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ABSTRAKT

Supramolekuldrni chemie zasahuje do mnohych odvétvi, mimo jiné i do potravinaistvi, kde
supramolekuldrni komplexy nachazeji mnoho uplatnéni. Cilem této prace byla proto
teoretickd sumarizace poznatki o supramolekularni chemii a jeji vyuziti, zejména
v potravinafstvi. Dalsi ¢asto vyuzivanou metodou v praxi je HPLC (vysokoucinna
kapalinova chromatografie). Proto jak teoreticka, tak praktické ¢ast prace je soustfedéna na

seznameni se s HPLC metodou a jeji vyuziti pii analyze supramolekularnich komplext.

Klicova slova: HPLC, cyklodextrin, cucurbituril, hostitel — host chemie, supramolekularni

chemie

ABSTRACT

Supramolecular chemistry has many applications in many industries, including the food
industry, where supramolecular complexes find many applications. The aim of this thesis
was therefore to summarize the theoretical knowledge of supramolecular chemistry and its
applications, especially in the food industry. Another frequently used method in practice is
HPLC (high performance liquid chromatography). Therefore, both the theoretical and
practical part of the thesis is focused on the introduction to the HPLC method and its

application in the analysis of supramolecular complexes.

Keywords: HPLC, cyclodextrin, cucurbituril, host — guest chemistry, supramolecular

chemistry
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UvVOD

Potravinarsky priimysl je v konstantnim vyvoji na cesté za lepSimi a zdravéjSimi produkty.
Jednim z novych smérti na dosdhnuti tohoto cile je aplikace supramolekularni chemie,
konkrétn¢ cyklodextrinti a cucurbiturilti jako makrocyklickych sloucenin. Jejich schopnost
vazat reverzibiln¢ rozdilné latky do supramolekularnich komplext se vyuziva ve vice
sméri od zlepSeni chutovych vlastnosti az po vyvoj ,,smart“ baleni, kde prodluzuji
zivotnost potravin. Svoje uplatnéni nachazi 1 v jedné z nejvic pouzivanych analytickych
metod vibec, a to v HPLC (angl. high-performance/pressure liquid chromatography =
vysokoucinna kapalinova chromatografie), kde vystupuji jako chirdlni separatory pro

opticky aktivni latky.

Tato prace se proto soustiedi na seznameni se s metodou HPLC na teoretické i praktické
urovni. Praktickd ¢ast je zaméfend na analyzu vybranych supramolekuldrnich komplexti a
nasledné vytvoteni kalibracnich kiivek z jejich koncentracnich fad. Kalibra¢ni kiivky maji
potencionalné slouzit na rychlou analyzu Cistoty syntetizovanych makrocykll na pracovisti

Ustavu chemie UTB.
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I. TEORETICKA CAST
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1 SUPRAMOLEKULARNI CHEMIE

Supramolekularni chemie studuje vztahy mezi strukturou a funkci souboru molekul
spojenych nekovalentnimi vazbami. Jinymi slovy, supramolekuldrni utvar (supramolekula)
se sklada ze dvou ¢i vice Casti (molekul ¢i iontil) spojenymi nekovalentnimi interakcemi
(Obr. 1, a)). Mezi nekovalentni interakce patii naptiklad vodikova vazba, n—m interakce,

hydrofobni interakce, elektrostatické interakce a van der Waalsovy interakce (Obr. 1, b)).

[1]

TYPINTERAKCE MODEL PRIKLAD
NABOJ - NABOJ i
Napor- J___©
—
NABOJ - DIPOL
NABOI- @ W9
T
e
DIPOL - DIPOL 0] s} 5 &j J
—
NABOJ - Ak )
INDUKOVANY DIPOL & ¢ .s‘)' s
>
DIPOL - i /N
INDUKOVANY DIPOL @ 5j & 8% < >
- .
VAN DER 8 ’ Q
WAALSOVY SILY ( )
s 3 <
VODIKOVA VAZBA \ /7
PO @ | o

Obrazek 1 a) ptiklad supramolekularniho komlexu slozené¢ho ze dvou pyrenbutyrovych
kyselin (modré struktura) navdzanych pomoci vodikovych mustkid uvniti hexamerni
nanokapsle slozené ze 6 — hexylpyrogalloarent [2]; b) Piehled nekovalentnich interakci [3]

Supramolekuldrni utvary jsou vysoce organizované entity, tvofené spontannim
uspofadanim chemickych individui za pomoci nekovalentnich interakei do specifickych
makroskopickych systémil jako napiiklad gely, lipozomy, micely, proteiny, biomembrany

¢1 host-guest komplexy s pfesné definovanou mikroskopickou strukturou (Obr. 2). [4]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

Y _;.; g i
&
BIOMEMBRANA -.‘ Ty

A, >

o ’% SUPRAMOLEKULARNI

SYSTEM
nn_xo\m'\.‘.{—v
ENZYMY =

~ |
| o 5 ]
HOSTITEL - HOST KOMPLEX #

KRYSTAL

Obrazek 2 Specifické makroskopické systémy [4]

1.1 Historie supramolekularni chemie

Historie supramolekuldrni chemie saha az k roku 1873, kdy holandsky fyzik Johannes
Diderik van der Waals ukazal na zdklad¢ studia plynli, Ze mezi molekulami existuji slabé

mezimolekulové sily.

V 60. letech 20. stoleti byly syntetizovany prvni umélé supramolekularni makrocyklické

slouc¢eniny — crown ethery (Obr. 3), které vazou alkalické kovy a kovy alkalickych zemin.

[1]

—~0 O, ~>

S S
k/o\) L“Ouf")
15-crown-5 18-crown-6

Obrazek 3 Crown ethery [5]

V roce 1987 se supramolekularni chemie stala uznavanou chemickou disciplinou, a to diky
Donaldu J. Cramovi, Jean-Marie Lehnovi a Charlesi J. Pedersenovi (Obr. 4) za jejich vyvoj
selektivnich komplext tzv. host-guest. Za jejich dobfe provedenou praci jim v tomto roce

byla udélena Nobelova cena. [6]
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Obrazek 4 Donald J. Cramov, Jean-Marie Lehnov a Charles J. Pedersen [7]
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2 HOST - HOSTITEL (HOST — GUEST)

Jedna zhlavnich oblasti vyzkumu supramolekularni chemie je studium host-guest
komplexti (Obr. 5), v prekladu "hostitel-host". [1] Komplex host — hostitel predstavuje
supramolekularni struktury sloZzené z dvou a vice ¢asti, které jsou spolu udrzovany pomoci
nekovalentnich vazeb. [8] Jinymi slovy, velkd molekula (hostitel) je schopna do sebe
uzaviit mensi molekulu (host) pomoci nekovalentnich interakei. [9] Hostitelé maji dutinu,
kterd jim umoznuje chovat se jako primarni hostitelské molekuly s velkou selektivitou a

afinitou k molekulam hostu. [8]

v QD —

HOSTITEL HOST HOSTITEL - HOST KOMPLEX

Obrazek 5 Princip hostitel — host [10]

Jako hostitelské molekuly se vyuzivaji makrocyklické slouceniny. Mezi takové
makrocykly patii naptiklad crown ethery (Obr. 3), cyklodextriny, cucurbiturily, kalixareny
(Obr. 6), a dalsi. [8]

HO OH HO oH

co CXx cB

Obrazek 6 Vybrani zastupci hostitelskych molekul (cyklodextriny, kalixareny,
cucurbiturily) [11]
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Dané komplexy nachazi uplatnéni v riznych oborech, jako je naptiklad organické chemie,

polymerni chemie, védy o materidlech a medicina (Obr. 7). [6]

HOSTITEL HOST

DOPRAVA LEKU DOPRAVA GENT FOTODYNAMICKA TERAPIE
(LECBA NADORL)

Obrazek 7 Vyuziti v oboru [12]

V biologii se vazba host — guest se pouziva taky, avSak ne pod takovym terminem. Host —
guest komplex je totiz obdobny zplsobu, jakym dochdzi k mnoha reakci mezi
biomolekulou a substratem. Jako ptiklad se jednd o protilatky, které vaZou antigeny nebo

navazani substratu na receptor, coz je vyuzito u enzymi (Obr. 8). [8]

W

SUBSTRAT
+ —_—
KOMPLEX ENZYM-SUBSTRAT
ENZYM

Obrazek 8 Interakce enzymu se substratem [8]
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3 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Vysokou¢innd kapalinovd chromatogratie (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) je fazena mezi nejcastéji pouzivané separacni metody. Tato metoda se
pouziva pro separaci a stanoveni analytl, které jsou obsazeny v organickych,
anorganickych a biologickych materidlech. Kazdé chromatografickd metoda se sklada
z mobilni (,,pohyblivé®) a stacionarni (,,nepohyblivé®) faze.

Mobilni faze v HPLC je kapalina, do které je davkovan kapalny vzorek obsahujici
rozpusténé analyty. [13] Jako stacionarni faze (nepohyblivd faze) se pouzZivaji polarni
ne/modifikované adsorbenty jako je silikagel nebo méné Casty oxid hlinity. A jako mobilni
faze (pohybliva faze) se vétSinou vyuzZivd voda jako polarni slozka, a organicka
rozpoustédla nebo jejich smési jako slozka nepolarni. [14] Mody HPLC jsou déleny podle
separac¢nich mechanismil na:

1) Rozdé€lovaci chromatografii,

2) Adsorb¢ni chromatografii,

3) lontovou (iontové vyménnou) chromatografii,
4) Vylucovaci chromatografii,

5) Afinitni chromatografii,

6) Chiralni chromatografii. [13]

3.1 Instrumentace

Instrumentace HPLC probiha v nasledujicich krocich (Obr. 9, 1-7).

2

ODPLYNOVAG | FCD:D’_

l__EF 4 KOLONA SR
5.
+ v POCITAC 7
DAVKOVAG J
ZASOBNIK
MOBILNI @@ — <=l
FAZE VZOREK
L CERPADLO 4. DETEKTOR
3, 6.
ODPAD

Obrizek 9 Schéma HPLC [16]
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Mobilni faze (MF) se pii isokratické eluci (eluce probiha pti konstantnim slozeni mobilni
faze) ptivadi ze zasobniku (1.) pfes odplynovac (2.) do vysokotlakého cerpadla (3.),
zatimco pfi gradientové eluci (v prib&hu analyzy se méni slozeni mobilni faze) se slozky
mobilni faze ptivadéji ze zasobniku do sméSovace, kde se programoveé misi ve zvoleném
poméru, a teprve poté postupuji do Cerpadla. Z Cerpadla je MF s méfenym vzorkem (4.)
vedena, pies tlumi¢ pulzt Cerpadla, do kolony (5.). Z kolony se MF se vzorkem pfivadi
pies detektor (6.), ktery je propojeny se zatizenim, vybavené s vyhodnocovacim softwarem
(7.). Nejcastéji se jedna o pocita¢, ktery pomoci specialnich programti dokaze vyhodnotit
prabéh analyzy. [15] Kazdy analyt po detekci ziskava sviij retencni ¢as. Podle odezvy
detektoru se stanovi intenzita kazdého analytu. Ziskava se tak spektrum — chromatogram,

zéavislosti odezvy detektoru na reten¢nim case (Obr. 10).

=
-

=
]

ademva detekron
= = :
—
— )
o

=

retanfni fas [min]

Obrazek 10 Zavislost odezvy detektoru na
reten¢nim Case [28]

3.1.1 Zasobniky mobilni faze a odplynovac

HPLC je vybavena jednim nebo vice zdsobniky MF (Obr. 11), pfi¢emz objem rozpoustédla

v zasobnicich se pohybuje v rozmezi 0,5 az 2,5 litru.

Ptistroj pro HPLC méa obvykle zabudovén i tzv. odplyiiovac,
ktery slouzi k odstraiiovani rozpusténych plyni a pracht
z kapalin. Rozpu$téné plyny totiz mohou zplsobovat
nereprodukovatelnost, a prachové ¢astice mohou znehodnotit ﬂ
funkce detektoru. Odplynéni se provadi pomoci vakua,
destilaci, kdy se kapalina zahfivd béhem promichavani, nebo

pomoci probublavani. V praxi se ale nejcastéji uplatiuji |
vakuové odplynovace. [13]
Obrazek 11 Zasobnik MF [17]
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3.1.2 Cerpadla

Kapalina se do kolony cerpa pistovymi nebo membranovymi cerpadly. [18] Pfi kazdém
pohybu pistu nebo membrany vpted dochézi k vytlaceni malého objemu mobilni faze do
systému. [15] Dobré a kvalitni ¢erpadlo dociluje pritoku v rozsahu od 0,1 az 10 ml/min pii
tlaku az 40 MPa. [13] Cerpadla jsou zhotoveny z odolnych materiald (nerezovéa ocel,
keramika, plast), které nesmi byt naruSovany mobilni fdzi a nesmi do MF uvoliovat

cizorod¢ latky. [18]

3.1.3 Davkovani vzorku

Dtive se jako davkovaci zafizeni pouzivala injekéni stiikacka, ktera piinasela nékolik
nevyhod z hlediska té€snosti, udrZeni tlaku, a hlavné vnéaSeni stop materidlu injekéni
stiikacky. [18] V soucasné dobé je davkovani injek¢ni stfikackou nahrazena déavkovaci
smyckou. Tato smycka dokaze volit davkovaci objem vzorku od 1 do 0,1 ml nebo i vice.

Nejnovéjsi davkovace jsou uz zcela automatické. [13]
3.1.4 Chromatografické kolony a predkolony

3.1.4.1 Chromatografické kolony

Pro HPLC se pouzivaji kolony neboli tzv, trubice o délce 10-100 cm, nejcastéji 1020 cm
s vnitfnim primérem od 0,2 do 2 cm, které jsou naplnény stacionarni fazi (Obr. 12). [15]
Kolony jsou vyrobeny z nerezové oceli, v nékterych ptipadech mize byt pouzité i trubice

vyrobené ze skla nebo plasti (polyetheretherketon) [13] Pokud se jednd o déleni

vvvvvv

V HPLC jsou vyuzivany 2 druhy nédplni kolon, a to s pelikuldrnimi a poréznimi ¢asticemi.
a) Kolona s pelikularnimi ¢asticemi

Pivodni pelikularni ¢astice byly neporézni kulicky, vyrobené ze skla nebo
polymeru. Povrch téchto kulicek, o velikosti 30—40 pm, byl pokryty tenkou vrstvou
oxidu kiemicitého (SiO2), aluminou (Al2O3) nebo polystyren-divinylbenzenovou
pryskyfici. Tyto vétsi pelikularni Céastice byly vytlateny menS$imi poréznimi
¢asticemi. Pelikularni ¢astice jsou v dneSni dob&é méné pouZzivané, uplatnéni ziskaly

pouze pro separaci bilkovin a velkych biomolekul.
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b) Kolona s poréznimi ¢asticemi

Porézni c¢astice maji velikost v rozmezi 3—10 pm a tyto Castice jsou tvoreny
silikagelem (Si0), aluminou (ALO3), syntetickou polystyren-divinylbenzenovou

pryskyfici [13] nebo florisilem (Mg2(SiO4)). [15]

Nejvice pouzivany je silikagel. Silikagel je adsorbent slabé kyselych vlastnosti,
z tohoto divodu dokaze siln¢ zpomalovat zédsadité latky. Silikagel ma amorfni

strukturu a snadno pfijimé vodu. Pfed jeho pouzitim je nutné aktivace pii 180 °C.

Druhym nejvice pouzivanym adsorbentem je alumina, ktery mé& narozdil od
silikagelu bazické vlastnosti, coz Ize vyuzit pro oddélovani slabé kyselych slozek
vzorku. Pfed jeho pouzitim je také nutna aktivace, kterd se provadi jeho zahiatim

na 400 °C po dobu 6-16 hodin.

Florisil patfi mezi slabé kyselé polarni sorbenty, které nejsou tolik vyuzivany jako

silikagel a alumina. [15]

S
T B
B S

Obrazek 12 Kolony pro HPLC [19]

3.1.4.2 Chromatografické piedkolony

Ptedkolony jsou kratké kolony zatfazené tésné pied analytickou kolonou, z divodu
chranéni této kolony (Obr.13). [13] Piedkolony se voli hlavné u pfirodnich vzorkd, u

kterych by latky mohly vyvolat pfed€asné znehodnoceni kolony. [15]

V HPLC se pouzivaji 2 typy predkolon. Prvni typ piedkolon ptfedstavuje kratkou kolonku,
kterd se umistuje mezi davkovaci zafizeni a analytickou kolonu, a je naplnénd stejnou
stacionarni fazi jako je analyticka kolona. Uelem této kolonky je zabranéni neéistot, které

by mohly kontaminovat nadchézejici kolonu. Tento typ pfedkolon je hojné vyuzivany.

Druhy typ ptedstavuje pfedkolonu, kterd je fazend mezi zasobnik mobilni faze a davkovaci
zatizeni. Pouziva se k upravé mobilni faze, MF Castecn¢ rozpousti ndpln predkolony, diive,
nez vstoupi na analytickou kolonu. Diky tomu se pak napli dale nerozpousti. Tento typ

ptedkolony se ale nepouziva. [13]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

LT
| -

1 | :...:_ m

o 1111 P

PIIE TEOR

Obrazek 13 Piedkolona [20]
3.1.5 Detektory

Detektor je zafizeni, které monitoruje zmény sloZzeni mobilni fdze méfenim fyzikalnich
nebo chemickych veli€¢in. Detektory se podle selektivity déli na univerzalni (reaguje na
vSechny analyty), selektivni (reaguje pouze na urcitou skupinu latek) a specificky (reaguje
pouze na jediny analyt, pfipadné na velmi malou skupinu latek, které maji podobné

vlastnosti).

Mezi idedlni pozadavky na detektory v HPLC patii moZnost detekce vSech ptfitomnych
komponentl (univerzalnost), okamzitd odezva detektoru, vysoka citlivost a nizka Uroven
Sumu, odolny vii¢i zménam tlaku, pritoku mobilni faze a teploty, vhodny pro gradientovou
eluci. V praxi takovy detektor bohuzel neexistuje a rizné typy detektorti se jednotlivym

pozadavkim viceméné pouze ptiblizuji. [21]

V praxi se jako detektor nejvice pouziva fotometricky, refraktometricky a fluorescen¢ni

[18]
1) Fotometrické detektory

Fotometrické detektory (Obr. 14) se zarazuji mezi nejCastéjsi typy detektorii a jsou
vhodné pro gradientovou eluci. Fotometrické detektory jsou zalozeny na principu
absorpce zafeni v oblasti vinovych délek od 190 do 800 nm. Kvantitativni
vyhodnoceni je zaloZzeno na Lambert-Beerové zdkoné, ktery vyjadiuje vzajemny
vztah mezi tlouStkou absorbujici vrstvy (1), koncentraci absorbujici slozky (c) a

vlastni  velikosti  absorpce, detektor

vyjadienou jako absorbance

(A): A = ecl; kde ¢ je

wystupni $térbina

, v 7 . kyveta se vzorkem
molarni absorpéni koeficient
vstupni stérbina

(I/mol/cm). [21]
o R

disperzni prvelk

zdroj zéreni

Obrazek 14 Schéma fotometrického detektoru [22]
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2) Refraktometrické detektory

Refraktometrické detektory (Obr. 15) se pouzivaji jako univerzalni detektory, ale
nejsou vhodné pro gradientovou eluci. Tyto detektory se pouzivaji pro latky, které
neabsorbuji a nefluoreskuji (cukry, lipidy, polymery). Refraktometrické detektory
jsou zaloZeny na méfeni zmén indexu lomu eluatu, ktery prochézi méftici celou.
Cim vétsi je rozdil v indexu lomu analytu a mobilni faze, tim vétsi je i citlivost.
Meéfieni se provadi tak, ze paprsek prochdzi métenou a srovnavaci celou, a je méfen

rozdil intenzity svétla, které dopada na detektor. [23]

d eteld or
rozptylenaho arétla

| F
Q0 L. % - |

2o manci
s Etla optika cala detekton
prochazejiciho
o etla

Obrazek 15 Schéma refraktometrického detektoru [24]

3) Fluorescenéni detektory
Fluorescencni detektory (Obr. 16) 1ze pouzit pro gradientovou eluci. Tyto detektory
meii sekundarni (emisni) zafeni, které latka vyzafi po absorpci primarniho
(excitacniho) elektromagnetického zéafeni. Absorpci elektromagnetického zafeni

piechazeji molekuly latek ze zékladniho stavu do vysSSich vibrac¢nich hladin.

Absorbovanou energii analyt vyzaii jako fluorescenci. [23]

A fotonasobié
emisni A L

miizka p

excitadni A FLT'L
mrizka < H &térbina

méfici ce Ia

Stérbiny

t!.' zdroj

Obrazek 16 Schéma fluorescencniho detektoru [25]
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3.1.6 Kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni chromatografické analyzy

Zpusob kvalitativniho vyhodnoceni chromatogramti spo¢ivd v porovnani reten¢niho ¢asu
neznamé latky a standardu separovaného za stejnych podminek. Nebo se provadi diky
napojeni hmotnostniho spektrometru na kapalinovy chromatograf (LC-MS). Timto se
ziskavaji informace o molarnich hmotnostech eluovanych slozek, a diky tomu se usnadnuje

kvalitativni analyza. [15]

Pti kvantitativnim stanoveni se hledd vztah mezi mnozstvim eluované latky a plochou
zaznamenaného piku. JelikoZ ma vyhodnoceni dat v HPLC relativni charakter, je mozné
vztah mezi plochou piku a nezndmou koncentraci stanovovaného analytu ur€it pomoci

standardf. Pti kvantitativnim stanoveni pak lze pouzit naptiklad nésledujici metody:
a) Metoda vnéjSiho standardu (metoda kalibracni kiivky),
b) Metoda ptidavku standardu,
¢) Metoda vnitiniho standardu. [26]

Metoda vnéjsiho standardu

Tato metoda se fadi mezi nejjednodussi zpiisoby kvantitativniho vyhodnoceni. Je znama
jako metoda kalibra¢ni kiivky. Analyzuji se pfi ni roztoky standardi o znamé, ale rozdilné
koncentraci a hled4 se zavislost mezi koncentraci a plochou piku. Obvykle se méti 5-7
bodi pfimky, pficemz kazdy bod se méfi alespon 2 — 3x, aby se dosdhlo co
nejspolehlivéjSich vysledk. Tento zplisob kvantitativniho vyhodnoceni je vhodny pro

praci se standardy a v pripadé, kdy ma vzorek a standard srovnatelné vlastnosti. [26]
Metoda piidavku standardu

Ptedpokladem pouziti metody standardniho ptidavku je splnéni podminky linearity mezi
plochou piku a stanovovanou koncentraci. Princip této metody je v tom, Ze se ke vzorku
pridéa pfesné mnozstvi té samé latky, u které se ma stanovit nezndma koncentrace. Vzdy se
musi udélat nejméné dva nastiiky vzorku — pii prvnim se davkuje piesné mnoZstvi vzorku,

pfi druhém se davkuje pfesné mnoZzstvi smési [27]
Metoda vnitiniho standardu

V této technice se celd analyza uskute¢ni v jediném nastfiku a davkovany objem vzorku

neni tfeba pfesné¢ odmeétovat. Princip metody je dan tim, Ze se nafedi vzorek vzorkem
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standardu, pfi¢emz piivodni koncentrace standardu musi byt znama. Tato technika ma dvé

varianty, a to metoda pfimého porovnani a metoda Kkalibra¢ni krivky.
a) metoda pfimého porovnani

Ke vzorku o urcitém objemu a nezndmé koncentraci se prida objem standardu o znamé
koncentraci. Latky se musi dobie separovat a standard by se mél eluovat v blizkosti
stanovované latky. Ziskana smés se nadavkuje a vyhodnoti se plochy standardu a

stanovované latky.
b) metoda kalibra¢ni kiivky

Ptipravi se série standardnich roztokt latky o dané koncentraci a z jednotlivych roztokt se
odebere urcity objem a natfedi se objemem standardu o zndmé koncentraci. Ziskana smés

se nadavkuje a vyhodnoti se plochy standardu a stanovované latky. [18]

3.2 Optimalizace mobilni faze

Optimalizace predstavuje nezbytné kroky k uspésné analyze pomoci HPLC. Optimalizace
je postup, ktery zahrnuje cely proces vyvoje a validace metody. Optimalizace se tyka
vybéru chromatografickych podminek, ktera budou vyhovovat vSem standardiim a zaroven
umozni presnou separaci a citlivou identifikaci slouenin ve smési v co nejkratSim cCase.

Proces optimalizace je vétSinou experimentalni.

3.3 Aplikace a vyuziti HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie ma uplatnéni ve vice odvétvi, jako je naptiklad
farmacie pro separaci antibiotik, sedativ, steroidii a analgetik; v biochemii se jedna o
separaci aminokyselin, bilkovin, sacharidi a lipidi. V potravinafstvi lze izolovat uméla
sladidla, antioxidanty, aflatoxiny; ve forenzni védé se jedné o izolaci drog, jedl, narkotik.
V priimyslové chemii se snazi separovat polycyklické aromatické uhlovodiky, povrchové
aktivni latky, pohonné hmoty a barviva. A v Zivotnim prostfedi se jednd o separaci

pesticidl a herbicidi. [13]
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4 CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH MAKROCYKLICKYCH
SLOUCENIN (CYKLODEXTRINY, CUCURBITURULY) A JEJICH
VYUZITI V POTRAVINARSTVI

4.1 Cyklodextriny

Jiz nékolik let se védci z akademické 1 primyslové sféry intenzivné zajimaji o
cyklodextriny a jejich derivaty, a to zdivodu jejich charakteristickych strukturnich,
fyzikédlnich a chemickych vlastnosti. Mnoho aplikaci cyklodextrinli dodnes nebylo

objeveno, proto o né vyzkumnici maji stale velky zajem.

Prvni zminka o cyklodextrinech (CD) byla publikovana uz v roce 1891, kdy Antoine
Villiers popsal izolaci krystalické latky ze Skrobu natrdveného bakteriemi rodu Bacillus.

[29]

4.1.1 Struktura a vlastnosti cyklodextrini

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy tvofené glukopyranozovymi jednotkami, které
jsou spojeny a-1,4 glykosidickymi vazbami. [30] CD nejsou toxické, jedna se cukerné
polymery, které jsou ve vodé a nékterych organickych rozpoustédlech stabilni.
V zésaditém prostiedi (pH = 12,1) se stabilita zvysuje, pokud ale prostfedi neni dostatecné
zéasadité (pH = 4-9), dochézi k hydrolyze, coz ma za nasledek otevieni kruhu. Otevieni

kruhu zptisobuje tvorbu riiznych linearnich oligosacharidi a glukézovych jednotek. [29]

Nejbézné€jsi a nejvice vyuzivané jsou a, B, v — cyklodextriny (Obr. 17), které jsou tvoieny
6-8 gluk6zovymi jednotkami: a-cyklodextrin (a-CD) je slozen ze Sesti, B-cyklodextrin (-
CD) sedmi a y-cyklodextrin (y-CD) osmi jednotek. [30]

Obrazek 17 Struktura jednotlivych CD(n) [29]
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Geometrické uspotfadani glukézovych jednotek predstavuje duty kuzel. Orientace
jednotlivych  substituenti  (hydroxylovych skupin) wurcuje specifické vlastnosti
cyklodextrinu. Vnitini ¢ast, nazyvana jako kavita, je hydrofobni (nerozpustnd ve vodg¢),
zatimco vngj$i ¢ast je hydrofilni (rozpustné ve vod¢) (Obr. 18). Na vnéjsim §irSim okraji
kavity se nachazeji sekundarni hydroxylové skupiny a uzsi okraj je obklopen primarnimi
hydroxyly. Pritomnost uhlovodikového fetézce a etherickych kysliki urcuji hydrofobni

vlastnosti vnitini ¢asti. [30]

Hydrofobni Edst

Hydrofilni ¢ast

Obrazek 18 Znazornéni struktury CD[n] [31]

4.1.2 Syntéza cyklodextrini

Cyklodextriny vznikaji hydrolyzou skrobu za plisobeni enzymi. Dva nejcastéji pouzivané
enzymy jsou a-amyldza a cyklodextrin-glykosyltransferaza (CGT). CGT je produkovan
riznymi druhy bakterii, jako je napi. Klebsiella, Clostridium nebo Bacillus. [30] CGT se
jednotky, aby se zvysila jeho rozpustnost. Vysledkem je smés, kterd se vétSinou sklada z a-
CD, B-CD a y-CD v jejich typickém poméru. Diky nizké rozpustnosti B — CD, jej lze
snadno krystalizovat z roztoku smési. Zatimco a-CD a y-CD maji pomérné vysokou
rozpustnost, Spatné tedy krystalizuji a zlstavaji v roztoku. Cyklodextriny s vysokou

rozpustnosti 1ze ze smési ziskat pomoci chromatografickych metod. [32]

4.1.3 Vyuziti cyklodextrini

Cyklodextriny maji hojné vyuziti. V soucasné dob€ se ve farmaceutickém primyslu
objevuje stale vice farmakologickych sloucenin, které jsou témét nerozpustné ve vodném

prostiedi. V minulosti se k rozpousténi téchto latek pouzivaly povrchové aktivni latky,
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organicka rozpoustédla nebo drastické zmény pH. To Casto vedlo k podrazdéni nebo jinym
negativnim disledkim pro organismus. Vysledkem je, ze CD, ktera jsou netoxicka a diky

své molekularni struktufe schopna vytvaret inkluzni komplex s 1é¢ivy [33]

Dalsi zajimavou vlastnosti cyklodextrini je, ze jsou schopné vazat a tim odstrafovat
nepiijemné pachy. V kosmetickém primyslu se tak pouzivaji jako soucast deodorantd,

parfému a dalSich produkti.

Dalsi uplatnéni maji v oblasti ochrany Zivotniho prostfedi. Diky své schopnosti vazat do
sveé struktury riizné latky, jako jsou naptiklad t€Zké kovy ¢i pesticidy, jsou cyklodextriny

schopny odstranovat tyto latky z vody a ptdy, a tim Cistit prostfedi od skodlivin. [34]

V potravinarském primyslu se cyklodextriny vyuzivaji mnohem vice nez druhé nejcastéji
vyuzivané makrocykly — cucurbiturily, protoze jsou to molekuly bez chuti, bez kalorii a
bez zépachu s nékolika cennymi vlastnostmi, jako je schopnost oddélovat chiralni
slouc¢eniny a jejich schopnost rozpoustét nebo stabilizovat bioaktivni slouceniny. [35]
CD(n) maji dokonce svlij E — kod (E—459) a pouzivaji se ke zlepSeni chutovych vlastnosti

a stability urcitych slozek potravin, jako jsou kofeni, oleje a vitaminy. [36]

V nejvétsi mife se vyuzivaji k extrakei raznych latek z biologického materialu ¢i potravin,
z diivodu zvySeni vynost nebo k vyrob¢ upravenych produktt. Jedna se naptiklad o ,,free”
produkty, kdy se za jejich pomoci extrahuji urcité latky z potravy, jako naptiklad laktdza,
cukr nebo gluten, ¢im vznikaji laktoza — free, cukr — free (sugar — free), gluten — free a jiné
produkty. Ptipadn¢ se vyuzivaji na eliminaci nahotklé chuti a pachuti, naptiklad
k odstranéni bobovité piichuté sojového mléka, hotkych sloZzek nebo k eliminaci rybiho ¢i
koziho zapachu. [35] Dale slouZi i na odstranéni volnych mastnych kyselin; ¢imz zlepSuji

vlastnosti tuku pfi smazeni [36] (Obr. 19).
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Obrazek 19 Vyuziti CD(n) k dosazeni organoleptickych vlastnosti a k vyrobé¢ ,,free*
produkt [35]

Pomoci CD se vylepSuje i samotné baleni potravin. Cilem je vytvofit ,,smart* baleni, které
po ptidani CD prodluzuji expira¢ni dobu produktu. Mohou byt piidavané jako ,,volné*“ CD
nebo ,,v komplexu®. Volné slouzi na zachytavani ur¢itych malych molekul, zatim co CD
v komplexu se pridavaji na uvolnéni ligandu slouziciho jako konzervacéni latky. Vyuziti
nachazeji pifi snizovani tvorby vypart dozravajici zeleniny a ovoce [35], ¢imz se
zpomaluje enzymatické hnédnuti na povrchu zpracovavané potraviny. [36] Vyuzivaji se
také na zachytdvani aditiv a kontaminantd z oballi, anebo jako nosice antioxidantl. (Obr
20). Vzhledem k tomu, ze CD jsou oligosacharidy na bazi skrobu, a jsou tedy biologicky

odbouratelné, 1ze navic cely obal povazovat za biologicky odbouratelny.

,,l: Cisté cyklodextriny |

Aktivni baleni
‘\\ (,
e - . .
W Komplexy cyklodextrini l

"Smart" baleni

Antimikrobidlni vlastnost: pro Kontrola zrini A.uu:md.acm Gémky pro Udrzeni 1:!eb0 uvolnéni Odstranéni
prodlouZeni trvanlivosti uchovéni potravin vonnych latek (parfémy) zmékéovadel

Obrazek 20 Aplikace CD v potravinaiskych obalech [35]
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V neposledni fadé se vyuzivaji i na vyrobu nosict bioaktivnich latek jako jsou vitaminy,

mastné kyseliny, antioxidanty ¢i karotenoidy. [35]

4.2 Cucurbit(n)urily

Syntéza cucurbiturilti zacind v roce 1905, kdy R. Behrend se svym kolektivem popsal
cucurbiturily jako produkty kondenzac¢nich reakci glykolurilu a formaldehydu (Obr. 21,
vlevo) v kyselém prostiedi. Struktura cucurbituril byla objasnéna o n¢kolik let pozdéji, az
vroce 1981, kdy W. L. Mock ziskal makrocyklickou strukturu CB(6) a pojmenoval ji po
botanické Celedi tykvovitych (Cucurbitaceae), kvili jeji struktuie ve tvaru dyné (Obr. 21,
vpravo). [32]

2"__2- __---H\\
\ \\ N\

0 ] —
HN )’I\ NH Formaldehyd \\_ N )L N—CH, _| frg/P? - / \ \ \
H,S04 F ; [ [ \N/‘(Nx/u..; '|
HP; rNH —CHa |"\ |I\ JR"L -4} /
Y T | g

L 6
CB[6]

Obrazek 21 Vlevo: Syntéza prvniho cucurbiturilu CB(6). Vpravo: Ilustrace dynovité
struktury CB(n) [37]

4.2.1 Struktura a vlastnosti cucurbiturila

Cucurbiturily jsou syntetické, makrocyklické slouceniny s riznym poctem glykolurilovych
jednotek vazanych pres dusik methylenovymi mistky. Aktudlné je zndma struktura CB(n)
slozenych z 5, 6, 7, 8 a 10 jednotek (Obr. 22). CB(9) byl sice také identifikovan, a to
pomoci NMR, ale dosud nebyl izolovan. [38]
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Obrazek 22 Krystalova struktura nékterych cucurbiturilti [39]

Navzdory rozsahlému vyzkumu nebyly nalezeny zddné dikazy o Skodlivych ucincich
CB(n) na lidsky organismus, proto jej povazujeme za bezpecné a vhodné latky, 1 pro

pouziti ve farmaceutickém a lékarském pramyslu. [32]

Mezi dulezité vlastnosti patii tvorba komplexti latek s CB(n). Naptiklad CB(5) umoziiuje
pouze vazani plyn, CB(6) vaze alifatické uhlovodiky, CB(7) dokaze vazat aromaticky

cyklus a CB(8) je schopny vazat v dutin¢ dv¢ aromaticka jadra zaroven vedle sebe.

Hlavni nevyhodou a divodem, proC je prace s CB(n) pomérné ndrocnd, je jejich Spatna
rozpustnost. Zadné z organickych rozpoustédel nepodporuje rozpustnost CB(n). CB(6) a
CB(8) jsou ve vod¢ témét nerozpustné, zatimco CB(5) a CB(7) jsou zhruba 1000krat
rozpustngjsi ve vod¢ nez CB(6). Rozpustnost CB(n) ve vodé se zvySuje v piitomnosti soli
kovil tim, Ze iont kovu je koordinovan na karbonylové skupiny. Obecné lze fict, Ze se

CB(n) dobfte rozpousti pouze v silné kyselém prostiedi. [39]

4.2.2 Syntéza cucurbiturili

Pro syntézu cucurbituril, se vyuzZiva reakce mocoviny s diketonem (glyoxal), kdy z
takovych to vychozich latek vznikd meziprodukt glykoluril. Glykoluril se
s formaldehydem kondenzuje v kyselém prostfedi (pfitomnost kyseliny sirové nebo

kyseliny chlorovodikové) za vzniku produktu CB(6), pfi teploté nad 110 °C (Obr. 23).
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Obrazek 23 Syntéza CB(n)

CB(6) je, diky hojnosti vodikovych vazeb, hlavnim produktem reakce. Pti sniZeni teploty
reakce na 75 — 90 °C Ize ziskat i1 dalsi CB, jako je CB(5) a CB(10). [27] Bohuzel CB(n) s
deseti podjednotkami, Ize z reakéni smési izolovat pouze ve form& komplexu s CB(5) ve
velmi malém mnozstvi. Separace samotného CB(10) je provadéna vyvazanim CB(5)
triazinovym derivatem, s nimz tvoii CB(10) stabilnéjsi komplex. Triazinovym derivat je

nasledn¢ z kavity odstranén zahiivanim v anhydridu kyseliny octové. [39]

4.2.3 Vyuziti cucurbiturila

Cucurbiturily se diky svym komplexotvornym vlastnostem pouzivaji v mnoha
pramyslovych odvétvich. BohuZzel se nepouzivaji tak casto, jak by mohly, a to kvili
nedostatku Cistych homologd, jejich Spatné rozpustnosti ve vodnych roztocich a obtiznosti
s navazanim funkénich skupin na jejich povrch. [40]

Vyuziti ale nachazeji naptiklad ve farmaceutickém primyslu jako nosice nerozpustnych
1é¢iv nebo pfti katalyze chemickych reakei. [41]

V oblasti Zivotniho prostiedi se cucurbiturily uplatnily pfi €i$téni odpadnich vod. Pomoci
polymert cucurbituril-ethandithiold je moZné z odpadnich vod odstranit synteticka

barviva, jako je naptiklad methylenova modf, konZska Cerven, Orange II. a dalSich. [42]

V potravinafském priimyslu se cucurbiturily mohou vyuzit pro adsorpci iontl tézkych

kovl. Tézké kovy ovliviiyji kvalitu vody a na lidskou populaci piisobi neptiznive, mohou
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vyvolat zdravotni potize, proto je nutné t€zké kovy z vody odstranit. Nejvyssi ¢innost

adsorpce tézkych kovl z vody prokazal CB(6). [42][43]
4.3 Vyuziti vybranych makrocyklickych slou¢enin v HPLC

4.3.1 Cyklodextriny

V potravinaiském primyslu je dilezité znat mnozstvi zivin nebo bioaktivnich latek ve
vyrobcich a za timto Gcelem byly vyvinuty nové metody méteni se zvySenou citlivosti. V
tomto ohledu mnoho vlastnosti CD, jako je jejich schopnost chirdlniho rozpoznavani
izomert nebo zesilovani jejich signalii, znamena, Ze je lze pouzit jako platformu pro vyvoj
novych nanosenzort. [44] Konkrétné¢ se jednd o chirdlni separace, provadéné pomoci
techniky HPLC, kde vystupuji jako chiralni selektory v stacionarni fazi i mobilni fazi.

Chiralni separace se fadi mezi analytické metody umoziujici separovat latky, které jsou
opticky aktivni (S, R-izoméry) a vyskytuji se jako stereoizomery (molekuly se shodnym

sumarnim vzorcem a konstituci, liSici se prostorovym uspotadanim) (Obr. 24). [45]

Obrazek 24 Ptiklad chiralnich molekul (enantiomert) - zrcadlové obrazy, které jsou
vzajemné neztotoznitelné [45]

Enantiomery maji stejné fyzikalni a chemické vlastnosti, coz takové separace komplikuje,
protoze vétSina separacnich technik odd¢€luje jednotlivé analyty na zaklad¢ jejich odlisnych
fyzikdlnich a chemickych vlastnosti. Chirdlnim selektorem se rozumi latka, ktera
s analytem na sebe vzdjemné pisobi. Mlize byt bud’ soucasti staciondrni fdze (navdzan na

sorbentu) (Obr. 25) nebo miize byt pfidan ve formé aditiva do f4ze mobilni. [46]
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Obrazek 25 Ukézka chirélni separace S,R-flavonu pomoci CD navazaného na stacionarni
fazi [47]

Jako chirdlni selektor se vyznamné vyuzivaji typy CD jako jsou: a, B, y-cyklodextrint.
Podle poctu glukézovych jednotek se vnitini primér jednotlivych CD lisi, z toho vyplyva
vyuziti jednotlivych CD v zavislosti na velikosti analytu. a-CD se uplatiiuje hlavné pro
separaci malych molekul (jeden kruh), slouceniny obsahujici dva kruhy jsou separovany
pomoci B-CD a pro separaci vétSich molekul obsahujici tfi a vice kruhti (steroidy) slouzi y-

CD. Nejvétsi uplatnéni ma B-CD. [30]

4.3.2 Cucurbiturily

Cucurbiturily se vyuZivaji jako stacionarni faze imobilizovand na silikagelu nebo
polymernich kulickéch v analytickych separa¢nich metodach. Vyuziti pravé cucurbiturili
je z divodu jejich vyraznych inkluznich a koordinacnich vlastnosti v kombinaci s

chemickou odolnosti.

Jako SF pro HPLC prokazal nejvyssi stabilitu CB(7) imobilizovany silikagelem (SiO2).
Kromé toho CB(7) vykazuje ur€ity stupen hydrofobnich i1 hydrofilnich vlastnosti, coz
naznacuje, Ze tuto stacionarni fazi lze pouZit jak v chromatografii na reverzni, tak i na

normalni fazi. [42]

Studie prokazaly také pouziti CB(6) vazaného na silikagel jako stacionédrni fazi pro HPLC

k separaci alkaloidil (berberin, efedrin, atropin, nikotin). [48]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem praktické c¢asti této prace bylo seznameni se s vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) a optimalizace mobilni fazi pro analyzu dvou komplexi a nasledné
jejich smési. Prvni komplex (Obr. 26) byl sestaven z B — cyklodextrinu s kyselinou
benzoovou, a druhy komplex (Obr. 27) z cucurbiturilu(7) s N, N, N’, N” - Tetramethyl — p

— phenylen — diaminem dihydrochloridem.

Po optimalizaci podminek se vytvofi a preméti koncentracni fady komplext, ze kterych se
vytvoii kalibra¢ni kiivky. Ty mohou slouzit na rychlé stanoveni Cistoty syntetizovanych

makrocykla.

0

@AOH
D

Obrézek 27 Komplex Obrazek 26 Komplex 2 — CB(7) s N, N,

1-B — CD s kyselinou N’, N’ - Tetramethyl — p — phenylen —
diaminem dihydrochloridem.

benzoovou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

6 METODIKA

Byla vyvinuta metoda pro analyzu 2 supramolekularnich komplext za pomoci HPLC:

1) Makrocyklus  — CD s ligandem kyselinou benzoovou

2) Makrocyklus CB(7) s ligandem N, N, N’, N” - Tetramethyl — p — phenylen — diaminem

dihydrochloridem

Z kalibracnich tad téchto komplexti o danych koncentraci byla poté vytvotfena kalibra¢ni

kiivka.

6.1 Chemikalie

B — cyklodextrin (Ing. Petr Janovsky, UTB Zlin)

Cucurbituril(7) (Ing. Petr Janovsky, UTB Zlin)

N, N, N’, N” - Tetramethyl — p — phenylen — diamin dihydrochlorid 98 % (Sigma —

Aldrich, Praha, Ceska republika)

Kyselina benzoova (Thermo Fisher SCIENTIFIC, USA)
Octan amonny (LACHEMA, Neratovice, Ceska republika)
Kyselina octova (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
Acetonitril (Honeywell, USA)

Methanol (Honeywell, USA)

HPLC voda (Fisher Chemical, Indie)

6.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Aparatura pro HPLC (Chromatograf Dionex Ultimate 3000)

Kolona Discovery C18, velikost ¢astic 5 um, pramér 4,6 mm, délka 25 cm
Detektor DAD UV-VIS

Software HyStar Post Processing

Davkovaci stifkacka (Chirana T. Injecta cz, spol. s r.0., Ceské republika)

Mikrofiltr o velikosti port 0,22 um (BIOFIL, Spanélsko)
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e pH metr (HANNA instrument, HI 2221 Calibration Check pH/ORP Meter, Praha,

Ceska republika)
e Ultrazvukova lazenn (ARGO LAB, Velka Britanie)
e Analytické vahy (BOECO, Germany)
e Laboratorni sklo

e Chladnic¢ka (LG Smart ThinQ, Jizni Korea)

Mobilni faze ‘ g

"' Cerpadlo
Eaar |

e - 1 i Autosampler

Kolona

UV — detektor

Obrazek 28 Chromatograf Dionex Ultimate 3000
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7 ANALYZA KOMPLEXU POMOCI HPLC

7.1 Priprava mobilnich fazi pro analyzu komplexi

Vsechny pfipravené mobilni faze mély HPLC kvalitu.
7.1.1 Priprava mobilni fize pro méieni komplexu 1: makrocyklu p — CD s ligandem
kyselinou benzoovou
Jako mobilni faze pro tento komplex (Obr. 26) byly vyzkouSeny 3 varianty:
1. Octan amonny s methanolem,;
2. Octan amonny, okyseleny kyselinou octovou, s methanolem;

3. Octan amonny, okyseleny kyselinou octovou, s acetonitrilem.

7.1.1.1 Priprava MF octanu amonného s methanolem

Na méfeni byl pouzity 100 % HPLC methanol jako organickd faze a octan amonny o
koncentraci 5 mM jako vodni faze. Roztok octanu amonného byl pfipraven rozpusSténim

0,1927 g octanu amonného v 500 ml HPLC vody.

7.1.1.2 Priprava MF octanu amonného, okyseleného kyselinou octovou, s methanolem

Na meéfteni byl pouzity 100 % HPLC methanol jako organickd faze a octan amonny o
koncentraci 5 mM, okyseleny kyselinou octovou, aby vznikla kyseld vodni faze. Roztok
octanu amonného byl pfipraven rozpusténim 0,1927 g octanu amonného v 500 ml HPLC
vody. Kyselina octova se k roztoku octanu amonného ptidévala po kapkach do té¢ doby, nez

roztok octanu amonného ziskal hodnotu pH = 4,4. pH se métilo pomoci pH metru.

7.1.1.3 Priprava MF octanu amonného, okyseleného kyselinou octovou, s acetonitrilem

Na méfeni byl pouzity 100 % HPLC acetonitril jako organickd fadze a octan amonny o
koncentraci 5 mM, okyseleny kyselinou octovou, aby vznikla kyseld vodni faze. Roztok
octanu amonného byl pfipraven rozpusténim 0,1927 g octanu amonného v 500 ml HPLC
vody. Kyselina octova se k roztoku octanu amonného ptidavala po kapkach do té doby, nez

roztok octanu amonného ziskal hodnotu pH = 4,4. pH se méfilo pomoci pH metru.
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7.1.2 Priprava mobilni faze pro méreni komplexu 2: makrocyklu CB(7) s ligandem

N, N, N, N” - Tetramethyl — p — phenylen — diaminem dihydrochloridem
Jako mobilni faze pro tento komplex (Obr. 27) byly vyzkousSeny 2 varianty:
1. Octan amonny s methanolem;

2. Octan amonny s acetonitrilem.

7.1.2.1 Priprava MF octanu amonného s methanolem

Na méfteni byl pouzity 100 % HPLC methanol jako organicka faze a octan amonny o
koncentraci 5 mM jako vodni faze. Roztok octanu amonného byl pfipraven rozpusténim

0,1927 g octanu amonného v 500 ml HPLC vody.

7.1.2.2 Priprava MF octanu amonného s acetonitrilem

Na meéfeni byl pouzity 100 % HPLC acetonitril jako organickd faze a octan amonny o
koncentraci 5 mM jako vodni fadze. Roztok octanu amonného byl pfipraven rozpusténim

0,1927 g octanu amonného v 500 ml HPLC vody.
7.2 Priprava vzorki pro ziskani komplext

7.2.1 Priprava vzorku pro komplex 1: makrocyklus p — CD s ligandem Kkyselinou

benzoovou

Jako ligand, pro stanoveni komplexu s B — CD (Obr. 26), byla pouzita kyselina benzoova o
koncentraci 10 mM. Ligand byl pfipraven smichanim 27,8 ul kyseliny benzoové v 30 ml

HPLC vody.

Makrocyklus B — CD o koncentraci 10 mM, byl pfipraven rozpusténim 0,3415 g § — CD
v 30 ml HPLC vody. Takto ptfipraveny vzorek byl na 2 minuty vlozen do ultrazvuku pro
lepsi rozpusténi f — CD. Ziskany makrocyklus se uchovaval v lednici pfi teploté 5—7 °C do
dalsiho pouziti.

Roztoky na samotné meéfeni byly pfipravené fedénim zasobnich roztokli ligandu
s makrocyklem na pfedem urc¢enou vyslednou koncentraci komplexu. Vzorky byly
odebirany mikropipetou, a ptes mikrofiltr prefiltrovany do vialky o objemu 2 ml. Poté se

vzorky métily pomoci HPLC. Koncentrace vzorkli komplexu 1 jsou uvedeny v tab. €. 1.
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Vysledna Objem Objem zasobniho Objem Vysledny
koncentrace ligandu roztoku makrocyklu vody [pl] objem
komplexu [mM] [ul] [ul] [ml]
4 800 800 400
3,5 700 700 600
2,5 500 500 1000 2
1 200 200 1600
0,5 100 100 1800
0,25 50 50 1900

Tabulka 1 Koncentrace vzorkti komplexu 1 pro méfeni pomoci HPLC

7.2.2 Priprava zasobniho roztoku pro komplex 2: makrocyklus CB(7) s ligandem N,
N, N’, N’ - Tetramethyl — p — phenylen — diaminem dihydrochloridem

Jako ligand, pro stanoveni komplexu s CB(7) (Obr. 27), byl pouzit N, N, N, N" -
Tetramethyl — p — phenylen — diamin dihydrochlorid o koncentraci 10 mM. Ligand byl
piipraven rozpusténim 0,0703 g N, N, N’, N’ - Tetramethyl — p — phenylen — diaminu
dihydrochloridu v 30 ml HPLC vody.

Makrocyklus CB(7) o koncentraci 10 mM, byl pifipraven rozpusténim 0,3487 g CB(7) v 30
ml HPLC vody. Takto pfipraveny vzorek byl na 2 minuty vlozen do ultrazvuku pro lepsi
rozpusténi. Ziskany makrocyklus se uchovaval v lednici pfi teplot¢ 5-7 °C do dalsiho
pouziti.

Roztoky na samotné méfeni byly piipravené fedénim zasobnich roztoki ligandu
s makrocyklem na predem urCenou vyslednou koncentraci komplexu. Ligandy
s makrocyklem byly odebirany mikropipetou, a ptes mikrofiltr byly ptefiltrovany do vialky
o objemu 2 ml. Poté se pfipravené vzorky méfily pomoci HPLC. Koncentrace vzorkl

komplexu 2 jsou uvedeny v tabulce €. 2.
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Vysledna Objem Objem zasobniho Objem Vysledny
koncentrace ligandu | roztoku makrocyklu [ul] | vody [ul] objem
komplexu [mM] [ud] [ml]
4 800 800 400
3,5 700 700 600
2,5 500 500 1000 2
1 200 200 1600
0,5 100 100 1800
0,25 50 50 1900

Tabulka 2 Koncentrace vzorkti komplexu 2 pro méfeni pomoci HPLC

7.3 Chromatografické stanoveni danych komplexii

Stanoveni analyzovanych komplexti se provadélo na kapalinovém chromatografu Ultimate
3000 od spole¢nosti Dionex, kde se pouZila kolona s reverzni fazi Discovery C18 (4,6 mm

x 25 cm, 5 ym,).

Jako mobilni faze se pro komplex 1 (Obr. 26) vyzkousel octan amonného s methanolem;
druhou variantou byl octan amonny, okyseleny kyselinou octovou, s methanolem; a dale

pak octan amonny, okyseleny kyselinou octovou, s acetonitrilem.

Jako mobilni faze se, pro komplex 2 (Obr. 27), vyzkousel octan amonny s methanolem a

octan amonny s acetonitrilem.

Stanoveni probihalo v izokratickém elu¢nim rezimu, pritok MF se nastavil na 1 ml/min a
termostat kolony na 30 °C. Délka méfeni komplexu 1 (Obr. 26) trval 10 minut, a pro
komplex 2 (Obr. 27) 15-20 minut. Tlak se pohyboval kolem 300 bart, coz odpovida 30
MPa. Zvyseni tlaku zplsobila zdvada na chromatografu, kterd ale neovliviiovala prib¢h
meéfeni.

Z obou ptipravenych komplexil byl proveden na kolonu nésttik vzorku o dané koncentraci.
A ziskané vysledky po analyze byly vyhodnoceny. Pfi zméné mobilnich fazi se jeden
vzorek Casto méfil 1 tiikrat, dokud se nedosdhlo tspésného vysledku. Divodem mohl byt

stav chromatografické kolony.

Detekce byla provedena pomoci detektoru diodového pole (DAD) pii vinové délce 210 a

235 nm. Méfilo se i pti vinové délce 544 a 650 nm, ale ty v chromatogramu nebyly vidény.
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7.4 Kalibracni kfivka pro chromatografické stanoveni danych

komplexi

K vytvoteni prvni kalibra¢ni kiivky komplexu 1 (Obr. 26) se sestavila kalibra¢ni fada
roztokd o koncentraci 5; 2,5; 0,5, 0,25 a 0,1 mmol/l. Pro sestaveni druhé kalibra¢ni kiivky
komplexu 1 se sestavila kalibra¢ni fada o koncentraci 4; 3,5; 2,5; 1; 0,5 a 0,25 mmol/l.
Takto pfipravené kalibracni fady se méfily za stejnych chromatografickych podminek
pomoci HPLC. Nameétené piky analyth byly poté integrované pomoci softwaru Hystar, a ze

ziskanych integralii se vytvofila kalibra¢ni kiivka.

Stejnym zplisobem byla ptipravena i kalibra¢ni kiivka pro komplex 2 (Obr. 27).
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Uvod do problematiky této prace

Cilem praktické casti této bakalarské prace bylo seznameni se s HPLC analytickou
metodou a pfeméfeni dvou vybranych supramolekularnich komplexi a potencionalné i
jejich smési.

Teoreticky postup pro analyzu supramolekularnich komplext na HPLC ptedstavuje vybér
vhodného hostitele (ligandu), ktery je schopen tvofit stabilni komplexy s hostem
(makrocyklické slouceniny), a absorbovat v oblasti detektoru. Dalsi kritérium ideélni
analyzy spoc¢iva v rozdilném reten¢nim case komplexu a samostatného ligandu, za stejnych

podminek.

Po nalezeni idealnich podminek méteni, se z vybranych ligandl a makrocykll pfipravi a
pfemé&ii koncentraéni rada. Z intenzity signali se ziska jejich integral, z které¢ho se v
zéavislosti na koncentraci komplexti vytvoii kalibra¢ni kiivka, ktord muze v budoucnu
slouzit jako rychly nastroj ovéfovani Cistoty synteticky pfipravenych makrocyklickych

slou¢enin na Ustavu chemie, co se ty&e zejména cucurbiturilu(7).
8.2 Optimalizace podminek analyzy

8.2.1 Optimalizace MF pro komplex 1

Optimalizace MF se zkousela u ¢istého ligandu o koncentraci 10 mM a komplexu: B —

cyklodextrinu s ligandem kyselinou benzoovou (Obr. 26) o celkové koncentraci 5 mM.

Nejprve se experimentalné provadéla zkouSka klasické MF octanu amonného
s methanolem. U ¢istého ligandu byl nejprve vyzkousen pomér 50:50 methanol ku octan
amonny, a doslo ve spektru k vytvoreni dvojpiku, ktery mél kratky reten¢ni Cas, a to 1,68

min a 2,05 min (Obr. 29), z divodu mozné deprotonace kyseliny benzoové.
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1,68 min

2,05 min

¥

Obrazek 29 Spektrum ¢istého ligandu (10 mM) s pouzitim MF methanol s octanem
amonnym v poméru 50:50

Vznikly pik mél kratky retencni €as, coz indukuje na polarni slouceninu. Méné polarni

podminky by mély prodlouzit retencni ¢as.

A proto byl poté vyzkouSen novy pomér 60:40 methanol ku octanu amonnému, ale opét se
ve spektru zobrazil dvojpik s reten¢nimi casy 1,72 min a 2,18 min (Obr. 30). Retencni Casy

se viditeln¢ nezmenily.

1,72 min

2,18 min

) . ® . W . i

Obrazek 30 Spektrum ¢istého ligandu (10 mM) s pouzitim MF methanol s octanem
amonnym v pomeéru 60:40

Zaroven byl testovan i1 komplex, a to ve stejnych pomérech jako u ligandu. Pii poméru
50:50, tak i u 60:40 methanol ku octan amonny, doslo k vytvofeni dvojpiku ve spektru,
taktéz z dlivodu deprotonace kyseliny benzoové. Déle vznikly pik mé&l u poméru 50:50
kratky reten¢ni ¢as a to 1,67 min a druhy pik 2,08 min (Obr. 31), coZ indukuje na polarni

slouceninu.
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1,67 min

y

\

2,08 min

S

Obrazek 31 Spektrum komplexu (5 mM) s pouzitim MF methanol s octanem amonnym v
poméru 50:50

A u poméru 60:40 methanol ku octan amonny byl reten¢ni ¢as 1,78 min a 2,20 min, u

kterého se zviditelnil tieti pik o retenénim €ase 2,00 min (Obr. 32).

2,00 min

\ 2,20 min

P

1,78 min

" - — —

Obrazek 32 Spektrum komplexu (5 mM) s pouzitim MF methanol s octanem amonnym v
pom¢éru 60:40

Vzhledem k deprotonaci kyseliny benzoové se piistoupilo na kyselou mobilni fazi, ktera
zabrani této deprotonaci, a méla by vést ke vzniku jednoho piku. Byla proto provedena
optimalizace dalsi MF, a to octanu amonného, okyseleného kyselinou octovou
s methanolem. Nejprve se analyzoval komplex pomoci této MF v pomérech 40:60 a 50:50

methanol ku octan amonny.

Nejprve se méfil pomér 40:60, doslo k sjednoceni pikli a vytvofil se pouze jeden pik o
vysoké intenzité odpovidajici dané koncentraci. BohuZel u tohoto poméru byl velmi dlouhy
retencni Cas, a to 8,56 min (Obr. 33; a)), a proto se vyzkousel druhy pomér, a to 50:50,

z divodu piidani vice polarni mobilni fdze (octanu amonného), aby doslo ke zkraceni
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reten¢niho ¢asu. Pfi tomto poméru opravdu doslo ke zkraceni reten¢niho ¢asu, a to na 5,23

min (Obr. 33, b)).

OV (2100nm} 71000 UV (234.0nm): 71000 | [0V {E500nm} “T.000 [
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Obrazek 33 Spektrum komplexu 1 (5 mM) s pouzitim MF methanol s octanem amonnym,
okyseleny kyselinou octovou v pomérech a) 60:40, b) 50:50

Po ziskani optimalizované MF pro komplex 1 (Obr. 26) se doméfily ostatni koncentrace
tohoto komplexu v poméru 50:50 methanol ku octan amonny, okyseleny kyselinou
octovou, a z takto ziskanych koncentraci se vypocitaly ptisluSné integraly a vytvofila se
prvni kalibra¢ni kiivka (Kapitola: Vytvotreni kalibracnich kiivek; graf ¢. 1). Byla
pozorovana niz8§i reprodukovatelnost v naméfeném retenénim case, coz by se dalo

odlivodnit stavem kolony (Tab. €. 3).

Koncentrace [mM] Reten¢ni ¢as [min]
0,1 6,34
0,25 5,83
0,5 5,72
2,5 5,76
5 5,98

Tabulka 3 Retencni casy komplexu 1 odpovidajici danym koncentracim
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Byl pfeméten i samotny ligand, kyselina benzoova, v kyselych podminkach. Zjistilo se, ze

retenéni ¢as samotného ligandu se od komplexu mirné 1isi (Obr. 34). Reprodukovatelnost

retencnich Casti pfi zmén¢ koncentrace obou analyti byla znovu nizka. Zavérem je, zZe

porovnavani retencnich ¢asti u komplexu a ligandu za danych podminek neni relevantni.
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Obrazek 34 Spektra Cistého ligandu (kyselina benzoova) a komplexu s pouzitim MF
methanol s octanem amonnym, okyseleny kyselinou octovou; a) komplex o koncentraci 5
mM; b) ligand o koncentraci SmM; c) komplex o koncentraci 0,25 mM; d) ligand o

koncentraci 0,25 mM

Béhem méfeni postupné zacalo dochazet k rozkladu piku na dvojpik. I pii snizeni pH

nedoslo k Zadné zméné (Obr. 35).
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Obrazek 35 Spektrum rozlozeného komplexu (4 mM) s pouzitim MF methanol s octanem
amonnym, okyseleny kyselinou octovou




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

A proto se pouzil octan amonny, okyseleny kyselinou octovou, ale misto methanolu se
pouzil acetonitril v poméru 50:50 (Obr. 36). Bylo prokdzano, ze pouziti acetonitrilu

zpusobuje vyssi ostrost pikli nez methanol, a vznikly dvojpik byl zredukovany.

Obrazek 36 Spektrum komplexu (4 mM) s pouzitim MF acetonitril s octanem amonnym,
okyseleny kyselinou octovou v poméru 50:50

Po téchto novych poznatcich se doméfily zbylé koncentrace tohoto komplexu a vytvoftila
se druhé kalibra¢ni kiivka (Kapitola: Vytvoteni kalibra¢nich kiivek, graf €. 2). Kazdy bod

v kiivce byl naméten tiikrat.

Samotny ligand se za danych podminek z divodu zmény reten¢nich ¢asti neméfil.

8.2.2 Optimalizace MF pro komplex 2

Optimalizace MF se zkousela u Cistého ligandu o koncentraci 10 mM a u komplexu CB(7)
s ligandem N, N, N, N” - Tetramethyl — p — phenylen — diaminem dihydrochloridem (Obr.

27) o celkové koncentraci 5 mM.

Nejprve se experimentalné provadela optimalizace MF octanu amonného s methanolem. U
¢istého ligandu byly zkouSeny pomeéry 70:30, 30:70 a 50:50 methanol ku octan amonny.
Nejlepsi podminky byly u poméru 50:50, u tohoto poméru byl pik ve spektru velmi ostry a
pii vysoké intenzité (Obr. 37, b)). Stejnd MF (50:50) byla testovand i u komplexu (Obr. 37,
a)). Vzhledem na stejné retencni Casy ligandu i komplexu, neni moZzné ze spekter urcit, zda
se jedna o cCisty ligand nebo komplex, proto se spoléhd na vysokou konstantu stability

ligand( daného typu s CB(7) (log K= 6,32).

Vznikem komplexu jsme si proto jisti a dané podminky hodnotime jako vhodné pro

optimalizaci.
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Obrazek 37 a) Spektrum komplexu 2 (5 mM) a b) spektrum ligandu s pouzitim MF
methanol s octanem amonnym v poméru 50:50

Po ziskani optimalizované MF pro komplex 2 (Obr. 27) se doméfily ostatni koncentrace

tohoto komplexu, a ztakto ziskanych koncentraci se vytvofila prvni kalibrac¢ni kiivka

(Kapitola: Vytvoreni kalibra¢nich kiivek, graf ¢. 3).

Byla pozorovana vyssi

reprodukovatelnost v naméfeném v retencnim case (Tab. ¢. 4)), ale retencni Cas se

shodoval s retencnim ¢asem samotného ligandu (Obr. 35), proto porovnani retenc¢nich ¢asu

ligandu a komplexu neni taktéz relevantni.

Koncentrace [mM] Reten¢ni ¢as [min]
0,05 7,40
0,25 7,42
0,5 7,36
2,5 7,52
5 7,43

Tabulka 4 Retencni casy komplexu 2 odpovidajici danym koncentracim
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Pii opakovaném meéteni doSlo k rozSifeni a zmnozeni piku (Obr. 38). To mohlo byt
zptisobené oxidaci ligandu. Bohuzel, ani po Cerstve pfipraveném zasobnim roztoku ligandu

se v dané mobilni fazi nepodafilo experimenty reprodukovat.

/'k\

NN

Obrazek 38 Spektrum rozlozeného komplexu (4 mM) s MF methanolem a octanem
amonnym

.........

Ptistoupilo na otestovani jiné MF slozené z octanu amonného s acetonitrilem v poméru

50:50 (Obr. 39).

Obrazek 39 Spektrum komplexu (4 mM) s MF acetonitril s octanem amonnym v poméru
50:50

Za danych podminek doslo k zGzeni piku dvojpiku, ale samotny dvojpik se nepodafilo

zredukovat, jeho intenzita se ale da zanedbat.

Po téchto novych poznatcich se pomoci mobilni faze octanu amonného s acetonitrilem
doméfily zbylé koncentrace komplexu. Kazda z nich se méfila tfikrat. Po ziskani spekter a
integraci se vytvorila druhd kalibracni kiivka (Kapitola: Vytvoreni kalibracnich kiivek,

graf €. 4).
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8.3 Vytvoreni kalibraé¢nich krivek

Kalibra¢ni kfivky maji slouzit jako rychly zplsob analyzy Ccistoty makrocyklickych
sloucenin.
Ze zméfenych spekter jsou integrovany plochy piki komplext, a ze ziskanych integralti se

vytvoii kalibracni kiivka odpovidajici danému komplexu.
8.3.1 Kalibracni kiivka § — CD s optimalizovanou mobilni fazi octanu amonného,
okyseleného kyselinou octovou, s methanolem v poméru 50:50

Kalibra¢ni ktivka tohoto komplexu byla vytvofena z koncentraci komplexu: 5; 2,5; 0,5;

0,25 a 0,01 mmol/l. Plochy pikii odpovidajici dané koncentraci jsou uvedeny v tabulce €. 5.

Koncentrace komplexu [mM] | Plocha pikia [mA .V/s]
5 309288
2,5 153851
0,5 44295
0,25 20547
0,01 4770

Tabulka 5 Namétené plochy pikl odpovidajici dané koncentraci
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Kalibraéni kiivka - CD
MEF: octan amonny, okyseleny kyselinou octovou s methanolem
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Graf 1 Kalibrac¢ni kiivka  — CD, jako mobilni faze: octan amonny, okyseleny kyselinou
octovou s methanolem

Z grafu (graf €. 1) je mozné si v§imnout, Ze hodnota spolehlivosti je 0,9988. Tento graf 1ze
povazovat pouze za orientacni, protoZze hodnoty v grafu jsou meétfeny jen jednou, to
znamena, Ze pi1 méfeni jednoho bodu vicekrat by byl graf mnohem piesnéjsi, chyby

meéieni tedy nejsou zahrnuty.
8.3.2 Kalibrac¢ni kfivka p — CD s optimalizovanou mobilni fiazi octanu amonného,
okyseleného kyselinou octovou, s acetonitrilem v poméru 50:50

Kalibra¢ni kiivka tohoto komplexu byla vytvofena z koncentraci komplexu: 4; 3,5; 2,5; 1;

0,5 a 0,25 mmol/l. Plochy pikti odpovidajici dané koncentraci jsou uvedeny v tabulce €. 6.
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Koncentrace komplexu [mM] | Plocha piki [mA .V/s]
4 356960
3,5 342268
2,5 172897
1 60686
0,5 29839,71
0,25 19084,15

Tabulka 6 Namétené plochy pikl odpovidajici dané koncentraci

Kalibra¢ni ktivka f - CD
MF: octan amonny, okyseleny kyselinou octovou s
acetonitrilem
400000
350000 : L2
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2100000
(a9
50000 =
O 1
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Koncentrace komplexu [mM]

Graf 2 Kalibra¢ni kiivka B — CD, jako mobilni faze: octan amonny, okyseleny kyselinou

octovou s acetonitrilem

Z grafu (graf €. 2) je mozné si v§imnout, Ze hodnota spolehlivosti je 0,9723. Tento graf lze
povazovat za divéryhodny, hodnota spolehlivosti je vysoka. VSechny body v kalibra¢ni
kiivce jsou méfeny tfikrdt a obsahuji smérodatnou odchylku, ktera je ve vétSin¢ bodi

zanedbatelnd, coz taktéZ indikuje na vysokou spolehlivost méfenti.
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8.3.3 Kalibracni kiivka CB(7) s optimalizovanou mobilni fazi octanu amonného,

okyseleného kyselinou octovou, s methanolem v poméru 50:50

Kalibra¢ni kiivka tohoto komplexu byla vytvofena z koncentraci komplexu: 5; 2,5; 0,5;

0,25 a 0,05 mmol/l. Plochy pika odpovidajici dané koncentraci jsou uvedeny v tabulce €. 7.

Koncentrace komplexu [mM] | Plocha piki [mA .V/s]
5 762662
2,5 614674
0,5 89683
0,25 32877
0,05 4958

Tabulka 7 Namétené plochy pikl odpovidajici dané koncentraci

Kalibracni kiivka CB(7)
MF: octan amonny s methanolem
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Graf 3 Kalibra¢ni kiivka CB(7), jako mobilni f4ze: octan amonny, okyseleny kyselinou
octovou s methanolem
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Z grafu (graf ¢. 3) je mozné si v§Simnout, ze hodnota spolehlivosti je 0,9201. Tento graf Ize
povazovat pouze za orientacni, protoze hodnoty v grafu jsou meétfeny jen jednou, to
znamena, ze pii méfeni jednoho bodu vicekrat by byl graf mnohem ptesnéjsi, chyby

méteni tedy nejsou zahrnuty.
8.3.4 Kalibracni kiivka CB(7) s optimalizovanou mobilni fazi octanu amonného,
okyseleného kyselinou octovou, s acetonitrilem v poméru 50:50

Kalibra¢ni kiivka tohoto komplexu byla vytvofena z koncentraci komplexu: 4; 3,5; 2,5; 1;

0,5 a 0,25 mmol/l. Plochy pikti odpovidajici dané koncentraci jsou uvedeny v tabulce €. 8.

Koncentrace komplexu [mM] | Plocha piki [mA .V/s]
4 356960
3,5 342268
2,5 172897
1 60686
0,5 29839,71
0,25 19084,15

Tabulka 8 Namétené plochy pikl odpovidajici dané koncentraci
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Kalibrac¢ni kiivka CBJ[7]
MF: octan amonny, okyseleny kyselinou octovou s

acetonitrilem
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Graf 4 Kalibra¢ni kiivka CB(7), jako mobilni faze: octan amonny, okyseleny kyselinou
octovou s acetonitrilem

Z grafu (graf ¢. 4) je mozné si povSimnout, ze hodnota spolehlivosti je 0,9892. Tento graf
1ze povazovat za divéryhodny, hodnota spolehlivosti je vysoka. VSechny body v kalibracni
kiivce jsou méfeny tiikrat a obsahuji smérodatnou odchylku, ktera je u koncentraci 2,5 a
3,5 mM vyraznéj$i. Pro zvySeni pfesnosti méieni, by se tyto koncentrace méli premetit

znovu.
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ZAVER

Supramolekuldrni chemie zapadd mezi novéjsi studie, a je o ni ¢im dal vétsi zajem. U
mnoho makrocyklickych slou¢enin nejsou znamy veskeré informace, proto se védci snazi
nalézt nové poznatky a uplatnit je v uréitém védnim oboru. Na Ustavu chemie na UTB, se
pozornost soustiedi na chemii supramolekularnich komplext, a prave proto bylo cilem této
bakalarské prace seznameni se s danou tématikou. V teoretické Casti této bakalarské prace
bylo cilem vypracovani reSerSe na téma supramolekuldrni chemie a jeji vyuziti se
zaméfenim na potravinaisky prumysl. Déle byla tito prace zaméfena na seznameni se
s jednou z nejvice vyuZivanych analytickych metod a to HPLC (vysokot¢inna kapalinova
chromatografie). ReSerSe se proto soustiedila na teoreticky popis metody a ziskani novych

poznatkti o vyuziti supramolekularni chemie v HPLC, a to v rliznych aplikacich.

V praktické c¢asti bylo cilem naméfit supramolekuldrni komplexy pomoci HPLC. Proto
bylo nezbytné ziskat optimalni postup pro analyzu vybranych komplexi, konktrétné B —
cyklodextrinu s kyselinou benzoovou a cucurbiturilu(7) sligandem N, N, N’, N’ -

Tetramethyl — p — phenylen — diaminem dihydrochloridem.

Princip méteni komplexi na HPLC spocival v piipravé vzorki, poté v nalezeni spravné
mobilni faze a nasledn¢ vytvoteni kalibracni kiivky z pfeméfenych koncentrac¢nich tad

komplext.

Ptiprava vzorkli nebyla ¢asové narocna. Pro vytvoreni komplexu se napipetovalo urcité
mnozstvi makrocyklu a ligandu pomoci mikropipety do vialky, a poté se provedla filtrace
pies mikrofiltr. Takto ptfipravené vzorky se dale méfily na HPLC.

vvvvvv

se 0 nalezeni spravné mobilni fdze a ptizplisobeni kolony na zménu podminek. To bylo
dosazené n¢kolikandsobnym opakovanym méfenim jednotlivych vzorkd pfi zmén€ mobilni

faze

Pro komplex 1: B — cyklodextrin s kyselinou benzoovou se zkouSely MF — octan amonny
s methanolem; octan amonny, okyseleny kyselinou octovou, s methanolem, a octan
amonny, okyseleny kyselinou octovou, s acetonitrilem. Po analyze bylo zjisténo, Ze
nejvhodnéj$i mobilni faze pro tento komplex je octan amonny, okyseleny kyselinou

octovou, s acetonitrilem v poméru 50:50.
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Pro komplex 2: cucurbiturilu(7) s ligandem N, N, N’, N” - Tetramethyl — p — phenylen —
diaminem dihydrochloridem se zkousely MF - octan amonny s methanolem a poté se misto
methanolu pouzil acetonitril. Po analyze bylo zjiSténo, Ze nejvhodnéjsi mobilni faze pro

tento komplex je octan amonny s acetonitrilem v poméru 50:50.

Bohuzel nelze stanovit smés téchto dvou komplext z ditvodu rozdilnych narokd na mobilni
fazi, pokud by se takovd smés vytvoftila, byl by v chromatogramu vidén pouze jeden

z komplext, v zavislosti na vybéru mobilni faze.
Z obou komplexti byla nasledné vytvorena kalibracni kiivka.

Zéaveérem lze fict, ze se nam podafilo najit vhodné podminky na analyzu vybranych
supramolekularnich komplext a taktéz se podafilo vytvofit kalibra¢ni kiivky, které mohou

slouzit na rychlé stanoveni Cistoty syntetizovanych mikrocykla.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
MF Mobilni faze
CD Cyklodextrin

CB Cucurbituril
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