priitoku 3 pl-min .
Analyzy byly provadény jak v pozitivnim, tak v negativnim skenovacim moédu. Nize jsou

uvedeny nejvyznamnéjsi parametry méfeni:

Skenovani mod: Enhanced resolution (8 100 m/z-s™")
Napéti na kapilate: 14,0 kV

Napéti na konci kapilary: 140 V

Tlak rozprasovaciho plynu: 206,84 kPa

Praitok susiciho plynu: 6 dm* min™!

Teplota susiciho plynu: 300 °C
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ICC (maximalni pocet iontl v pasti): 200 000 (ESI+), 70 000 (ESI-)

Maximalni akumulac¢ni Cas: 20 ms
Rozpéti m/z: 50-3000
Tandemova spektra: MS/MS

Ostatni parametry méfeni, jako napt. fokusace na pfislusSnou hodnotu m/z ¢i
nastaveni amplitudy v pribéhu provadéni ESI-MS/MS experimentl, byly nastavovany

a podle potteby upravovany v priabehu provadéni samotné analyzy.

4.3.3 Priprava vzorku pro ESI-MS analyzy inkluznich komplexi

Do vialky o objemu 1,5 cm® (Eppendorf® microtube 3810X) byl navdzen 1 mg
piislusného ligandu, ktery byl nasledné rozpustén v 1 cm® methanolu (v kvalité LC-MS).
Stejnym zplsobem byly pfipraveny zasobni roztoky cucurbiturilit (CB6, CB7, CB8) s tim
rozdilem, Ze jako rozpoustédlo byla pouzita voda (opét v kvalit¢ LC-MS). Z takto
ptipravenych zasobnich roztokl bylo pomoci mikropipety odebrano odpovidajici mnozstvi
ligandu a makrocyklu do roztoku CH30H/H-O (1/1, v/v) nebo do vody tak, aby vysledna

koncentrace roztoku pouzitého pro samotnou analyzu ¢inila 10 pMm.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Komentar k diskuzni ¢asti

Predlozend bakalarskéd prace svoji tématikou zapada do problematiky, jiz je roky
vénovana pozornost ve vyzkumné skupin¢ doc. Roberta Vichy a volné navazuje na
diplomovou praci Evy Achbergerové. (42) Prace je tedy orientovana do oblasti studie
supramolekularnich komplext typu hostitel-host, a to pomoci hmotnostni spektrometrie,
ktera vhodné dopliuje ostatni analytické metody (napt. nukledrni magnetickou rezonanci,
izotermalni titraéni mikrokalorimetrii ¢i UV-Vis spektrofotometrii), které se bézné€ pro tento
typ studii pouzivaji. Na rozdil od vySe uvedenych, pracuje hmotnostni spektrometrie

v plynné, nikoliv v kapalné fazi.

Ligandy pouzité v této praci byly syntetizovany péci Davida Gergely v ramci jeho
doktorského studia a predstavuji toho Casu prvni azobarviva obsahujici ve své struktufe
adamantanovy motiv. Struktura obou v praci pouZivanych azobarviv byla velmi peclivé
navrzena s ohledem na zdmér studovat jejich schopnost vytvaret stabilni komplexy typu
hostitel-host s cyklodextriny a cucurbiturily. Molekula ligandi sestdva z centralni
azoskupiny, na kterou je z jedné strany navazan fenylovy kruh spojeny s adamantanovym
skeletem  prostfednictvim  karbonylové skupiny a  ze strany  druhé
3-hydroxynaftalen-2,7-disulfonat disodny. Tento substituent byl zvolen ze dvou diivodi: za
prveé se jedna o stericky objemnou skupinu (fe€ je o disulfonatu disodném), kterd de facto
znemoziuje navleceni molekuly hosta do kavity makrocyklu jinym zplisobem nez pies
adamantanovy motiv, coz bylo jiZ prokazano v piipadé jejiho pouZiti pfi ptipravé rotaxanu
s B-CD (43), aza druhé vysoce polarni disulfonatova funk¢ni skupina zvySuje polaritu

kazdého ligandu do té miry, Ze je umoznéno provadét studie ve vodnych roztocich.

Jelikoz se nase pozornost v minulych letech upirala pouze na studium komplexi
azobarviv s cyklodextriny, rozhodli jsme se v tomto ohledu studii zkompletovat popsanim
supramolekularniho chovani pfipravenych ligandl také s dalSim typem hostitelskych

molekul, a sice cucurbiturily. Konkrétné se pak jednalo o CB6, CB7 a CBS.

Strukturni vzorce obou v praci pouzitych ligandt, jakoz 1 struktura hostitelskych

molekul, jsou uvedeny na Obrazku 14.
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Obrazek 14. Ligandy (L1 a L2) a hostitelské molekuly (CBn) pouzité v této praci.

5.2 ESI-MS analyzy studovanych ligandu

Pfed =zapocetim studia schopnosti sloucenin L1 a L2 vytvafet stabilni
supramolekuldrni komplexy s cucurbiturily, bylo pfistoupeno k ovéfent jejich struktury, a to
analyzou obou sloucenin pomoci hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci.
Dtvodem nebylo pouhé ovéteni struktury, ale také zamér ziskat hmotnostni spektra
samotnych ligandt, kterd by mohla byt v dalsi experimentalni ¢innosti srovnavana se spektry

smési studovanych ligand s cucurbiturily.

Ve spektrech prvniho fadu zmétenych v kladném skenovacim modu, nebyly, podle
ocekavani, pozorovany zadné relevantni signaly. Tato skute¢nost vyplyva z chemické

struktury obou ligand, kdy pfedpokladem nebyla tvorba kladnég, ale zaporné nabitych iontt.

Ve spektrech prvniho fadu obou ligandl ziskanych v negativni skenovacim modu byl
jako dominantni pozorovan dvakrat zaporn€ nabity ion o m/z 284. JelikoZ se jednalo
o dvakrat nabity ion, bylo zfejmé, Ze jeho skutecna exaktni hmotnost ¢ini 568 u, coz
odpovida ztraté dvou sodnych kationtii z piivodni molekuly ligandu [M—2-Na*]*". Déle byl
ve spektru obou slouc¢enin pozorovan dvakrat nabity ion, jehoZ hodnota m/z ¢inila 591, kdy
realnd hodnota toho iontu odpovid4d hodnoté 1182 m/z. To odpovidd dimeru ptislusného
ligandu po =ztrat¢ jednoho sodného kationtu. Tento ion Ize tedy vyjadfit jako
[2-(M-Na")]*". Poslednim ve spektrech obou studovanych ligandti pozorovanym signalem
byl jedenkrat nabity ion s hodnotou m/z 463. Struktura tohoto iontu se, bohuzel, navrhnout

nepodafila, jelikoz jeho izolace a néslednd fragmentace za podminek kolizi indukované
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disociace (CID), nebyla uspésna. ESI-MS spektrum prvniho fadu slouc¢eniny L1 je uvedeno

na Obrazku 15.
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Obrazek 15. ESI-MS/MS spektra slouceniny L1 naméfena v negativnim skenovacim

modu.

Tandemovd hmotnostni spektra se viak podafilo naméfit pro ion [M—2-Na']*
(m/z 284), ato v ptipadé¢ obou studovanych ligandii. V obou piipadech byly v MS/MS
spektrech opét pozorovany ionty se stejnymi hodnotami m/z, coz znaci, ze ligandy L1 a L2
podléhaji stejnym fragmenta¢nim reakcim (Obrazek 15). Dominantnim byl dvakrat zaporné
nabity ion o m/z 270, coZ znali neutrdlni ztratu 28 m/z. Z toho lze usuzovat na destrukci
karbonylového linkeru mezi adamantanovym a aromatickym kruhem za ztraty oxidu
uhelnatého (CO). Druhou, v MS/MS spektrech pozorovanou fragmentac¢ni reakci, byla ztrata
iontu o m/z 81 znacici odstoupeni funkéni skupiny SO3H. Navrh fragmentace iontu 284 m/z

je schematicky znazornén na Obrazku 16.
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Obrazek 16. Navrh fragmentace iontu [M—2-Na*]*~ slou¢eniny L1.

5.3 ESI-MS analyzy komplexii typu ligand@cucurbit|[n]uril

Po ovéreni struktury sloucenin L1 a L2 mohlo byt pfistoupeno k experimentiim,
jejichz cilem bylo prozkoumat schopnost téchto latek vytvaret supramolekularni komplexy
typu hostitel-host s cucurbiturily v plynné fazi a dale pak, v pfipadé tvorby pftislusného
komplexu, provést izolaci a naslednou fragmentaci daného iontu. Jako hostitelské molekuly

byly pouzity CB6, CB7 a CBS.

Jelikoz tato prace navazuje na diplomovou praci Evy Achbergerové, ktera studovala
tvorbu komplexti sloucenin L1 a L2 s a- a B-cyklodextrinem, a disertani praci Davida
Gergely, byly nejprve zvoleny stejné podminky méfeni ESI-MS spekter smési typu
L12@CB6/7/8, véetné volby prostiedi, tedy smési methanol/voda (1/1, v/v), jako tomu bylo
v diplomové praci Evy Achbergerové. Na rozdil od cyklodextrinli, které jsou ve smési
methanol/voda (1/1, v/v) relativné dobfe rozpustné, se v piipad¢ cucurbiturilii ukazalo byt

toto prosttedi jako problematické, v zavislosti na typu pouzitého hostitele.

To, ze nebyl pozorovan vznik komplexu slou¢enin L1 a L2 s CB6 nebylo Zadnym
velkym ptfekvapenim, a to s ohledem na rozméry adamantanového skeletu a kavity hostitele.
Naopak, byl-li by vznik tohoto typu komplexu pozorovan, bylo by to v nesouladu s vysledky
ziskanymi pomoci experimenti provadénych v kapalné fazi (ITC, NMR) a bylo by tedy

zfejmé, Ze se je nejedna o komplex inkluzni, ale nespecificky.
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V piipad¢ dvou objemnéjSich hostiteli, tedy CB7 a CB8 uz bylo nasnadé se
domnivat, ze by komplexy vznikat mély. Nejprve byla analyzovdna ekvimoldrni smés
slouceniny L1 s CB7. Ze spektra uvedené¢ho na Obrazku 17A je patrné, ze byly pozorovany
celkem ti1 vyznamné ionty, a to dvakrat nabity ion o m/z 284 odpovidajici molekule hosta
postradajici dva sodné kationty, dale to byl jedenkrat nabity ion, z jehoz vzhledu (resp. ze
vzhledu molekulérniho klastru jako celku) bylo patrné, Ze obsahuje jeden atom chloru, kdy
hodnota m/z ¢inila 1197, coz znaci na piitomnost agregatu CB7 s chloridovym aniontem.
V neposledni fad¢ byl ve spektru prvniho fadu pozorovan dvakrat zadporné nabity ion, jehoz
hodnota m/z (865) odpovidala komplexu L1@CB7, resp. [M—2-Na*@CB7]*>". Nutno
podotknout, ze se ve spektru nachédzela fada dalSich signalt s intenzitou na urovni Sumu,
jejichz identitu se nepodafilo urcit. Obdobné vysledky byly ziskany také pii analyze smési

slouceniny L2 s CB7.
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Obrazek 17. ESI-MS spektra prvniho fadu smési L1 s CB7 (A) a L1 s CB8 (B) v prostiedi
MeOH/H-0 (1:1, v/v).
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Pti analyze smési slouceniny L1 s CBS se ve spektru prvniho fadu vyskytovaly pouze
signaly pochézejici z molekuly hosta (284 a 591 m/z), nikoliv ty odpovidajici hostitelské
molekule nebo dokonce ocekavanému supramolekularnimu komplexu (Obrazek 17B).
Absence tohoto typu signalt pravdépodobné souvisi s omezenou rozpustnosti molekuly CB8
v prostfedi methanol/voda. Naprosto stejny vysledek byl ziskdn také pti analyze smési

slouceniny L2 s CBS.

S ohledem na vySe uvedené bylo rozhodnuto zménit prostfedi ze smési
methanol/voda (1/1, v/v) na vodu. Umoziiuje to jednak povaha molekul hostt, které jakozto
iontové slouceniny ve vodé rozpustné jsou a dale schopnost hostitelskych molekul se taktéz

ve vodném prostiedi rozpoustét, byt v omezené mife, zejména pak v piipadé¢ CBS.

Analyzou ekvimolarni smési slouceniny L1 s CB7 ve vodné prostfedi, byly ve
spektru prvniho fadu ziskaného v zadporném skenovacim moddu pozorovany celkem tfi
signdly. Dominantnim byl dvakrat zaporn€ nabity ion odpovidajici molekule hosta
postradajici dva sodné kationty (284 m/z), ktery byl doprovazen dvakrat nabitym iontem
o m/z 591, ktery odpovida dimeru molekuly hosta, z niZ byl odstranén jeden sodny kation
[2:(M—Na") ]*". Jako posledni se ve spektru vyskytoval taktéz dvakrat zidporné nabity ion,
jehoz hodnota m/z naznacovala, se jednd o komplex typu L1@CB7 (Obrazek 18A).
Z hodnoty m/z bylo mozné usuzovat, ze se jednd o binarni komplex se stechiometrii 1:1.
Izolaci a néslednou fragmentaci tohoto iontu (-MS/MS) za podminek kolizi indukované
disociace byla tvorba komplexu potvrzena. Jak je patrné z Obrazku 18B jedinym
produktovym iontem ve spektru se vyskytujicim, byl signal o m/z 284 odpovidajici iontu
[M—2-Na']*". To znamen4, Ze doslo k vyvleceni hostujici molekuly z kavity molekuly hosta
(ptipadné k rozpadu hostitelské molekuly, coZ vSak neni, s ohledem na hodnotu amplitudy
(0,35) zajistujici rozpad komplexu pfili§ pravdépodobné). Samotny CB7, jakoZto neutralni

sloucenina pak nemiiZe byt ve spektru pozorovan.

V ESI-MS spektru ekvimolarni smési slouceniny L1 s CB8 ve vodném prostiedi,
byly pozorovany tpln¢ stejné typy iontd, jako v ptipadé shora uvedeném (Obrazek 18C,D).
Toto budiz jednoznaénym dikazem toho, ze ptedpoklad vzniku komplexu L1@CBS8 byl
opravnény a ze prostfedi, v némz se dany experiment provadi, mize mit z4sadni vliv za
ziskany vysledek. Zména prostiedi pro provadéni samotné analyzy se tak ukazala spravnym

rozhodnutim.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

52

Pti analyze smési slouc¢eniny L2@CB7/8 ve vodném prostiedi byly ziskany stejné

vysledky, jako tomu bylo v ptipad¢ slouceniny L1, a to jak ve spektrech prvniho fadu, tak

také ve spektrech tandemovych (—-MS/MS).
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Obrazek 18. ESI-MS spektra slouc¢eniny L1 s CB7/8 ve vodném prostiedi. (A) -MS smési
L1 s CB7; (B) -MS/MS iontu 865 m/z; (C) —MS sm¢si L1 s CBS; (D) —-MS/MS iontu

948 m/z.
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Na tomto miste se jevi byti vhodné provést komplexni shrnuti dosazenych vysledk.
Komplexace sloucenin L1 a L2 s nejmensi z hostitelskych molekul, CB6, prokdzana nebyla,
cozje v souladu s vysledky ziskanymi v kapalné fazi. Tvorba komplexti mezi obéma ligandy
a CB7 ¢i CB8 naopak potvrzena byla. Jako vhodnéjsi prostiedi pro provadéni experimentl
se ukazala byt voda, namisto smési methanol/voda (1/1, v/v), a to pravdépodobné z diivodu
nedostate¢né rozpustnosti hostitelskych molekul v tomto prostiedi. Neni bez zajimavosti, ze
v piipad¢ cyklodextrini, nebyl vznik komplex prostfedim methanol/voda nikterak

ovlivnén.

Shrnuti dosazenych vysledkli je piedlozeno v Tabulce 11, kde jsou uvedeny
teoretické a experimentalné ziskané hodnoty m/z odpovidajici ocekdvanym/pozorovanym

typlm iontl vznikajicich pfi komplexaci slouc¢enin L1 a L2 s CB6/7/8.

Tabulka 11. Teoretické a experimentélné ziskané hodnoty m/z komplexti hostitel-host.

L1 782,2 ND 865,2 865,1 948,3 948,2

L2 782,2 ND 865,2 865,1 9483 948.2

ND = nebyl detekovan
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ZAVER

Prvnim krokem experimentalni ¢asti bakalaiské prace bylo ovéteni struktury ligand,
jez byly syntetizovany Davidem Gergelou v ramci jeho doktorského studia. Jednalo se
0 azobarviva, kterd obsahovala ve své struktuie adamantanovy motiv. Druhym krokem pak

bylo studium schopnosti téchto ligandl tvofit supramolekularni komplexy typu hostitel-host

s cucurbiturily (CBn). Jako hostitelské molekuly byly zvoleny CB6, CB7 a CBS&.

Nejprve bylo pfistoupeno k analyze sloucenin L1 a L2 pomoci hmotnostni
spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci. Ve spektrech prvniho fadu métenych v kladném
skenovacim modu nebyly dle ocekavani pozorovany zadné signély. Ve spektrech prvni fadu
méfenych v negativnim skenovacim moédu byl pozorovan vznik aduktd [M—2-Na*]*
a[2-(M-Na")J>. Ve spektru obou studovanych ligand@i byl rovnéZ pozorovan jedenkrat

nabity ion s hodnotou m/z 463, jehoz strukturu se bohuzel navrhnout nepodatilo.

Po ovéteni struktury obou ligandi bylo pfistoupeno ke studiu schopnosti téchto
ligandi tvofit komplexy typu hostitel-host s pfisluSnymi hostitelskymi molekulami. Nejprve
byla jako reak¢ni prostiedi zvolena smés methanol/voda (1/1, v/v). Jak se pozdéji ukazalo,
toto prostiedi nebylo pfilis vhodné, pravdépodobné kviili omezené rozpustnosti cucurbiturili

(zvlasté pak CBS8) v tomto prostiedi.

Podle pfedpokladu komplexace mezi CB6 a pfislusnymi ligandy nenastala, jelikoz
objem kavity CB6 neni dostacujici pro enkapsulaci adamantanového motivu.
U objemn¢jSich hostitelskych molekul, jakymi jsou CB7 a CBS, existoval piedpoklad, Ze by
ke komplexaci dojit mohlo. Oba ligandy v prostifedi methanol/voda tvotily komplex s CB7,

s CB8 k tvorb¢ komplexu nedoslo.

Z téchto divodi bylo rozhodnuto o zméné reakéniho prostiedi, kterym byla nyni
pouze voda. Dle ocekavani, stejné¢ jako v pfedchozim ptipad¢, nedoslo ke komplexaci
ligandti s CB6. Oproti analyze v prostfedi methanol/voda vsak jiz byla pozorovana tvorba
komplexii jak s CB7, tak s CB8. Tato skutecnost potvrzuje, Ze nov€ zvolené reakéni

prostiedi bylo pro komplexaci vhodné;jsi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CD

a-CD
B-CD
v-CD

0-CD

-CD
HP-B-CD
RM-B-CD
HP-y-CD
CB
CGTasa
MS

LC-MS

ESI
IT
m/z
CI
CR
MO
IMZ

CAD

cyklodextrin

a-cyklodextrin

B-cyklodextrin

v-cyklodextrin

d-cyklodextrin

e-cyklodextrin

-cyklodextrin
2-hydroxypropyl--CD

nahodné methylovany 3-CD
2-hydroxypropyl-y-CD
cucurbituril

cyklodextrin glucosyl transferaza
hmotnostni spektrometrie (z anglického Mass Spectrometry)

kapalinova chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou

detekci

elektrosprejova ionizace (z anglického Electrospray lonization)
iontova past (z anglického lon Trap)

hmotnost iontu ku velikosti naboje

Colour index

Congo Red

methyloranz

imazalil

kadaverin
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