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ABSTRAKT

Tato bakalafskd prace se zabyva studiem vazebnych pomérd mezi ligandem 3-
aminohomoadamantanem a vybranymi makrocykly metodou isotermalni titracni
mikrokalorimetrie. Teoretickd C¢ast bakalaiské prace je zaméfena na adamantan a
homoadamantan, jejich vlastnosti a derivaty, dale se zabyva supramolekularni chemii a
isotermalni titracni mikrokalorimetrii. Cilem experimentalni ¢asti bylo zjistit, pomoci
isotermalni titracni mikrokalorimetrie, zda se ligand komplexuje do dutiny vybranych

makrocyklu a s jakymi vazebnymi konstantami.

Klic¢ova slova: homoadamantan, isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the study of binding ratios between the ligand 3-
aminohomoadamantane and selected macrocycles by isothermal titration microcalorimetry.
The theoretical part of the bachelor thesis focuses on adamantane and homoadamantane,
their properties and derivatives, and also deals with supramolecular chemistry and
isothermal titration microcalorimetry. The aim of the experimental part was to determine, by
means of isothermal titration microcalorimetry, whether the ligand complexes into the cavity

of selected macrocycles and with what binding constants.

Keywords: homoadamantane, isothermal titration microcalorimetry
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UvVOD

V teoretick¢ Casti se bude tato bakaldfska prace zabyvat predevS§im adamantanem,

homoadamantanem a jeho derivaty. Dale také cyklodextriny a supramolekularni chemii.

Homoadamantan je strukturni analog adamantanu, kdy dochézi k rozsifeni centralniho kruhu
o jeden uhlik. Homoadamantanové derivaty byly studovany pro rizné aplikace, vcetné
potencialnich 1é¢iv a v materialové védé. Mohou vykazovat zajimavé biologické aktivity a
jsou zajimavé pii objevovani 1éCiv. Stejné jako adamantan m4 homoadamantan klecovou

strukturu, coz z n¢j ¢ini univerzalni stavebni blok v organické syntéze.

Jeden z jeho derivatli, coz byl 3-aminohomoadamantan, byl zkouméan v praktické ¢asti této
bakalarské prace z hlediska jeho komplexace do riiznych makrocykli. Bylo zkouméno, zda
je ligand schopen se komplexovat do kavit hostitelskych makromolekul - cyklodextrinti a

cucurbiturily.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ADAMANTAN A JEHO DERIVATY

V roce 1933 izoloval profesor Landa adamantan z ropy v Hodoning v Ceskoslovensku a
pojmenoval ji podle feckého pojmu diamant, jelikoz prostorové usporadani atomt uhliku v
molekule adamantanu je totozné jako v krystalu diamantu. Synteticky ndzev adamantanu je

tricyklo[3.3.1.1%7]dekan. [1]

Obrazek 1: Adamantan

Adamantan je jednoduchy, ale beznapétovy kruhovy systém sestavajici ze tii zidlickovych
cyklohexanovych kruhti. Na poc¢atku riistu vykazuji krystaly adamantanu pouze kubické a
oktaedrické stény, tak jak se ocekava u kubické mtizky s centrovanym povrchem, kde jsou
ucinné pouze sily mezi nejbliz§imi sousedy. Je jednim z nejlépe rozpustnych zndmych
uhlovodikil, ma teplotu tani 269 °C, avSak rychle sublimuje, a to i pii atmosférickém tlaku a

laboratorni teploté.[1]

I-aminoadamantan byl prvnim derivatem adamantanu, u kterého byla prokdzana biologicka
aktivita. Byl vyvinut spolecnosti Du Pont de Nemours & Co. a v roce 1966 byl povolen
americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) jako prvni peroralni ptipravek

ucinny proti virim chiipky A-2 ve form¢ hydrochloridu. [2]

1.1 Vlastnosti adamantanu

Jedinecna struktura adamantanu se odrazi v jeho mimotadnych fyzikalnich a chemickych
vlastnostech [1], coz je naptiklad vysoka lipofilita, vysoka tepelna a oxida¢ni stabilita nebo

tteba nizka povrchové energie. [3]

Je to bily krystalicky prasek zapachajici po kafru s molekulovou hmotnosti 136,23 g/mol.
Stejné jako diamant je extrémné termostabilni (aZ do 660 °C). Rozpustny je v organickych
rozpoustédlech a nerozpustny ve vodé a 50 % alkoholu. Délka vSech vazeb struktury

adamantanu je 0,154 nm s valen¢nimi uhly 109,5°. [3]
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1.2 Derivaty adamantanu a jejich vyuziti

-----

Aminoderivaty adamantanu, napt. aminoadamantany, které maji velmi zajimavé biologické
vlastnosti, se pouzivaji v medicin€ predevsim k 1é€bé chiipky. Zatfazenim adamantylovych
skupin do molekularni struktury povrchové aktivnich latek se tak vyuziji zvlastni vlastnosti
adamantanové struktury. Vyhody lipofility adamantanu mohou vykazovat nizkou hodnotu

kritické micelarni koncentrace (CMC). [4]

Amantadin (1-aminoadamantan), u které¢ho byla jako prvni prokazana biologicka aktivita, a
rimantadin (1-(adamantan-1-yl)ethan-1-amin) se pouzivda v chemoterapii virovych
onemocnéni, tedy jako antivirotika. Amantadin byl navic v roce 1966 byl povolen
americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) jako prvni peroralni piipravek

ucinny proti viram chiipky A-2 ve formé hydrochloridu. [4]

Jsou ucinné taky pii 1€cbé hepatitidy C, herpesu, Creutzfeldt-Jacobovy choroby, chiipky B
a dalSich. Oba léky jsou vSak ptednostné urceny k 1écbé a prevenci chiipky A, protoze

specificky inhibuji replikaci jejich virt jiz v mikromolarni koncentraci. [4]

HaC NH,
NH,

Obrazek 2: Amantadin Obrazek 3: Rimantidin

Vyznacuji se vysokou selektivitou ucinku, uCinnosti v nizkych koncentracich a
zanedbatelnymi vedlej$imi U¢inky. Viry chiipky A se pravidelné piendseji zejména z
vodnich ptakli na prasata, kon€, domaci driibez a také na motské savce a zpiisobuji infekce.
In vitro davky od 0,4 pg/ml do 10 ng/ml jsou dostate¢né vysoké pro inhibici téméf vSech

chiipkovych virt. [4]

Existuje ur€ity vztah mezi lidskou, prase¢i a komskou chfipkou. V soucasné dobé je
podporovana myslenka, Ze prasata a krity jsou prostfedniky pii vzniku novych epidemii
nebo pandemickych virtt lidské chiipky. [4] In vivo se amantadin dobie vstiebavd z

gastrointestinalniho traktu (GIT). Témér celd absorbovand davka se vylucuje do moci v
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nezménéné forme. LéCivo neni takika metabolizovano. Polocas exkrece je 16 hodin, tato

hodnota se prodluzuje u starSich osob a u pacientl se snizenou funkci ledvin. [4]

Amantadin se pouzivd ve form¢ amantadinové hydrochloridové soli (AMA-HCI) s
komerénim ndzvem Virosol, Virofral, Symadine nebo Symmetrel — pod témito nazvy byl
registrovan pro pouziti v Evropé a v USA. V Ceské republice je registrovan pod nazvem

Viregyt-K. [5]

U virti chiipky A neplsobi amantadin pfimo na infekci, ale zabrafuje jejimu vstupu do

buiikky. Amantadin je pomé&rné& netoxicky, ale miiZze mit vedlejSi dopad na ¢innost ledvin. [4]

Déle se amantadin vyuziva k 1écbé Parkinsonovy choroby. Klinické studie ukazaly, Ze
snizuje bradykinezi (zpomaleni pohybti ¢asti téla), ztuhlost a ptiznaky tfesu. Dochdzi ke
kombinovanému synergickému uc¢inku s ptfidanou levodopou, kterd se v CNS meéni na
dopamin. [5] Rimantadin, je stejné jako amantadin specifickym inhibitorem reprodukce
chiipkového viru. Na rozdil od amantadinu, rimantadin vyvolal vyznamnou inhibici syntézy
specifickych virovych proteini jiz 2 h po zacatku virové infekce a byl U¢innéj$i nez

amantadin pfi 1écbé chiipky A. [6]

Dalsi derivat adamantanu je gludantan (N-(1-adamantyl)-1-amino-1-deoxyglukuronova
kyselina) (obrazek 4), ktery se pouziva jako antivirotikum, antiparkinsonikum a
antidepresivum. Ve srovnani s remantadinem ma gludantan mén¢ vyrazny ucinek na rigiditu
(ztuhlost), ale je u¢innéjsi, pokud jde o ties. Navic zvySuje motorickou aktivitu a uvoliiovani

dopaminu. [6]

HO
0
HOw-
OH
HO
OH
NH

Obrazek 4: Gludantan
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2 HOMOADAMANTAN

Homologem adamantanu je homoadamantan, jeho systematicky nazev je
tricyclo[4.3.1.1*%]undekan. Je to tricyklicky uhlovodik (CiiHis) s bodem tani piiblizné
256,27 K, tj. -17 °C, a bodem varu 475,17 K, tj. 201 °C.

Bylo ale také zjisténo, Ze se homoadamantan pfi statické termolyze pii 400 °C pomalu
preskupuje na 1- a 2-methyladamantan, piestoze je stabilni i pti rychlé vakuové pyrolyze pti
1500 °C a prestoze pii 400 °C neni dostatecna aktivacni energie pro homolyzu jakékoli
vazby C-H nebo C-C v homoadamantanu. [7]

Za béZnych podminek ma homoadamantan entalpii -84,64 kJ/mol a molekulovou hmotnost

150,26 g/mol.

2.1 Derivaty homoadamantanu

Homoadamantanové derivaty lze rozdélit do dvou skupin. Do prvni skupiny patii
elektroakceptorni substituenty (COOH, CI, COOCH;3, Br); druhou skupinu tvofi
elektrodonorni substituenty (OCH3, OH, NH3, NHCOCH3). [8]

Typickym znakem sloucenin prvni skupiny je odstépeni substituentu. Takto vznikly
uhlovodikovy fragment [Ci;Hi7]" pak ztrdci molekuly olefint za tvorby odpovidajiciho
iontového druhu Cii-nHi720. U 3-substituovanych sloucenin této skupiny dochazi k tepelné
piestavbé Wagner-Meerweinova typu na adamantanové derivaty, coz vede ke vzniku iontu

[CioHis]" (m/e 135); to je hlavni odliSnost mezi 1 a 3-substituovanymi homoadamantany.

[8]

Obrazek 5: a) Obecné substituovany homoadamantan v poloze 1, b) Obecné substituovany
homoadamantan v poloze 3

Chemické slouceniny obsahujicich homoadamantany jsou potencialnimi kandidaty na Ié¢iva

s Sirokou Skalou biologickych a farmakologickych funkei, vcetné¢ protinadorovych,

-----

RovnéZ maji vyuziti pro vyrobu opalovacich krémi, elektronickych materidli, Zenské
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antikoncepce nebo deodorant. V soucasné dobé€ je zndmo stale vice syntetickych metod
ptipravy mono- a bi-funkcionalizovanych derivati homoadamantanu. Funkcionalizaci lze
vyrazn¢ zvysit biologickou dostupnost a bioaktivitu. Navic jejich mechanismy uc¢inku vedly
k vytvoreni 1é¢iv s jedinecnymi vlastnostmi, které se biochemicky, farmakologicky a
strukturné 1i8i od jiz existujicich 1é¢iv. [9]

2.1.1 Aminohomoadamantan

Jeho systematicky nazev je tricyklo[4.3.1.1>%]undekan-3-amin, sumérni vzorec Ci1His a

molarni hmostnost 150,26 g/mol. Je to bily krystalicky prasek s bodem varu 245.6 °C.

NH,

Obrazek: 6: Struktura 3-aminohomoadamantanu

2.1.2 Homoadamantan-3-ol

Jednim z derivati homoadamantanu je napiiklad homoadamantan-3-ol (jinak taky
hydroxyhomoadamantan nebo homoadamantan-3-ol). Jeho systematicky ndzev je
tricyklo[4.3.1.1°>®]undekan-3-0l a jeho molarni hmotnost je 166,26 g/mol. Obsahuje
hydroxylovou skupinu (-OH), ktera je substituovana v poloze 3. [3]

OH

Obrazek 7: Struktura homoadamantan-3-olu

Muze vznikat naptiklad reakci homoadamantanu s kyselinou dusi¢nou za teploty 37 °C. [3]

O

37° C

— OH

L+
N o~ —

O

+
Z

e

HO

Schéma 1: Syntéza homoadamantan-3-olu reakci homoadamantanu s kys. dusicnou
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Existuji 1 dal$i, vétSinou obdobné, syntézy tohoto derivatu, a to naptiklad reakce

homoadamantanu s kyselinou sirovou. Déle také reakci s ethanolem a katalyzatory (schéma

2). [3]

PN Ag*, CH3COO OH

OH -
105° C

Br

T HiC

Schema 2: Schema homoadamantan-3-olu reakci s ethanolem

2.1.3 Homoadamantan-1,3-dikarboxylova kyselina

Dalsim derivatem je napiiklad tricyklo[4.3.1.1*8]undekan-1-karboxylova kyselina. Jeho

molarni hmotnost je 194,3 g/mol a teplota varu 321,4 °C.

OH
Ox

OH

Obrazek 8: Struktura homoadamantan-1,3-dikarboxylové kyseliny

Tento derivat mize byt piipraven reakci 1,3-dinitroxyhomoadamantanu s kyselinou
mraven¢i (methanovou) za piitomnosti katalyzatoru, kterym zde byla kyselina sirova

(schéma 3). [3]
ONO, O~
H,SO, O

ONO, + 2HCOOH ——= +  HNOj
OH

Schéma 3: Syntéza homoadamantan-1,3-dikarboxylové kyseliny reakci 1,3-
dinitroxyhomoadamantanu s kyselinou mravenci

2.2 Priprava homoadamantanu a 3-aminohomoadanatanu

Zakladni metoda ptipravy homoadamantanovych derivati spoc¢ivéa v extenzi jednoho z kruhti

v adamantanové struktufe. V roce 1959 Stetter a jeho spolupracovnici ziskali
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homoadamantan-3-karboxylovou kyselinu z 1-hydroxymethyladamantanu Kochovou-
Haafovou reakcei (schéma 4). Detailnéjsi studium vlastnosti této slouceniny odhalilo, ze latka
ziskana Stetterem se sklada z 80 % ze smési homoadamantan-1-karboxylové kyseliny a 20%

z homoadamantan-3-karboxylové kyseliny. [4]
HO O

CH,OH
HO

80 % 20 %
Schéma 4: Koch-Haafova reakce [4]

Déle byly také zkoumany syntetické postupy pro ptipravu adamantant s ne zcela obvyklymi
vzorci. Predev§im tedy reakce kruhové expanze [(I)=>(II)] a kruhové Stépeni [(1)=>(I1I)]
adamantan-2-onu a jeho zékladnich derivatl. Bylo pfedpokladano, Ze homoadamantany (1I)
lze pfimo pfevést na di-, tri- a tetra-substituované adamantany (IV) reakcemi kruhové
kontrakce a Ze podobné¢ lze téchto cili dosdhnout kruhovym wuzavirdnim 3,7
disubstituovanych bicyklo[3,3,llnonant (III) (schéma 5). (I) Ri, R,=0, (II) A= C=0, B
=CH>). [10]

Schéma 5: Postupy pro pripravu adamantanii
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Pro dalsi ptipravu homoadamantanu (schéma 6) bylo pouzito etherové rozpoustédlo. [11]
Pokud by bylo pouzité rozpoustédlo s nizsi polaritou, jako je naptiklad Freon-113, mohlo by
dojit k reduktivni isomerizaci. Pokud reakce probiha s nadbytkem kyseliny
trifluormethansulfonové (CF3SOsH, zkracen¢ také TFMS nebo HOTY), ktera patii
k nejsiln€j$im znamym kyselinam, davd NaBH4 konjugovanou Bronstedovu superkyselinu.
Cykloalkylmethylalkoholy, jako je 1-adamantanmethylalkohol, jsou ionizovany touto
superkyselinou (In situ), kterd pak tvoti pozadovany karbenovy iont s rozsifenym kruhem,
ktery vznikl vlozenim sousedni vazby C-C. Tento iont je ndsledné redukovan za vzniku

uhlovodiku. [11]

CH,OH

+ -
CF4,S0,4H,B(0SO,CF,), + Hy + + NaOS8O,CF,

NaBH, - HOTf
,  NaBH.-HOTf
—C H

Schéma 6: Dalsi priprava homoadamantanu

NaBH, + 6 CF,SOH
CH,

+ -
+ CF;S04H,B(0S0,CF,),

Dalsim postupem piipravy homoadamantanu je reakce 3-bromohomoadamantanu (I) s
acetonitrilem Ritterovou metodou, kdy vznikd 3-acetaminohomoadamantan (II). Pi varu s
HCI se tato slouCenina pieméni na smeés 3-chlorhomoadamantanu a 1-
chlormethyladamantanu, zatimco pii alkalické hydrolyze vznika 3-aminohomoadamantan
(IIT) (schéma 7). [12] A pravé 3-aminohomoadamantan je pro tuto praci ditlezity, jelikoz byl
vyuZzivén jako jediny ligand.

Br CHiCN, H,SO, NHCOCH, NaOH NH,

Schéma 7: Priprava 3-aminohomoadamantanu
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3 CYKLODEXTRINY

Cyklodextriny (CD) jsou latky ziskané enzymatickym rozkladem jednoho z plvodnich
polysacharidti, Skrobu. Jadro jejich struktury je tvofené rozmeérové stabilni hydrofobni

dutinou, ktera mize zachytit nebo enkapsulovat jiné molekuly. [13]

Existuji tfi zdkladni typy cyklodextrinli: a-cyklodextrin, B-cyklodextrin a y-cyklodextrin,
oznacované jako prvotni nebo matetské cyklodextriny. [14] Tyto typy cyklodextrinii jsou
krystalické, homogenni, nehygroskopicke latky, které jsou tvorenymi glukopyranosovymi
jednotkami (Obrazek 1). a-cyklodextrin se sklada ze Sesti glukopyranosovych jednotek, -
CD obsahuje sedm takovych jednotek a y-CD obsahuje osm takovych jednotek. [15]

Ho ’5»‘ tn(fs) ‘%\ v m=n % & el 'J'l‘

o, \\j\‘”')/&’

Obrazek 9: Struktura CD [15]

Cyklodextriny lze vyuzit jako stavebni bloky pro vytvafeni supramolekularnich komplext,
protoze se mohou kovalentné nebo nekovalentné véazat na jiné cyklodextriny. Jejich
schopnost spojovat se s organickymi hostitelskymi molekulami a vytvaret inkluzni
komplexy ptedstavuje vhodné ptilezitosti pro konstrukci supramolekularnich vldken. To
umoznuje konstrukci molekularnich architektur, jako jsou katenany, rotaxany a
polyrotaxany. Tyto stavebni bloky, které nelze ziskat jinymi zptsoby, 1ze vyuZit naptiklad v

procesu separace slozitych kombinaci sloucenin a jejich enantiomert. [14]

3.1 Historie

Prvni referenci o latce, kterd se nasledné ukazala byt cyklodextrinem, publikoval Antoine
Villiers v roce 1891. Pii §tépeni Skrobu bakterii Bacillus amylobacter (ktera pravdépodobné
nebyla cistou kulturou, ale obsahovala také termorezistentni spory Bacillus macerans)
izoloval z 1 kg Skrobu asi 3 g krystalické latky o sloZeni (CsH1005)2:3H20. Villiers tento

produkt pojmenoval "celulosin", protoze ptipominal celulosu. [15]
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Jeho rozpustnost ve vod¢ pii laboratorni byla nizka, ale s teplotou se rozpustnost zvySovala.
Bilé krystaly s velmi nepatrnou sladkosti vykazovaly extrémné vysokou optickou aktivitu,

daleko vyssi nez u ostatnich dextrinti vznikajicich plisobenim maselné fermentace. [16]

Jiz tehdy Villiers zaznamenal, Ze vznikaji dva rozdilné krystalické "celulosiny”, nejspise a
a B-CD. [15] Pti purifikaci frakénim srazenim vykazovaly krystaly velmi rozdilné optické
rotacni parametry a bylo problematické je dale hydrolyzovat. Jod zbarvil ¢ervené ty dextriny,
které mély vysokou optickou aktivitu. Bez meziprodukti, jako jsou diastazy, pfeménuje

fermentacni proces skrob piimo na dextrin. [16]

3.2 Vlastnosti a vyuziti

Cyklodextriny se fadi do skupiny makrocyklickych oligosacharid, které vytvareji
komplexy receptor-substrat a slouzi jako unikatni prostfedi pro chemické reakce. Maji
schopnost tvofit inkluzni komplexy s celou fadou latek. Z tohoto hlediska jsou CD hojné
vyuzivany v pramyslovych a v technologickych procesich a v analytickych technologiich.
Vzhledem k tomu, Ze jeho toxické pusobeni na Zivé organismy lze eliminovat nebo
redukovat vybérem vhodného CD, mohou byt CD pouzity jako aditivni latky ve

farmaceutickych piipravcich, potravinach nebo kosmetickych vyrobcich. [17]

CD se vyuzivaji pfedevsim v potravinach k zapouzdieni prislusnych sloucenin a ke zlepseni
zadrzovani vody, protoze se jedna o hygroskopické slouceniny. Jejich pouziti mize ptinést
neékolik technologickych benefitli, napt. homogennéjsi slozeni, které lze snaze
standardizovat. Byla popsana fada aplikaci CD, jako napt. Gplna nebo ¢astecna eliminace

nechténych ptichuti/zapachi, prodlouzeni trvanlivosti potravin, oddé€leni slozek od celku a

dalgi. [18]

3.3 Reaktivita

CD podléhaji na svych hydroxylovych skupinach modifikaénim procesim. JelikoZ jsou
hydroxylové skupiny nukleofily, reakce probiha elektrofilnim atakem. ProtoZze vSak jedna
glukosova jednotka ma tfi rtizné hydroxylové skupiny (v poloze 2, 3 nebo 6), je selektivni
substituce cyklodextrinii pomé&rné komplikovana. Béhem reakce si hydroxylové skupiny v
polohéch 2, 3 a 6 navzajem konkuruji. Nastésti mezi nimi existuji urcité rozdily. CD maji

primarni v pozici 6 a sekundarni hydroxylové skupiny v pozici 2 a 3 (Obrazek 5). [19]
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Obrazek 10: Znazornéni primarnich a sekundarnich pozic CD [19]

Nejobtizn€j$i je substituce na pozici 3. Néktera ¢inidla vSak mohou zasahovat do dutiny
cyklodextrinti, coz tento proces zna¢n¢ usnadnuje. Naproti tomu, takova interference Cinidla
s dutinou by mohla byt komplikaci pii jinych modifikacich cyklodextrinii a méla by byt vzdy

brana v vahu. [19]

3.3.1 Komplexace cyklodextrini

Nejvyznamngj$i vlastnosti cyklodextrini je jejich molekuldrni komplexacni schopnost
vytvaret pevné inkluzni komplexy, znamé také jako komplexy hostitel-host, s velmi Sirokym

spektrem pevnych, kapalnych a plynnych latek. [14]

V téchto komplexech je uvniti dutiny hostitelské molekuly cyklodextrinu umisténa hostujici
molekula. Vysledkem rozmeérového piizpisobeni mezi hostujici molekulou a dutinou
hostitele je tvorba komplexu. Do lipofilni dutiny cyklodextrinovych molekul mohou

vstupovat nepolarni latky vhodné velikosti a vytvaiet inkluzni komplexy. [14]

Béhem vyvoje inkluzniho komplexu nedochézi k pteruseni nebo vytvoieni kovalentnich
spojeni. Uvolilovani entalpicky bohatych molekul vody z dutiny je hlavnim mechanismem
odpovédnym za tvorbu komplexu. [14]

Za celem snizeni napéti cyklodextrinového kruhu vytésiiuje vice hydrofobnich hostujicich
molekul molekuly vody v roztoku, coz vede ke stabilnéjSimu stavu s nizsi energii. [14]
Fyzikalné-chemické vlastnosti hostovanych molekul jsou vyznamné ovlivnény zaclenénim
do cyklodextrinil, protoze hostujici molekuly jsou na okamzik uzamceny uvnitt dutiny
hostitele, coz vede k pfinosnym zménam, které by jinak nebyly mozné. [14]

Tyto vlastnosti zahrnuji zlepSeni rozpustnosti extrémné nerozpustnych hostti, stabilizaci
nestalych hostl proti oxidaci, teplu, viditelnému nebo UV zéafeni a degradacnim u¢inkiim,
kontrolu tekavosti a sublimace, chromatografické separace, maskovéani nepiijemnych
pfichuti a pachli za ucelem Upravy chuti a uvoliiovani 1é¢iv a aromat za kontrolovanych

podminek. [14]
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Obecné existuji ¢tyfi energeticky pfiznivé interakce, které pomahaji posunout rovnovahu k
vytvoreni inkluzniho komplexu: [14]

e Vytésnéni polarnich molekul vody z apolarni dutiny cyklodextrinu.

e ZvySeny pocet vodikovych vazeb, ktery vznika pii navratu vytésnované vody do

vétsiho mnozstvi vody.
¢ Snizeni repulzivnich interakci mezi hydrofobnim hostem a vodnym prosttedim.

e Narlst hydrofobnich interakcei, kdy se host umisti do apolarni dutiny cyklodextrinu.

o. _H
=
A ___CHy + _—
T o 3
OH

vanilin - B-CD Inkluzni kKomplex

Obrazek 11: Priklad inkluzniho komplexu tvoreného vanilinem a f-CD [14]

Dva klicové faktory umoznuji cyklodextrinu vytvofit inkluzni komplex s hostujici
molekulou. Prvni je pomér velikosti cyklodextrinu k velikosti hostované molekuly nebo
alesponn k hlavnim funkénim skupinam molekuly. Navazand molekula se do dutiny
cyklodextrinu spravné nevejde, pokud ma nespravnou velikost. VSechny tfi formy
cyklodextrinti (o, B a y) maji stejnou vysku, ale pocet glukdzovych jednotek urcuje vnitini
prumér a objem cyklodextrinové dutiny. Do dutiny o-cyklodextrini se vejdou
nizkomolekuldrni molekuly nebo slouceniny s alifatickymi postrannimi fetézci, zatimco -
cyklodextriny mohou ve svych komplexech vazat aromatické i heterocyklické chemické

latky. [14]

Adamantan nebo jeho derivaty se Casto pouzivaji jako hostitelské molekuly pfi vyrobé
inkluznich komplexti cyklodextrindi, jelikoZ adamantanovy skelet mé relativné vysokou

afinitu k dutiné B-cyklodextrinu. [20]
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3.3.2 Modifikace cyklodextrinii

CD lze selektivné modifikovat v rtiznych polohdch a zlepsit tak jejich vlastnosti. Tyto
modifikace jsou zalozeny na operacich, jako je napiiklad funkcionalizace pfi ndhodné
substituci nebo rekonstrukce skeletu (obrazek 6). Cilem selektivnich modifikaci je pfekonat

omezeni nesubstituovanych CD, jako je rozpustnost a slabé interakce s hostujicimi

e N
Aa %{ K
s vy

—2 B- cyclodextrln (B- CD (6) 0
Ry=H (@] O N
Ro= Me cl ci cl el

o) o)
C|)l\/\s—s/\)j\0|

Obrazek 12: Preména skeletu o nebo p cyklodextrinu [21]

molekulami. [21]

Modifikované CD nasly uplatnéni pfi konstrukci molekularnich reaktort, molekularnich,
teplotnich a pH senzori a také pii napodobovani enzymatickych funkci, molekuldrnim

rozpoznavani, chromatografické separaci a solubilizaci. [22]
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4 ANALYZA A METODY STANOVENI SUPRAMOLEKULARNICH
KOMPLEXU

Struktury chemickych latek jako jsou supramolekularni komplexy tzce souviseji s jejich
fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi a funkcemi, coz zdUraznuje jejich vyznam.

analyticky pfistup. [23]

V soucasné dobé je k dispozici mnoho analytickych metod pro stanoveni struktury
krystalickych i nekrystalickych supramolekuldrnich systémi jako napiiklad rentgenova
krystalografie, nuklearni magneticka a elektronova paramagnetickd rezonan¢ni
spektroskopie (NMR a EPR), kryogenni transmisni elektronova mikroskopie (TEM),

izotermick4 titracni kalorimetrie (ITC) a spektroskopie kruhového dichroismu. [23]

4.1 Supramolekularni chemie

V dobé€ svého vzniku se termin supramolekuldrni chemie pouZival k popisu interakci mezi
nekovalentnimi hostiteli a hosty, v€etné kryptandi, sférandii a crown ethert pro hostované
kationty alkalickych kovii. Chemie host-guest iontli kovlti a makrocyklickych hostiteli v
umélych a biologickych systémech znacné predchdzi Lehnovo zavedeni terminu
supramolekularni chemie v roce 1978. V ptivodnim konceptu je hostitel piipraven pomoci
konvenc¢ni chemické syntézy z molekularnich prekurzort a poté prochéazi termodynamicky

fizenou vazebnou rovnovahou s cilovym hostem. [24]

Hostitel a host maji métitelnou vzadjemnou vazebnou energii a vysledna "supermolekula" je
drzena pohromad¢ nekovalentnimi interakcemi, v nichz hostitel setrvava ve vlastni vazebné
kavité hostitele, coz je vlastnost, kterd je vytvofena pii syntéze hostitele. Supermolekula
vykazuje pfipadné funkéni vlastnosti vyplyvajici z jeji viceslozkové povahy (Obrazek 11).

[24]

Oblast moderni supramolekuldrni chemie se vSak rozsitila daleko za systémy hostitel-host a
nyni zahrnuje krystalové inzenyrstvi, molekularni materidly, samosestavovani a

samoorganizaci, molekularni rozpoznévani a dynamickou kovalentni chemii. [24]
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Molekularni chemie

Molekuldrni prekurzory Chemické

syntéza
——
. *‘* .

Kovalentni molekula

Supramolekularni chemie

+
Afinita

K-komplex
AG komplex

Host Hostitel Supramaolekula

Obrazek 13: Srovnani molekularni a supramolekuldarni chemie [24]

Supramolekularni koncepty jsou uz natolik dobie znamé, ze se spolu s molekularni a
materidlovou chemii pouzivaji jako souc¢ast nastroji moderni technologie. Pokud budeme
povazovat supramolekularni chemii v jejim nejjednoduss$im smyslu za chemii zahrnujici
urcity druh (nekovalentni) vazby nebo komplexace, musime definovat, co tuto vazbu

zpusobuje. [24]

Obvykle je hostitelem velkd molekula nebo shluk molekul, jako jsou enzymy nebo
syntetické makrocykly, které maji dostatecné velkou kavitu ¢i otvor. Hostem muze byt

vvvvvv

jako napiiklad barviva, analyty, hormony, feromony nebo neurotransmitery. [24]

Stabilni volna energie vazby je vysledkem pfitazlivé interakce mezi hostitelskymi a
hostovanymi molekulami a ionty. Molekularni druhy jsou ve skute¢nosti extrémné soudrzné
utvary, které podléhaji obecnéjSim disperznim interakcim vyplyvajicim ze vzajemné
indukovanych dipo6lt i1 vazebnych interakci, jako jsou iontové, koordinacni a vodikové

vazebné interakce. [24]

4.2 Isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie

Pro izotermické podminky je nejpfesnéjSim zplsobem vyhodnoceni termodynamickych
parametrll vyuZiti isotermické titra¢ni kalorimetrie (ITC). Navic je to jedind metoda, ktera
dokdze v ramci jednoho experimentu vypocitat entalpii (AH), rovnovdZznou vazebna

konstantu (Kj,) a stechiometrii (N). [25] Na zéklad¢ vySe uvedenych veli¢in lze vypocitat
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dalsi termodynamické veliCiny, jako je entropie (AS) a Gibbsova volnd energie (AG),

pomoci nésledujicich matematickych vztaht:

AG =R.T.Ink,
AG = AH — TAS

Kdy T je teplota v Kelvinech, R plynova konstanta [26]

4.2.1 Princip ITC

Uspotadani méfici ¢asti izotermického titracniho kalorimetru je zndzornéno na obrazku 14.

Referencni cela a méfici cela jsou ve tvaru mince. Referencni cela je zpravidla naplnéna

rozpoustédlem jako je pufr nebo destilovana voda. Objem cely je 1,5 ml. [26]

vnitini plast’

referenéni cela ~+

senzor =

. vodici sroub

Senzor

injektor

pist

michadlo

jehla

T ] |ogvmeisi plase

méfici cela

Obrazek 14: Schéma ITC [26]

Teplota obou cel je po celou dobu métfeni udrzovana konstantni. Béhem samotného méfeni

se do méfici cely obsahujici roztok makromolekuly za stdlého michani postupné pridava

roztok vazebného ligandu. Koncentrace ligandu je vétSinou asi desetkrat vyS$i nez

koncentrace molekuly v reakéni cele. Celkovy objem ligandu v injektoru je 100-250 pl. [26]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

Pti interakci makromolekul s ligandem vznikaji tepelné efekty, které se projevuji rozdilem
teplot mezi referencni a méfici celou. Tento rozdil se zjistuje pomoci specialné upraveného

termoclanku umisténého v prostoru mezi celami. Dochazi k vyrovnani teplot obou cel. [26]

Nasledné¢ je provedena korekce na tepelné vlivy spojené s fedénim ligandu a michanim, coz
se provadi odectenim referencni kiivky ziskané pfi méfeni za stejnych podminek, ale bez
pritomnosti makromolekul v roztoku. Zavislost vazebné entalpie na molarnim pomeéru

ligandu a makromolekuly v cele se pak urci pomoci integrace. [26]

Vysledna kiivka se sestavuje z bodi, které¢ udavaji vazebnou entalpii piisluSnou kazdému
pridavku ligandu do reakce. Hodnota signalu je nejvyssi na zacatku titrace, kdy je v cele
velky prebytek makromolekul, a obecné urcuje hodnotu vazebné entalpie AH ligandu na
makromolekulu. Béhem titrace jsou vazebna mista obsazovana ligandem a tepelny signal se
odpovidajicim zplisobem snizuje, dokud nejsou vazebnd mista nasycena a v roztoku neni

pritomen volny ligand. [26]

V mikrokalorimetrii odpovida bod ekvivalence bodu titrace, kdy je mnozstvi ptidaného
titrantu stechiometricky ekvivalentni mnozstvi analytu pfitomného ve vzorku. Tento bod je
¢asto spojen s maximem nebo minimem na kiivce tepelného toku v zavislosti na tom, zda je

reakce exotermicka nebo endotermicka. [26]

4.3 NMR spektroskopie

Spektroskopie nukledrni magnetické rezonance (NMR) je rozsifend a vykonna metoda, ktera
vyuziva magnetickych vlastnosti urcitych jader. Zakladni princip NMR spociva v tom, ze
nektera jadra se pii1 pusobeni vnéjSiho magnetického pole nachézeji ve specifickych stavech
jaderného spinu. NMR pozoruje pfechody mezi témito spinovymi stavy, které jsou
specifické pro dand jadra, a také chemické prostiedi téchto jader. To vSak plati pouze pro
jéadra, jejichz spin I neni roven 0, takze jadra, kde I = 0, jsou pro NMR spektroskopii
»heviditelnd“. Diky témto vlastnostem se NMR pouzivad k identifikaci molekularnich
struktur, sledovani reakci, studiu metabolismu v buiikdch a vyuziva se v medicing,

biochemii, fyzice, primyslu a dalSich. [27]

Interakce mezi mensimi molekulami se ¢asto sleduji pomoci zakladnich jednorozmérnych

protonovych ('H) NMR spekter. [28]

Sledovani rezonanci hosta je vyhodné v piipad¢ vétSich supramolekularnich hostitell, kteti

zahrnuji znac¢nou c¢ast svého hosta. K monitorovani vazby pomoci tohoto jednoduchého
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spektra je zapotiebi alespon jeden signal, ktery se nepiekryva se signaly vazebného partnera.
V dusledku toho je tato metoda omezena na studium vazby hostiteli na malé molekuly hostd,

jako jsou kratké peptidy a aminokyseliny. [28]

I ptes vSechny jeji vyhody existuje nékolik omezeni, kterd mohou v urcitych situacich NMR
analyzu komplikovat nebo znemoznit. Jednim z téchto problému je, Ze pozadovany izotop
prvku, ktery je potiebny pro NMR analyzu, mize byt v ptirodé¢ malo rozsifeny anebo viibec.
Piikladem miiZe byt pfirozeny vyskyt izotopu '*C, aktivniho izotopu pro NMR uhliku, ktery
je ptiblizné 11 %, coz je pro analyzu dobré. V piipadée kysliku je vSak aktivnim izotopem
pro NMR 70, jehoz ptirozeny vyskyt je pouze 0,035 %. To znamen4, Ze existuji nékteré
prvky, které nelze métit pomoci NMR. [28]

Problémem je take to, ze nékteré prvky maji extrémné nizky magneticky moment p. Citlivost
NMR pfistrojit je zdvisld na magnetickém momentu konkrétniho prvku, ale pokud je
magneticky moment pfili§ nizky, mize byt velmi obtizné ziskat NMR spektrum s

dostatecnou intenzitou piku pro spravnou analyzu. [28]
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Pouzité pristroje

5.1.1 VP-ITC Mikrokalorimetr

Pro experimentalni ¢ast prace byl pouzit izotermicky titra¢ni kalorimetr VP-ITC spolecnosti
MicroCal, ktery méti uvolnéné nebo absorbované teplo v diisledku smiseni presnych objemi

dvou reaktantu.

Ptistroj se sklada z injek¢ni jehly, do niz je ligand o pfesné znamé koncentraci nasat a ze
dvou cel — méfici a referencni. Méfici cela byla naplnéna riznymi hostitelskymi molekulami,
a to a-CD, B-CD, y-CD, déle pak cucurbiturily (CB) 6, 7 a 8. Referen¢ni cela byla naplnéna
destilovanou vodou. Injek¢ni jehla byla poté vlozena do méfici cely a pistem bylo
davkovéno, do roztoku hostitelské molekuly, 29 ptidavkl ligandu o objemu 10 pl v rozmezi
210 sekund. Kalorimetr zaznamendval mnozstvi vydaného nebo spotiebovaného tepla po

kazdém ptidavku ligandu a pocitacova aplikace VPViewer zpracovavala vSechna data.

Pro vétSinu méteni bylo stanoveno i zfed’ovaci méfeni pro porovnani, kdy ptivodni ligand

byl ptfidavan do destilované vody.

Po celou dobu experimentu byla udrzovana konstantni teplota 30 °C. Zied’ovaci teplo bylo
odeCteno od tepla uvolnéného pii jednotlivych ptidavcich. Nakonec byl k analyze
experimentalné ziskanych dat pouzit program ORIGIN 7.0. Tento program vyuziva vhodny
vypocetni matematicky model nazvany One Set of Sites, ktery umozinuje odhadnout

stechiometrii reakce (), vazebnou konstantu (Ka), entalpii (AH) a entropii (AS).

5.1.2 Thermo-Vac

Vsechny analyzované vzorky véetné destilované vody byly odplynény pomoci pfistroje

Thermo-Vac, ktery je opét od firmy MicroCal.
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5.2 Pouzivany ligand

3-aminohomoadamantan byl ze skladovych zasob na Ustavu chemie FT UTB. Na Obrazku

15 je zobrazena struktura ligandu a jeho zakladni charakteristiky.

¢ 3-aminohomoadamantan hydrochlorid

NH, HCI

Obrazek 15: Struktura ligandu

Sumarni vzorec: Ci2H;sCl
Molarni hmotnost: 201,74 g/mol

Vzhled: bily krystalicky prasek
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5.3 Pouzivané makrocykly pro komplexaci ligandu

Pro komplexaci ligandu byly pouzity cyklodextriny o-CD, B-CD, y-CD a dale také
cucurbiturily CB6, CB7 a CB8.

e a-CD
Systematicky nazev: cyklohexakis-(1—4)-a-D-glukopyranosyl
Sumarni vzorec: C3sHg0O30
Molarni hmotnost: 972,846 g/mol
Vzhled: bily krystalicky prasek
¢ B-CD
Systematicky nazev: cykloheptakis-(1—4)-a-D-glukopyranosyl
Sumarni vzorec: C42H70035
Molarni hmotnost: 1134,987 g/mol
Vzhled: bily krystalicky prasek
e yv-CD
Systematicky nézev: cyklooktakis-(1—4)-a-D-glukopyranosyl
Sumarni vzorec: CsgHgoO40
Molarni hmotnost: 1297,128 g/mol

Vzhled: bily krystalicky prasek
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e CB6
Systematicky ndzev: cucurbit[6]uril
Sumarni vzorec: C3sH36N24012
Molarni hmotnost: 996,8 g/mol
Vzhled: bily krystalicky prasek

e CB7
Systematicky nazev: cucurbit[7]uril
Sumarni vzorec: C42H42N25014
Molarni hmotnost: 1163,0 g/mol

Vzhled: bily krystalicky prasek

e CBS8
Systematicky nézev: cucurbit[8]uril
Sumarni vzorec: CsgH4gN32016
Molarni hmotnost: 1329,1 g/mol

Vzhled: bily krystalicky prasek
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5.4 Pouzité kompetitory a standardy

e L-fenylalanin
Sumarni vzorec: CoH11NO>
Molarni hmotnost: 165,192 g/mol
Vzhled: bila krystalicka latka

O

OH
NH,

Obrazek 19: struktura L-fenylalaninu

e Hexamethylendiamin dichlorid

/\/\/\/NHZ
HoN
2CI

Obrazek 20: struktura hexamethylendiamin dichloridu

Sumarni vzorec: C¢HisCIbN»
Molarni hmotnost: 189,12 g/mol

Vzhled: bily krystalicky prasek

e 1-N-hexyl-3-methylimidazolium chlorid

\ +
N

S

Obrazek 21: struktura 1-N-hexyl-3-methylimidazolium chloridu
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Sumarni vzorec: CioH19N
Molarni hmotnost: 167,28 g/mol

Vzhled: bily krystalicky prasek

e Methylviologen dichlorid (1,1’-dimethyl-4,4'-bipyridinium dichlorid)

r \

2CI

Obrazek 22: struktura methylviologen dichloridu

Sumarni vzorec: C12H14Cl2N>
Molarni hmotnost: 257,16 g/mol

Vzhled: bily krystalicky prasek
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této bakalarské prace bylo potvrdit nebo vyvratit, zda se ligand komplexuje do dutiny
n¢kterého ze zkoumanych makrocykl, kterymi byly cyklodextriny a cucurbiturily metodou
izotermalni titratni mikrokalorimetrie. Pokud byl potvrzen vznik komplexu, byl

charakterizovan termodynamickymi parametry vazebnou konstantou, enthalpii a entropii.

6.1 Ligand s a-CD

Navézka ligandu o hmotnosti 1,512 mg byla rozpusténa v 1,5 ml destilované vody. Tento
roztok o koncentraci 5,00 mmol/l byl naplnén do jehly ITC a nasledné byl po 10 pl pfidavan
do roztoku a-CD. Ten byl pfipraven smichanim navazky 4,813 mg a-CD a 10 ml destilované

vody, kdy vysledna koncentrace byla 0,49 mmol/I.
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Obrdazek 20: Uvolnéné teplo a vysledna kiivka pro stanoveni 3-aminohomoadamntanu s

aCD
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Z Obrazku 20 je vidét, ze uvolnéna tepla jsou mald, coz znamenad, ze se ligand do a-CD
nenavaze. Pravdépodobné je to zptsobeno pfili§ malou kavitou, do které se tento ligand

nedokéze komplexovat.

6.2 Ligand s p-CD

Pro stanoveni s B-CD bylo navazeno 6,466 mg B-CD, ktery byl kvantitativné pfeveden do
10 ml odmérné banky a doplnén destilovanou vodou po rysku. Vysledny roztok mél
koncentraci 0,49 mmol/. Roztok ligandu do jehly byl pfipraven z navazky 1,477 mg vzorku
a 1,5 ml destilované vody, kdy vyslednéa koncentrace byla 4,88 mmol/I.
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Obrdazek 21: Uvolnéné teplo a vysledna krivka pro stanoveni 3-aminohomoadamntanu

s pCD
Jak je patrné z Obrazku 21, ekvivalence nastala pii stechiometrickém poméru N=0,976, coz
se blizi hodnoté 1. Vazebna konstanta méla hodnotu 1,05-10* I/mol. MiZeme fict, ze B-CD

je idealni ke komplexaci naseho ligandu. 3-aminohomoadamntan ma vyssi hodnotu vazebné
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konstanty nez ma strukturné¢ podobny 1-aminoadamntan, pro ktery byla za stejnych

podminek stanovena konstanta 6,25-10% 1/mol.

6.3 Ligand s y-CD

Navazka ligandu (1,503 mg) byla opét rozpusténa v 1,5 ml destilované vody a vznikly
roztok (4,77 mmol/l) byl titrovan do roztoku y-CD o koncentraci 0,50 mmol/l. Na Obrazku

22 mizeme vidét vysledek tohoto méteni.
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Obrazek 22: Spotrebované teplo a vysledna krivka pro stanoveni 3-aminohomoadamntanu
s yCD

Z tohoto obrazku je zfejmé, Ze priibéh reakce byl endotermni, nikoliv exotermni jako u
predeslych experimentil. Tedy teplo bylo spotfebovavané a miizeme fict, Ze stejné jako u

a-CD se ligand nevézal do y-CD. Je to také pravdépodobné zptsobeno pfili§ velkou
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kavitou tohoto oligosacharidu. Diky témto experimentlim je mozno fict, Ze jedinym

cyklodextrinem, do kterého 3-aminohomoadamantan navézal, byl B-CD.

6.4 Ligand s cucurbit[6]urilem

Po cyklodetrinech jsme také chtéli zjistit, zda je 3-aminohomoadamantan schopen se navazat
do kavit cucurbiturilti. Jako prvni jsme experiment provedli s cucurbit[6]urilem (CB6), ktery

je tvoten Sesti glykolurilovymi jednotkami.

Byl pfipraven roztok ligandu o koncentraci 0,53 mmol/l. Ten vznikl rozpusténim 0,171 mg
ligandu s 1,6 ml roztoku NaCl. Vzorek byl poté pifeveden do jehly mikrokalorimetru. Déle
byl ptipraven roztok do méfici cely, kdy navazka CB6 o hmotnosti 1,311 mg byla rozpusténa
ve 25 ml roztoku NaCl o koncentraci 2,5 mmol/l. Vysledna koncentrace tedy byla 0,05
mmol/l. Roztok ligandu byl titrovan do roztoku CB6.
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Obrdazek 23: Spotiebované teplo a vysledna kiivka pro stanoveni 3-aminohomoadamntanu
s CB6 Vysledné hodnoty miZzeme vidét na Obrazku 23. Stejné jako v predchozim méfeni
je uvolnéné teplo velmi malé a endotermniho charakteru a patrné, Ze se ligand do kavity

CB6 nekomplexuje.
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6.5 Ligand s cucurbit[7]urilem

6.5.1 Stanoveni pi‘esné koncentrace CB7 na standard L-fenylalanin

Pro zéasobni roztok CB7 bylo zapottebi provést standardizaci, tak aby byla stanovena jeho
spravna koncentrace. Jako standard byl pouzit L-fenylalanin, ktery byl titrovan do cely

mikrokalorimetru naplnéné roztokem CB?7.

Roztok standardu byl pfipraven smichanim 0,095 mg L-fenylalaninu s 1,15 ml destilované
vody. Do odmérné banky o objemu 10 ml byl odpipetovan 1 ml jiz pfipraveného roztoku

CB7 o koncentraci 0,56 mmol/l, a byl doplnén destilovanou vodou po rysku.

Kitivka standardizace je uvedena na Obrazku 24 a pomoci hodnoty stechiometrie N byla
vypocitana vysledna koncentrace CB7.
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Obrazek 24: Uvolnéné teplo a vysledna kiivka pro stanoveni presné koncentrace CB7 na
standard L-fenylalanin
Vysledna koncentraci byla vypocitdna jako sou€in koncentrace nestandardizovaného

roztoku CB7 a stechiometrického poméru.
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Ccg7 =C.N
ccgzr = 0,56.1,03
ccgz = 0,5768 mmol/l
Dale se tedy pracovalo se stanovenou koncentraci zdsobniho roztoku CB7, ktera byla 0,5768
mmol/l.
6.5.2 Samotné méfeni ligandu s CB7

Pro dal$i méfeni byl pouzit cucurbit[7]uril, ktery obsahuje o jednu glykolurilovou jednotku
vice nez CB6. Do jehly byl pfipraven roztok ligandu o koncentraci 0,50 mmol/l, a to
rozpusténim 0,226 mg ligandu s 2,2 ml destilované vody. Byl pouZit roztok CB7

z ptedeslého méteni (c=0,56 mmol/l). Na obrazku 25 muazeme sledovat vysledné hodnoty.
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Obrdazek 25: Uvolnéné teplo a vysledna krivka pro stanoveni 3-aminohomoadamntanu
s CB7
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Ekvivalence nastala pti N=918, tedy na jednu molekulu makrocyklu se vaze jedna molekula
ligandu, pomér je 1:1. Vazebna konstanta byla stanovena na 3,25-107 1/mol. Tato hodnota

neni zcela jednoznacnd, proto bylo zapotiebi provést dalsi méfeni s kompetitorem

6.5.3 Kompetitor pro CB7

Pti kompetitivnim experimentu dva ligandy s riznou afinitou soupeti o stejné vazebné misto

na makromolekule

Jako prvni kompetitor byl zvolen 1,6-hexamethylendiamin dichlorid, ktery méa vazebnou
konstantu v CB7 1,3-10'! I/mol. [29] Navazka 0,156 mg kompetitoru byla kvantitativng
pievedena destilovanou vodou do 10 ml odmérné banky s 1 ml zdsobniho roztoku CB7 a byl
ziskan roztok 1,6-hexamethylendiamin dichloridu v roztoku CB7 o koncentraci 0,0824

mmol/I.
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Obrdazek 26: Uvolnéné teplo a vysledna krivka pro stanoveni 3-aminohomoadamntanu
s CB7 a 1,6-hexamethylendiamin dichloridem
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Vyslednd vazebna konstanta ligandu se vypocitd jako soudin vazebné konstanty

experimentu, vazebné konstanty kompetitoru a koncentrace kompetitoru. [29]
Kiig = Kexp - Kkomp - Cromp
Ky, = 3,38:10°. 2,05-10°. 0,0824-1073
Kig = 57-10"° M~1

Vazebna konstanta 1 uvolnéné teplo stanoveni s prvnim kompetitorem bylo nizké a nebylo
zaruceno, Zze bude mozno reprodukovat métfeni s desetkrat vyssi koncentraci kompetitoru.

Proto byl hledan jiny kompetitor.

Jako dalsi kompetitor byl zvolen I1-N-hexyl-3-methylimidazolium chlorid, ktery ma
vazebnou konstantu 1,47-107 I/mol. [30] Navazka 0,241 mg kompetitoru byla opét pfevedena
destilovanou vodou do 10 ml odmérné banky s 1 ml zasobniho roztoku CB7 a byl ziskan

roztok 1-N-hexyl-3-methylimidazolium chlorid v roztoku CB7 o koncentraci 0,12 mmol/l.
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Obrdazek 27: Uvolnéné teplo a vysledna krivka pro stanoveni 3-aminohomoadamntanu
s CB7 a 1-N-hexyl-3-methylimidazolium chloridu (1)
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Vysledna vazebnd konstanta byla stanovena 2,21-10' 1/mol, coZ je mozno vidét

z nasledujiciho vypoctu.
Kz, = 3,98-10°. 1,47-107. 0,12-1073
Kiig = 2,21-10"° M~1

Pro ovéfeni volby spravného kompetitoru bylo provedeno dal§i meéfeni se stejnym
kompetitorem, ale s desetindsobnou koncentraci. Pokud by byl kompetitor spravny, méla by
hodnota méfeni s desetinasobnou koncentraci kompetitoru o tad klesnout, jak je ziejmé
z rovnice pro vypocet vysledné konstanty. Proto byl pfipraven novy roztok s koncentraci
kompetitoru a to 1,04 mmol/l, kdy navazka 2,115 mg kompetitoru byla kvantitativné
pievedena destilovanou vodou do 10 ml odmérné banky s 1 ml zdsobniho roztoku CB7 a byl

ziskan roztok 1-N-hexyl-3-methylimidazolium chloridu v roztoku CB7 o koncentraci 1,04

mmol/I.
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Obrazek 28: Uvolnéné teplo a vysledna krivka pro stanoveni 3-aminohomoadamntanu

s CB7 a 1-N-hexyl-3-methylimidazolium chloridu (2)
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Tento kompetitor, oproti ligandu, uz nebyl schopen “vyhrat* misto na makromolekule.

Vysledna vazebna konstanta kompetitoru byla 6,08-10'° I/mol.

Ky = 3,98-10°. 1,47-107. 1,04-1073

Ky = 6,08-10"° M~1

Hodnoty vazebnych konstant jsou 2,21-10'° A a 6,08-10'° A a tedy zvoleny kompetitor
je spravny. Pro srovnani, l-aminoadamantan ma vazebnou konstantu v CB7 velmi
podobnou, ato K =1,2-101° A7, [30]
6.6 Ligand s cucurbit[8]urilem
Poslednim makrocyklem zkouSenym pro navazani ligandu byl CB8, ktery se sklada z osmi
glykolurilovych jednotek, ma tedy nejvétsi kavitu ze vSech tfi pouzivanych cucurbiturilt.
6.6.1 Stanoveni presné koncentrace CB8 na standard methylviologen dichlorid

Stejné jako u CB7 bylo potieba zjistit jeho piesnou koncentraci. Tentokrat byl jako standard
pouzit methylviologen dichlorid. Jeji roztok vznikl rozpusténim 0,182 mg vzorku v 1,5 ml
destilované vody o vysledné koncentraci 0,47 mmol/l. Ta byla titrovana do roztoku CB8 o

koncentraci 0,05 mmol/l. Roztok CB8 byl jiz diive pfipraven ne Ustavu chemie.
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Obrazek 29: Uvolnéné teplo a vysledna krivka pro stanoveni presné koncentrace CBS8 na
standard methylviologen

Z vyslednych hodnot byla tedy vypocitana piesna koncentrace, jejiz vypocet muzeme vidét
nize. A to opét soucinem koncentrace ptivodné¢ vypocitané a stechiometrického poméru

ziskaného provedenim experimentu.
Ccgy =C.N
ccgy = 0,0482.0,797
ccgy = 0,0384 mmol/l

S vyslednou ptesnou koncentraci 0,04 mmol/l bylo pocitano v nasledujicich experimentech.

6.6.2 Kompetitor pro CB8

Jako jediny kompetitor byla zvolena methylviologen, u které byl experiment proveden
celkem tfikrat, ale vzdy sjinou koncentraci kompetitoru. Vazebnd konstanta
methylviologenu pro CB8 ve vod& metodou ITC je 7,05-10° 1/mol. [31] Navazka 0,172 mg

kompetitoru byla kvantitativné pfevedena destilovanou vodou do 10 ml odmérné banky s 1
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ml zasobniho roztoku CB8 a byl ziskan roztok methylviologenu v roztoku CBS8 o

koncentraci 0,07 mmol/I.
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Obrazek 30: Uvolnéné teplo a vysledna krivka pro stanoveni 3-aminohomoadamnatanu
s CB8 a methylviologenu (1)

Podle ziskanych hodnot byla vypo¢itina vysledna vazebna konstanta a to 2,55-10'° 1/mol.
Ky = 5,17-107. 7,05-10°. 0,07-1073
Kiig = 2,55-10"°° M~1
Dale bylo potieba ovéfit, zda byla volba tohoto kompetitoru spravna. Bylo provedeno dalsi

méfeni, ale tentokrat s desetindsobnou koncentraci. Pokud by byl kompetitor spravny, méla

by hodnota méfeni o fad klesnout.

Navazka 1,901 mg kompetitoru byla kvantitativné pfevedena destilovanou vodou do 10 ml
odmérné banky s 1 ml zasobniho roztoku CB8 a byl ziskan roztok methylviologenu

v roztoku CB8 o koncentraci 0,74 mmol/l.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

Time (min)
10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
TTrrTr T rrTr T Tr T r T r T r T T T TrTTTrOTd
0.0  mrmrrmmem e e
4 | 4
-0,1 - l -

0,2 - -

L

pcal/sec

o
[$)]
1

N=1,06
K=1,69-10" /mol

' AH = -17,96 kl/mol
A8 = 59,87 J/mol-K

o
o

= 04 o ginaga®E
Ie "
(&)
@
= n n
Y
0 -2 i
o
o}
| |
E
[0}
| |

£ 4 w )

 EEgEEE g

T T T T T T | T T

0,0 0,5 1,0 15 2,0
Molar Ratio

Obrazek 31: Uvolnéné teplo a vysledna krivka pro stanoveni 3-aminohomoadamnatanu
s CB8 a methylviologenu (2)

Jak je ziejmé z Obrazku 31, vazebna konstanta o fad neklesla.
Kiig = 1,69.107. 7,05.10°. 0,74.1073
Ky = 882.101°M~1
Bylo provedeno dalsi méteni, opét s desetinasobné vyssi koncentraci kompetitoru.

Dalsi roztok byl ptipraven stejné jako u predeslych dvou méfeni, tentokrat ale s navazkou

16,79 mg a vysledna koncentrace 6,53 mmol/L
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Obrazek 32: Uvolnéné teplo a vysledna krivka pro stanoveni 3-aminohomoadamnatanu
s CB8 a methylviologenu (3)

Z Obrazku 32 je vidét, ze vazebné konstanta klesla o fad, a tedy miizeme fict, Ze tento
kompetitor je spravny pii koncentracich desetkrat a stokrat vysSich néz je CB8. Vysledna

vazebnd konstanta tohoto méfeni byla
Kiig = 1,69-10°. 7,05-10°. 6,53-1073
Kiig = 7,78-10"°M~1

Hodnoty vSech vyslednych vazebnych konstant jsou 2,55-101°°M~1, 8,82-101°M~1a
7,78-1010 M1,
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ZAVER
Cilem této bakalarské prace bylo zjistit, zda se ligand 3-aminohomoadantan dokaze navazat
do kavit riznych makrocyklii. Pro makrocykly CB7 a CB8 bylo nutné¢ hledat vhodny

kompetitor, ktery by pomohl stanovit asociacni konstantu ligandu k témto makrocykltim.

V ptipadé CB7 to byl 1-N-hexyl-3-methylimidazolium chlorid a u CB8 methylviologen.

Stanovena vazebna konstanta pro B-CD byla 1,05-10* 1/mol, pro CB7 2,21-10'° I/mol a
6,08-10'° 1/mol a pro CBS, 8,82-10'" I/mol a 7,78-10'° I/mol. Pfi porovnani je patrné, Ze
ligand ma takika stejnou afinitu k CB7 jak k CB8, naopak k B-CD jak se dalo pfedpokladat
je afinita nizsi.

3-aminohomoadamantan se naopak nekomplexoval do a-CD, y-CD a CB6.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CD  cyklodextrin

CB  cucurbituril

CMC kriticka micelarni koncentrace

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
GIT gastrointestinalni trakt

AMA-HCI amantadinova hydrochloridova sil

CNS centralni nervova soustava

TFMS, HOTT trifluormethansulfonova kyselina

EPR elektronova paramagnetickd rezonan¢ni spektroskopie
NMR nuklearni magnetickd rezonance

ITC isothermalni titraéni mikrokalorimetrie

TEM transmisni elektronova mikroskopie

AS zména entropie

AH  zména entalpie

AG  zména Gibbsovy energie

Ka rovnovazna vazebna konstanta

N stechiometrie

T teplova (°K)

R plynové konstanta
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