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Odevzdanim této bakalarské prace na téma Vyukové experimenty
s makrocyklickymi slou¢eninami potvrzuji, Ze jsem ji vypracoval pod vedenim vedouciho
prace samostatné za pouziti v praci uvedenych pramend a literatury. Déle potvrzuji, Ze tato

prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.



Réd bych podékovat svému vedoucimu bakalatské prace prof. Ing. Karlu Kolafi,
CSc. za odborné vedeni, vstficnost a cenné rady, které velmi napomohly k vytvofeni této
prace. Dale chci pod€kovat Ing. Petru Hajflerovi, Viktoru Géllovi a Lubomiru Muzikovi,

ktefi se vyznamnou mérou podileli na realizaci materidlniho modelu ,,guest-host* komplexu.



ABSTRAKT

Bakalarskda prace je zaméfena na makrocyklické slouceniny a jejich aplikaci
ve vyuce chemie. Hlavnim cilem bylo vyuziti makrocyklickych sloucenin pro tvorbu
bioorganickych modeli aktivniho centra enzymu za Gcelem jejich aplikace ve vyuce chemie
na vysoké skole vzdélavajici ucitele ptipadné na gymnéziu. Jednalo se o navrh modelu, ktery
pomiize zakiim pochopit jaké vlivy pisobi na vznik enzym-substratového komplexu. V
tomto ohledu navazuje prace na vyzkum Kazua Taguchiho, ktery popsal interakcif-
cyklodextrinu s fenolftaleinem a Michaela Tausche, ktery je autorem experimentalni

vyukové ulohy s témito latkami.

Teoretickd ¢ast prace slouzi k sezndmeni se supramolekuldrni chemii, makrocykly,
konkrétné cyklodextriny a crown-ethery, s jejich schopnosti tvofit ,,guest-host* komplexy

a s jejich aplikaci ve vyuce jako modelti aktivnich center enzymii.

Praktickd cast se zabyva vyzkumem reakci p-cyklodextrinu s modelovou ftadou
acidobazickych indikatori. Rychlost vzniku jednotlivych komplexi potvrzuje hypotézu,
ze na prib¢h reakce ma velky vliv stericky efekt. Na zdklad€ uvedené skutecnosti byla
vytvofena experimentalni vyukova uloha, také bylo potvrzeno, ze dochazi k interakcim
vzniklych komplexi s indikatorem s vétsi afinitou k B-cyklodextrinu, coZ umoznilo vytvorit
inovaci ptivodni tlohy s moZnosti aplikace ve vyuce. Experimentalni ¢ast prace je doplnéna
navrhem a realizaci materidlntho modelu molekuly B-cyklodextrinu, ktery
je vyuzitelny pro modelovani tvorby komplexu hostitel-host prostiednictvim materialnich
(kalotovych) modeli molekul pfislusnych acidobazickych indikatori. Materialni model
tvofi vhodny doplné€k vlastnich experimentalnich tloh, slouzici k vizualizaci

mezimolekularnich interakei pfi tvorbé komplexu.

Diky vysledkim experimenti bylo mozno vytvofit dvé vyukové ulohy, které jsou
piispévkem do oblasti edukace v biochemii, konkrétné modelaci aktivniho centra enzymu

a kompetitivni inhibice.
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ABSTRACT

This bachelor’s thesis is focused on macrocyclic compounds and their application
in the teaching of chemistry. The main goal was to use macrocyclic compounds to create
bioorganic models of the active center of the enzyme for the purpose of their application
in the teaching of chemistry at university for educating teachers or in grammar school.
It involved the design of a model to help students understand what affects the formation of
the enzyme-substrate complex. In this regard, this thesis follows the research of Kazu
Taguchi, who described the interaction of B-cyclodextrin with phenolphthalein, and Michael

Tausch, who is the author of an experimental teaching assignment with these substances.

The theoretical part of the work introduces supramolecular chemistry, macrocycles,
specifically cyclodextrins and crown-ethers, with their ability to form “guest-host”

complexes and their application in teaching as models of active centers of enzymes.

The practical part deals with the research of B-cyclodextrin reactions with a model series
of acid-base indicators. The speed of the formation of individual complexes confirms the
hypothesis that the course of the reaction is greatly influenced by the steric effect. Based
on this fact, an experimental teaching assignment was created, and it confirmed that the
resulting complexes interact with the indicator with greater affinity for B-cyclodextrin,
allowing the original assignment to be innovated for use in lessons. The experimental part
of the work has been supplemented by the proposal and implementation of a material model
of the B-cyclodextrin molecule, which can be used to model the formation of a guest-host
complex through material (calotte) models of molecules of the appropriate acid-base
indicators. The material model provides a suitable complement to our own experimental

tasks, used to visualize intermolecular interactions in the formation of the complex.

The results of these experiments made it possible to create two teaching assignments that are
a contribution to the field of education in biochemistry, namely the modeling of the active

center of the enzyme and competitive inhibition.



KEYWORDS
Macrocyclic compounds, cyclodextrines, crown-ethers, enzyme active site, models of the

active site of the enzyme, supramolecular chemistry



UIVOU 1ttt 10
TEOTELICKA CASE ...ttt ettt st ettt e et e saaeens 12
2.1  Charakteristika aktivnich center v biomakromolekulach ...................cccois 12
2.2 Bioorganické modely aktivnich CENter ..........cccueeevieieiiiieiieeeecee e 14
2.3 SupramoleKularni CheMIE ........c..eevcuiiiiiiieciie et 15
2.4  Makrocykly-cyklodextriny, crownethery jako modely aktivnich center.............. 16
241 CyKIOEXIIINY ..ouveiiiriiiiiiieeieetete ettt sttt s 16
2.4.2  Historie cyKIOdeXtrint ......eeeueeiieiiieiieeiieie et 16
2.4.3  Vlastnosti CYKIOAEXIriNT......c.eerieieiieriieiieniieeieeeieeieesee e siee e e sneeseesane e 17
2.4.4  Cyklodextriny jako modely aktivnich center...........c.ccoceeeieniieiiienieeniieens 19
2.4.5  Crown-ethery, jejich ObJeV @ POUZItT ....cc.eeviireiieiiieiierie e 21
2.4.6  VIastnosti CrOWN-€therT.........ccceevuiriiriiniiiie e 21
2.4.7  Crown-ethery jako modely aktivnich center ...........c.ccoceeevieriieiiiencieenieennes 23
2.5  Aplikace modelll aktivnich CENter Ve VYUCE .......c.cccvveeiieriieiieeiieeie e 24
(115 o) 1o PSRRI 26
Praktickad CAST....c.eiiiieiieee et et 27
4.1 PouZité ChemMiKAIE .......cooiuiiiiiiiiiieeee e 27
4.1.1  Charakteristika pouZitych TateK .........ccccooiiriiiiniiiiiineecen 28
4.2 Pouzitd laboratorni technika ...........ccccoeviiiiiiiiiiie e 32
4.3 Metodika realizace vyukovych experimentil ..........ccccevereiveeninieniencnienceeenen 33
4.4  Ptrehled naméth experimentalnich Gloh...........cooooiiiiiiiniiniiniee, 34
4.5  Piehled realizovanych experimentli...........ccceeeeuveieiiieeiieeeie e 35

4.5.1 1. Shrnuti vysledki provadénych experimenti zamétenych na vznik komplexii

vybranych acidobazickych indikéatorti a B-cyklodextrinu...........ccccovvevvvierciieencieeennenn. 35



4.5.2  Ptiprava a reakce modelové fady fenolftalein-kresolftalein-thymolftalein... 37

4.5.3  Ptiprava modelové tady fenolova Cerven-kresolova Cerven-thymolovd modf
38

4.5.4  SHIMUL: «cotiiiii e 39

4.5.5 2. Shrnuti vysledka provadénych experimentti zamétenych na vznik komplext

vybranych acidobazickych indikatorti a B-cyklodeXtrinu...........ccceevveeciienieenieennennen. 40
VYSledky @ diSKUZE........ooeviiiiieiieciecteee ettt et 41
Seznam pouzitych informacnich zdrojli ..........coceeeiieiiiiiiienieeiee e 43
PEILORY <ottt sttt ettt nae s 47
7.1  Experimentalni Glohy zamétené na demonstraci aktivnich center ....................... 51
7.2 Obrazova dokumentace eXperimentll...........cc.eevurercieerrieeueeneeeireeneeeseeseresseesaneens 62
7.3 Multimedialni soubory provadénych pokusl.........ccccccveeviieriiiiiieniieiienie e, 66

7.4  Materialni model aktivVIRO CENEIIA ....oevveeeeeee et eeeeeeeeaeeeaeeees 67



1 Uvod

Biochemie se v poslednich letech stava stale vyhledavanéjSim oborem. Tato
interdisciplindrni véda je opfedena fadou podivuhodnych reakci, z nichz fada fascinuje

védce 1 vefejnost a mnoho jich doposud nebylo objasnéno.

Jednou z mnoha zajimavych oblasti, kterou se biochemie zabyva jsou enzymy a jejich
funkce v organismu. Je zndmo, Ze enzymy jsou latky bilkovinné povahy schopné katalyzovat
pfeménu substratu na produkt, ktery je dale vyuzivan zivymi organismy, popiipadé viry,
¢imz vyrazné urychluji metabolické premény. Otazkou vSak zlstava, jakym zpilisobem
interaguje enzym se substratem, jaké je aktivni misto enzymu, ve kterém je vazan substrat,
jaké interakce vazbu zprosttedkovavaji, jak je dilezity tvar a velikost molekuly substratu
v zavislosti na tvaru a velikosti aktivniho mista. Na zdklad¢ této skuteCnosti se prace
zamétuje na vytvoreni experimentalnich tloh, které by pomohly studentim uvedené otazky
zodpovedet.

V dnesni dobé existuje n¢kolik modelit demonstrujicich, jak vazba substratu na enzym
induced-fit a selected-fit modely, které poukazuji na rizné konformacni zmény pti vzniku

enzym substratového komplexu.

Provadéné experimenty se zaméfuji pfimo na demonstraci aktivniho mista enzymu,
a k tomu je nutno mit latky, které svymi vlastnostmi aktivni centrum napodobuji a zaroven
maji mnohem jednodussi strukturu, za ufelem zvySeni ndzornosti a snazSiho chapani
zminéné problematiky. Prave proto byly zvoleny makrocyklické slouc¢eniny (cyklodextriny,
crownethery), jejichZ unikatni vlastnosti umoziuji vznik ,,guest-host komplexu, coz
znamena, ze makrocykly jsou schopné vazat do své kavity jiné molekuly, pficemz navazana

molekula je hostem a makrocyklus jejim hostitelem.

Pfimo pro experimenty byl pouzit B-cyklodextrin, ktery tvoril komplex s riznymi
acidobazickymi indikatory. Jako nejefektivnéjsi se v interakci s B-cyklodextrinem ukazala
fada fenolftalein — o-kresolftalein-thymolftalein. Doba trvani vzniku komplexi jednotlivych
sloucenin, se odrazi v jejich struktute, coz potvrdilo hypotézu sterického branéni, ale také

dalezitost hydrofobniho efektu pii interakcich jednotlivych soucésti indikatoru s B-
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cyklodextrinovym kruhem. Dalsi poznatek ukézal, jak je dulezita selektivita

13

a afinita pfi interakci B-cyklodextrinu s indikatory, kdyz fenolftalein dokazal ,,vypudit

vvvvvv

pti vzniku komplexu indikatoru s makrocyklem jsou viditelné pouhym okem, a sice jako

barevnou zménu.

Dalsi soucasti prace bylo vytvoreni materidlniho modelu aktivniho centra, ktery se sklada
z B-cyklodextrinového kruhu a molekuly indikéatoru vytvotfené ze stavebnice model. Model

muliZe napomoci pii vizualizaci interakce mezi molekulami béhem feseni navrhovanych tloh.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Charakteristika aktivnich center v biomakromolekulach

Pokud chceme charakterizovat aktivni centrum v biologicky aktivnich
makromolekularnich latkach, budeme jej hledat u enzymd, které jako jediné maji ve své
struktufe takzvané aktivni vazebné a aktivni katalytické misto.(1) Aktivni vazebné misto
reprezentuje urcitou oblast enzymu, kde se nekovalentnimi interakcemi specificky vaze
substrat na enzym, v katalytickém aktivnim centru probihaji pfimo chemické reakce
pfeméiujici navazany substrat na vysledny produkt. Aktivni centrum muiize vypadat jako
Sterbina, prohluben, jamka, ve které se nachazi maly pocet aminokyselin, které mohou byt
v fetézci od sebe malo, ale 1 velice vzdaleny a tyto pak zprostiedkovavaji tvorbu specifického
enzym-substratového komplexu.(2) Obecnou charakteristiku aktivniho centra 1ze definovat

v téchto péti bodech:
,» 1. Aktivni misto enzymu representuje jen malou ¢ast prostoru, ktery zaujima enzym.

2.Aktivni misto je trojrozmérné- tzn. ze aminokyseliny a kofaktory nachdzejici
se v aktivnim misté jsou pfesné prostorové orientovany tak, aby byly v idealnim postaveni

jedna vici druhé a zaroven korespondovaly s molekulou navazaného substratu.

3. Ve vétSiné pfipadii jsou interakce pii vazbé substritu na enzym nekovalentni
a reprezentuji je rtizné typy tzv. slabych mezimolekularnich interakci (vodikové vazby,

dispersni interakce, dipolarni interakce apod.).

4. Vazebna mista se obvykle nachazeji v miniaturnich prostorach, vyskytujicich se
v molekule enzymu. Divodem jejich umisténi je odstranéni solventu, to znamené vody
ze substratu, ktery by mohl mit za nasledek snizenou katalytickou aktivitu enzymu. Jinymi
slovy, molekula substratu je pfed navazanim zbavena solventu a pted opetovnou solvataci ji

chrani pfimo aktivni centrum enzymu. Solvatace vodou je nahrazena vazbou na protein.

5. Specifika vzniku enzym-substratového komplexu zavisi na pfesném uspotfadani atomt
pfimo v aktivnim centru enzymu, které je komplementéarni se zplisobem uspotfadani atomt

v molekule substratu.” (2)
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Pohledy na specifiku vazby substratu na enzym jsou odlisné, v dneSni dobé se setkavame
se tiemi modely, znazornujicimi moznost interakce jednotlivych komponent. Jednad se
o systém ,lock-key*“(3), zndmy jako model klice a zamku, rozSifeny
o ,keyhole-lock-key“model (4), ktery doplituje pivodni ,lock-key systém™ o pohyb
substratu v dutiné enzymu, dale ,,induced-fit“ model ,ruky a rukavice® je zalozeny
na zmeén¢ a prizpusobeni tvaru aktivniho centra enzymu navazanému substratu(5)
a ,,selected-fit*, model, ktery je zaloZeny na myslence, Ze enzymy se nachdzeji v rovnovaze,
v ruznych konformacnich stavech a pouze nékteré z nich jsou schopné navazani

a katalytické premény substratu.(6)

»Lock-key* model

Na konci devatenactého stoleti prisel na zakladé fady experimenti némecky chemik
Emil Fischer s teorii ,,zamku a klice* , ktera byla zalozena na vysoké stereospecifité
a komplementarit¢ substrdtu k enzymu.(2) Aktivni misto enzymu v tomto piipade
demonstruje zamek a substrat kli¢, ktery do néj piesné zapada.(viz obr.¢.1) Pokud bychom
chtéli znazornit specifické interakce aktivniho mista, byl by model dostacujici, ovSem
ptihlédneme-li k faktu, ze cely enzym-substratovy komplex je dynamicky, je dany model

nedostacujici.(4)

LwInduced-fit*“ model

Za ptedpokladu, Ze mnozstvi informaci, které piinesl ,lock-key“ model je
nedostacujici pro znazornéni dynamiky aktivniho centra, ptiSel v roce 1958 David Koshland
Jr. s ndvrhem, Ze je nutné zahrnout do modelovani flexibilitu zmény konformace aktivniho
centra pii tvorbé komplexu se substratem.(4)(viz obr.¢.1) Hlavni rozdil mezi obéma modely
je, ze na rozdil od ,,lock-key* modelu nema aktivni misto tvar, ktery presné odpovida tvaru
vazajiciho se substratu, nybrz se svym tvarem navazané molekule ptizptsobi, €ili jak

z ndzvu vyplyvé indukuje zménu tvaru.(4)

HSelected-fit“ model
Na rozdil od ,,induced-fit*“ modelu pfedpokladd vybrany model zménu konformace

Jiz pted navazanim ligandu, a sice pocitéd s jistym rovnovaznym stavem enzymdu v riznych
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konformacnich uspotadanich, kde si je schopen sam ligand vybrat enzym, ktery je pro jeho

navazani vhodny, a tim stabilizovat enzym-substratovy komplex.(4)(viz obr.c.1)

»Keyhole-lock-key* model

Novinkou v oblasti je propojeni da se fici vSech vySe uvedenych modelt,
coz pfinasi novy pohled na aktivitu enzymt obecné. Problematika ,.keyhole-lock-key*
modelu je nové popsédna takto: ,,Jako rozsifeni tradi¢nich modelt enzymatické katalyzy
navrhujeme ,.keyhole-lock-key* model pro znazornéni katalytické funkce enzymd, které
maji aktivni misto situované do centra enzymu, pricemz je toto aktivni misto propojeno
s povrchem enzymu pfistupovymi cestami (tunely). V tomto modelu demonstruje aktivni
misto enzymu zamek, ptistupova cesta klicovou dirku a substrat kli¢. Tento model poukazuje
na dulezitost vstupovani substratu a uvoliiovani produktu v zavislosti na aktivit¢ enzymu,
specifit¢ vazby a stereoselektivité. Velikost, tvar, fyzikdln¢ chemické vlastnosti
a dynamika pfistupovych tuneli-klicovych direk, umoziuje selektivni vybér vstupujiciho
substratu a uvolnujiciho se produktu. Pfedpokladame, ze komplementarita mezi vazajicimi
se ligandy a pfistupovymi cestami mize byt tak dilezitd pro substratovou specifitu, jako
komplementarita mezi substratem a aktivnim mistem. (vizobr.¢.2) Tuto vzajemnou interakci

lze popsat dvéma kroky:

1.Priichod substratu tunelem
2. Pfizptisobeni substratu aktivnimu mistu. Fakt, Ze jsou propojovaci tunely postizeny
castéji konformacnimi defekty a dalSimi vlivy, neZ aktivni mista pfindsi nové paradigma

v proteinovém inzenyrstvi se Sirokym praktickym vyuzitim.* (4)

2.2 Bioorganické modely aktivnich center

JiZ od doby, kdy byly objeveny prvni enzymy se ¢lovek snaZil pochopit jejich tcel
a jejich primarni funkci v organismu. Poté co byly enzymy podrobné prozkoumany a byla
v nich identifikovana dalezitd mista, ktera ovliviiuji jejich aktivitu, zbyla uz jen otézka,
jakym zpiisobem aktivni mista enzymu funguji. V prvni fad¢ bylo nutno zjistit jaké reakce
v téchto slozitych biomakromolekuléch probihaji a nasledné vytvofit simplexni model, ktery

by zjednodusené¢ demonstroval, na zékladg, jakych vlivil je schopen cely systém fungovat.
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dochazi zde ke vzniku enzym-substratového komplexu, ktery je podminén fadou fyzikalné-

chemickych interakci.

Hlavnim piedstavitelem zabyvajici se oborem ,,biomimetic chemistry* byl americky chemik
Ronald Charles D. Breslow(8),ktery navrhl mnoho modeld, demonstrujicich enzymatickou
aktivitu, a to s rGznymi molekulami tvoficimi ,,host-guest* komplexy (9). Breslow se
zabyval pfedevSim chemickymi reakcemi, probihajicimi v aktivnim centru enzymu,
reakci, které byl schopen realizovat diky pouziti nov€ nasyntetizovanych makrocyklickych
sloucenin, coz umoznilo vysvétlit z jakého divodu a v jakém potadi probihaji reakce,
ve vztahu k dané biochemické funkci enzymu. Oblasti, kterou se v posledni dobé nejvice
zabyval byly nukleové kyseliny, jejich enzymatickd aktivita a enzymy dilezité pro jejich

funkci.(9)

2.3 Supramolekularni chemie

V nékolika poslednich desetiletich jsou védci fascinovani supramolekularni chemii.
Za objeveni této pomérné rané védni discipliny byla v roce 1987 udélena Nobelova cena
za chemii Charlesi Johnu Pedersenovi(10), Donaldu Jamesi Cramovi(10) a Jean-Marie
Lehnovi(10). Supramolekularni chemie se zabyva syntézou a vyvojem slozitych funkénich
struktur nanoskopickych rozmérti. Dnes miizeme hovofit de facto o interdisciplinarni v&de,
ktera propojuje chemii, fyziku a biologii. Hlavni funkci je vytvafeni riznych sloucenin
s fascinujicimi fyzikélnimi (magnetické, fotochemické, optické), chemickymi(katalyticke)
1 biologickymi (aktivita a pusobeni v organismech) vlastnostmi, pfedev§im pro vyuziti

ve farmaceutickém, potravinarském a chemickém primyslu.

Pielom nastal po objeveni koronandtl, kryptandi, sfeandri, klathrati, kalixarent, konkrétné
crownetherti, cyklodextrini a dalSich makrocyklickych slou¢enin, ke kterému doslo
v poslednich padesati letech. Hlavni zajem supramolekuldrni chemie je sméfovan na sily,
diky kterym mohou vznikat slozité komplexy s unikatnimi vlastnostmi, li§icimi se od jejich
zakladnich stavebnich kameni, t€émito silami jsou vodikové miistky, koordina¢ni vazby, m-
n interakce a v neposledni fad¢ hydrofobni efekt ktery ptfedstavuji disperzni interakce.

Na zéklad¢ téchto interakci jsou tzv. makrocykly schopny vytvaret slozité supramolekularni

15



komplexy, které mohou obklopovat, vdzat do kavity, ¢i jinak interagovat s riznymi
molekulami a diky t€émto vlastnostem vykazuji moznost napt. transportovat nebo naopak
vychytavat rtizné latky v riznych prostfedich. Do urcité miry tedy piipominaji enzymy,
a proto byla pro vyzkum, ktery mé edukacné ptiblizit funkci enzymi a poukézat na pficiny,
které mohou ovliviiovat vznik riznych enzymovych komplexd, pouzita skupina
cyklodextrinti, ty jsou schopny do své kavity vazat rizné molekuly s odliSnou rychlosti

komplexace a afinitou.

2.4 Makrocykly-cyklodextriny, crownethery jako modely aktivnich

center

Pro modelovani aktivnich center enzymi se z divodu mensich nakladi a vétsi
dostupnosti pouzivaji crownethery a cyklodextriny. Vyzkum, ktery byl v této oblasti
proveden navazuje na praci japonského védce Kazua Taguchiho, ktery objevil a popsal

komplexaci B-cyklodextrinem a fenolftaleinem.

Na jeho praci navazuje némecky didaktik chemie prof. Michael W. Tausch Dr., ktery
pokracuje v problematice vzniku komplexu a vytvafi prvni tlohy, za G€elem jejich vyuziti

ve vyuce.
2.4.1 Cyklodextriny

2.4.2 Historie cyklodextrinu

Historie cyklodextrint sahd do roku 1891, kdy Villers publikoval praci,
kde popisuje vykrystalizovany produkt bakterie Bacillus amylobacter, sestavil jeho sumarni
vzorec jako (CsHi100s5)2'5H20 a pojmenoval ho ,,celulosin®, protoze vykazoval chemické

vlastnosti de facto totozné jako celuldza.(11)

O dvanact let pozdé&ji se vSak Schardinger zacal intenzivnéji do hloubky zajimat o bakterie,
které cyklodextrin syntetizuji a zjistil, Zze ve Villersové piipad€ neslo o €istou kulturu, nybrz
se v ni objevil dalsi druh bakterie a sice Bacillus macerans, kde hlavni produkt tvofila latka

pojmenovana jako a-dextrin, posléze objevil také f-dextrin, a to diky odlisnym reakcim obou
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zminénych latek sjodem. Da se tedy fici, ze zadklady chemie cyklodextrinii polozil

Schardinger. (2)

V dalsich dekédach dochézelo k prohlubovani informaci o cyklodextrinech a jejich
fyzikélnich, chemickych i biologickych vlastnostech. K nejvétSimu rozmachu ovSem doslo

v osmdesatych letech, kdy vznika obor supramolekuldrni chemie.(11)

V dalsich dekédach dochézelo k prohlubovani informaci o cyklodextrinech a jejich
fyzikélnich, chemickych i biologickych vlastnostech. K nejvétsimu rozmachu ovsem doslo

v osmdesatach letech, kdy vznika obor supramolekularni chemie.(11)

2.4.3 Vlastnosti cyklodextrini

Pokud bychom chtéli zatadit cyklodextriny do né&jaké skupiny oligosacharidi,
pak hovotime o tzv. pfirodnich maltodextrinech vznikajicich enzymatickou reakci pomoci
enzymu 4-a-glukantransferasy, ktery patii do skupiny transferas, jejichZ funkci je pfenos
urcité charakteristické (funkcni) skupiny z jedné molekuly zvané donor na molekulu druhou
zvanou akceptor. Struktura cyklodextrinu je tvofena a-(1-4)glukopyranosovymi
podjednotkami,(12) které jsou uspotfadany do tvaru komolého kuzele s valcovitou dutinou-
kavitou, pficemz hydroxylové skupiny sméfuji vné makrocyklu a dévaji tak vzniknout
hydrofilnim vlastnostem vnéjsku molekuly(12), na rozdil od kavity, kterd je silné
hydrofobni(12), jelikoz obsahuje uhlikové skelety dextrind, které jsou navzdjem spojeny
glykosidickou vazbou (12). Mezi nejznaméjsi cyklodextriny patii a-cyklodextrin neboli
také: ,,Schardingertv a-dextrin, cyklomaltohexosa, cyklohexaglukan, cyklohexaamylosa,a-
CD, ACD, C6A*(11) obsahujici Sest glukopyranosovych jednotek, dale B-cyklodextrin,
neboli:,, Schardingeriv B-dextrin, cyklomaltoheptosa, cykloheptaglukan,
cykloheptaamylosa, B-CD, BCD, C7A*“(11) skladajici se ze sedmi glukopyranosovych
podjednotek a y-cyklodextrin zndmy takeé jako: ,,Schardingertv y-dextrin, cyklomaltooktosa,
cyklooktoglukan, cyklooktaamylosa, y-CD, GCD, C8A*“(11), ktery obsahuje osm
dextrinovych podjednotek.(11) (Viz. obr.c.1)
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Obrazek 1 a, B,y-cyklodextrin dostupné z:

https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F %2 Frepozitorij.pharma.unizg.hr%2Fislandora%2Fobject %2 Fpha
rma%2534416%2Fdatastream%2FPDF%2Fview&psig=AOvVaw2kBLKjB50 YAHrGNPWPQZbT &ust=1586821831417
000&source=images&

Jelikoz jsou cyklodextriny schopny vytvaret fadu inkluzivnich komplext s hostitelskymi
molekulami, je jejich pouziti velmi Siroké a to napf. ve farmacii(13), v zemédélstvi,
v potravinarstvi, v celé fadé¢ oborli chemického primyslu ,,(stabilizace latek citlivych
na svétlo a kyslik, modifikace reaktivity navazanych molekul, interakce s t€kavymi
slozkami, zlepSeni rozpustnosti latek, pfeména kapalnych slozek na krystalické, ochrana
proti degradaci latek pisobenim mikroorganismii, maskovani zapachu a chuti, katalyticka
aktivita s interagujicimi molekulami) (14) iv enviromentalistice, a to diky Sirokému spektru
molekul, které jsou schopny vazat a sice: ,,mastné kyseliny a estery, aromatické slouceniny,
alifatické alkoholy, antibiotika a proteiny s aromatickymi aminokyselinovymi zbytky.“(12)
Co se tyce komeréné pouzivanych cyklodextrind, jsou to latky s vhodné navazanymi
funkénimi skupinami, které jejich vlastnosti méni. JelikoZ jsou cyklodextriny schopny
existovat jako samostatné makromolekuly, ale také mohou tvofit inkluzivni polymerni
fetézce, maji vyuziti také jako napf.: ,,stacionarni faze chromatografickych kolon, chemické

senzory, specialni filtry, transportni molekuly 1é¢iv a dal$i.“(12)
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2.4.4 Cyklodextriny jako modely aktivnich center

Se wvznikem supramolekularni chemie a zjiSténim vyjimecnych vlastnosti
cyklodextrinti, vazat do své kavity jiné molekuly pfiSel rozmach v oblasti modelovani
enzymatickych reakei tzv. enzym mimics reaction.(7) Se zajimavou myslenkou, ze by -
cyklodextrin mohl slouzit jako model aktivniho centra, jelikoz se do jeho kavity vaze
molekula fenolftaleinu, pfiSel, jak jiz bylo uvedeno v osmdesatych letech Kazuo
Taguchi(15) a dalsi védec, ktery hojné vyuzival cyklodextriny k vytvaieni bioorganickych
modela byl Ronald Charles D. Breslow(9). Diivodem jejich vyuzitelnosti v této oblasti jsou
vlastnosti, prostfednictvim kterych je mozné demonstrovat chovéani aktivniho centra
enzymu. Pokud ma enzym spravné fungovat, musi vzniknout komplex s adekvatné
navazanym substratem ¢ili musi mit naleZitou velikost, orientaci funk¢ni skupiny a tvar.
Vsechny tyto atributy cyklodextriny maji a pokud je mozné najit vhodnou molekulu, ktera
ma optimalni velikost pro to, aby se umistila do kavity dané¢ho cyklodextrinu, je mozné jej

vyuzit jako model aktivniho centra a ukézat si problematiku vzniku komplexu.

Jako piiklad Breslowovy prace je mozno uvést model, ktery ukazuje na hydrofobni
akceleraci pii Diels-Alderové reakci, kde poukazuje na rozdilnou rychlost vzniku komplexu
v zavislosti na prostfedi, ve kterém reakce probiha, na velikost cyklodextrinovéhokruhu
a predev§im na dulezitost hydrofobniho charakteru molekuly B-cyklodextrinu.(16) (viz.

obr.c.2)
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Obrazek 2 R. Breslow, hydrofobni akcelerace pri Diels-Alderove reakci, dostupné z:
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ja00546a048
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Taguchiho vyzkum vzniku komplexu pB-cyklodextrinu s fenolftaleinem

Zéakladnim kamenem uspésného vyzkumu bylo zvolit vhodné reakéni komponenty.
Jakmile byly objeveny latky spliujici piislusné pozadavky a interakce mezi nimi byla
pozitivni, bylo nutno vysvétlit jakym zplisobem do sebe jednotlivé molekuly zapadaji.
Pomoci *C NMR Taguchi zjistil, jakym zpiisobem se umisti molekula fenolftaleinu
do PB-cyklodextrinového kruhu a popsal vznikly komplex nasledovné: ,Jakmile je
B-cyklodextrin  pfidan k fialovému alkalickému roztoku fenolftaleinu, dochézi
k okamzitému odbarveni. V tomto ¢lanku, na zakladé '*C NMR, ukazujeme, Ze pokud
je cCervend ionizovana forma umisténa v B-cyklodextrinovém kruhu, formuje se
do laktonové formy, avsak s protonovanymi fenolickymi zbytky“.(15) Tato teorie by
potvrzovala skutecnost, Ze se v ptipadé€ vzniku komplexu chova jako enzym: ,,Cyklodextrin
se zde chova podobné jako enzym, ve smyslu zvySeni rychlosti reakce”.(15) Lze tedy
predpokladat, ze vlivem rizné distribuce elektronové hustoty v molekule cyklodextrinu

muze dochazet k riiznému rozlozeni naboje ve vazané molekule. (viz. obr.c.3)

Scheme 1

red colored dianion coloriess alkaline-faded
carbinol in strongly

on=||n* alkaline salution
page07s?

@D

HO
colorless monoanion coloriess lactonoid form
“Reference 8b: a slow step, & = 9.4 % 107 min™ at pH 12.4.
* Reference 8b: pk, = 9.75 £ 0,05,

Scheme 11

Obrazek 3 Transient Binding Mode of Phenolphthalein-"-Cyclodextrin Complex: An Example of Induced Geometrical
Distortion dostupné z: https://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/ja00270a03
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2.4.5 Crown-ethery, jejich objev a pouziti

Jako prvni byly crown-ethery objeveny némeckym chemikem Arthurem
Littringhausem, ktery se zabyval vznikem metalokomplexti s makrocyklickymi
slouc¢eninami.(17) ,,Zkoumal tehdy reakci, pfi které objevil dvaceticlennou kruhovou latku
po reakci monosubstituovaného derivatu resorcinolu v pfitomnosti uhli¢itanu vépenatého
apentan-1-olu.“(18) V rocel967 publikoval Pedersen, plsobici v oblasti primyslového
vyzkumu praci, kde pojmenoval tyto cyklické ethery jako ,,crown-ethery* a popsal jejich
vlastnost tvofit komplexy s alkalickymi kovy a kovy alkalickych zemin. V dalSich letech
zjistil Perdersen, Ze heteroatomy vazané v molekule téchto polycyklickych ethertt nemusi
byt pouze atomy kysliku, nybrz jako dalsi vhodné elektronové donory se ukazaly i atomy
dusiku siry, fosforu a selenu.(3) V dnesni dobé¢ je pouZiti crown-etherti rozSifeno piredevsim

v oblastech zdravotnictvi a farmacie, v chemickém priimyslu a biochemii.(19)

2.4.6 Vlastnosti crown-etheri

Crown-ethery jsou cyklické slouceniny, které obsahuji nékolik atomt kysliku tvorici
v makrocyklech etherovou vazbu.(20) Primarné€ jsou crown-ethery sloZzeny z opakujicich se
etherovych jednotek, atom kysliku v§ak mlze byt nahrazen jinymi vhodnymi heteroatomy
jako napft. dusikem, pak hovotfime o tzv. azocrown-etherech (pokud jsou nahrazeny nékteré
atomy kysliku atomy dusiku), azocrowny (pokud jsou nahrazeny vSechny atomy kysliku
atomy dusiku),(9) sirou,(21)tyto latky nazyvame jako polythioethery(7),nebo thiocrown-
ethery (v pfipadé€ Ze jsou nahrazeny né€které atomy kysliku atomem siry), thiocrowny(pokud
jsou nahrazeny vSechny atomy kysliku atomy siry), pokud obsahuji vSechny tii druhy
heteroatom, hovofime o thioazocrown-etherech. Mezi dalsi heteroatomy patfi napt. fosfor
a selen.(3) Existuje mnoho derivati téchto sloucenin, coz je zpisobeno moznosti navazani
dalsich molekul do cyklu, mezi které patii ku piikladu: benzenova jadra, jadra furanu,
thiofenu ,¢i pyridinu,(18)poptipadé se na molekulu vazi riizné charakteristické skupiny,
které zlepSuji jejich vlastnosti pfi chemickych reakcich. Podle mnoZstvi, velikosti
a prostorového uspotadani etherovych kruhti mizeme rozdélit tyto latky do nékolika skupin,
a sice na crown- ethery, koronandy, kalixareny, kryptandy, polyethery, podandy
a sferandy.(21) (viz. obr.¢.4)
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Obrazek 4 Crown-ethery dostupné z:

https://www.google.com/url?sa=i&url=https %34 %2F %2 Fwww.semanticscholar.org%2 Fpaper%2 F Emergence-of-
symmetry-and-chirality-in-crown-ether-Mart%25C3%25ADnez-Haya-
Hurtado%2F774afc334d478c61154b802c7781e63efe59f4f3%2Ffigure%o2F4&psig

Dilezitou vlastnosti crown-ethert je, Ze dokézi selektivné vazat ionty do své dutiny-kavity.
Vytvati tak ,,guest-host komplexy, ,.kde guest molekulu tvofi soli alkalickych kovii
a kovu alkalickych zemin, amoniakalni soli, iontové a polarni organické slouceniny jako
thiomocovina, diazoniové soli, semikarbazidy a acetonitril.“ (3) Interakce, kterd zptsobuje
tento jev se nazyvd ion-dipol interakce a probiha mezi kationtem (hostem-guest)
a hostitelem(host), pfesnéji mezi donorovymi heteroatomy vazanymi v kruhu crown-

etheru.(3) Podminky pro uskutecnéni této interakce stanovil Pedersen:
,» 1. Rozmér kavity crown-etheru a polomér kationtu.

2. Pocet atomt v crown-etheru (donorl) a zplsob jejich rozmisténi.
3.,,Sila* interakce mezi donorem a kationtem.

4. Oxidaéni stav kationtu.” (3)

Crown-ethery maji na rozdil od cyklodextrinii hydrofobni externi ¢ast molekuly, tudiz jsou

rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech. Diky své unikatni vlastnosti vazat do své kavity



rizné kationty soli rozpustné v polarnich rozpoustédlech, umoziuji piekonat fazové
rozhrani (jedna se o tzv. fazovou katalyzu). Znadmym ptikladem tohoto typu je tvorba
komplexu draselného kationtu s 18-crown-6 etherem, jehoZz vznik umoziuje rozpustit
manganistan draselny napf. v benzenu.(22) Dalsi vlastnosti crown-ethert je, ze s rizné
velkymi etherovymi kruhy interaguji rizné velké kationty, ¢ehoz se vyuziva v iontové
selektivnich elektrodach, které diky této vlastnosti mohou fungovat.(23) Specificky
upravené syntetické crown-ethery pattici ku ptikladu do skupiny kryptanda jsou schopny
vazat do své kavity i anionty.(3) V neposledni fad¢ je tfeba zminit interakci crown-ethert
s neutralnimi molekulami, kde se uplatiuji vodikové vazby, coz mé za nésledek snizenou
stabilitu vzniklého komplexu.(3) Tvorba komplexu s anionty a neutralnimi molekulami se
uplatituje ptedevSim v bioorganickych a biomedicinskych odvétvich, kdy funguji crown-

ethery jako latky schopné oznacit rizné molekuly, nebo jako transportni molekuly. (14)

2.4.7 Crown-ethery jako modely aktivnich center

Crown-ethery, obdobné jako cyklodextriny, jsou cyklické molekuly, které maji
kavitu, do té se mohou vézat rizné molekuly. Komplexy, které vytvateji nejsou zalozené
na vazbé komplementarni molekuly na zdklad¢ hydrofobniho charakteru jejich kavity.
Crown ethery tvori donor-akceptorové komplexy, ¢ehoz se vyuziva k vytvareni modell
enzym-substratovych komplexti. Molekula, kterd interaguje s kavitou crown-etheru je
ve vétSing piipadi kationt, méné Casto elektroneutralni sloucenina, ktera se koordina¢né vaze
do kavity crown-etheru a na zbytku molekuly, ktera se nachazi mimo kavitu crown — etheru
probihaji rizné chemické reakce, tudiz po uvolnéni molekuly z komplexu vznika strukturné
odli$ny produkt, podobné jako pfi enzymatickych reakcich. (24) Na zakladé téchto fakti byl
vytvofen kupfikladu model enzymatické reakce demonstrujici vznik peptidd. Jednd se
o reakci, do které vstupuje vice substratli a substituovany crown-ether s navdzanou HS-
skupinou, pficemZ vznik komplexu (navazani prvniho substradtu) umoZziuje interakci
s druhym substratem za vzniku nového produktu.(24) Zjednodusené feceno, po vzniku
komplexu je umoznéna reakce pii které vznikd novy fetézec spojeny peptidovou vazbou
obdobné jako pfi katalytické enzymatické reakci vzniku polypeptidového fetézce.(24) (viz

obr.¢.5) Podobnych modeld zalozenych na téchto interakcich existuje celd fada, ale cilem
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této prace neni popsat vSechny alikvétni modely, nybrz pfiblizit si na jakych principech

vytvarené modelové systémy funguji.

H, H o H R o H H |-|I| R o
H—N;H + H}N+| f’j - H—NL"—H——N—H
Hf 9] ! | i Halr 0
R H H O R C-konec
M-konec

peptidova vazbha

Obrazek 5 Vznik peptidového retézce dostupné z:

https://www.google.com/url?sa=i&url=https%34%2F %2 Fwww.mojechemie.cz%2FBiochemie%3AB%25C3%25ADlkov
iny&psig=AOvVaw2KquZgrgdNF cyvdRmWC-
Y5&ust=1587760700301000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCMC58-0Oz_-gCFQAAAAAdA

2.5 Aplikace modelu aktivnich center ve vyuce

Modely aktivnich center umoziiuji 1épe pochopit slozité reakce probihajici
v enzymech. ZjednoduSeni celé¢ problematiky umoznuji makrocyklické slouceniny, které
vykazuji specifickou afinitu k molekule, kterd se vaze do jejich kavity. (42) Diky modelim
je mozno popsat hlavni interakce na zaklade¢, kterych je stabilizovana vazana molekula,
obdobné jako substrat v aktivnim centru enzymu. Hlavnim zdmérem je, aby studenti byli
seznameni s tim, jaké reakce probihaji pfi vazbé substritu na enzym a byli schopni je
identifikovat, popsat je a porozumét jim. Hlavni oblast pouziti modeld je ve vyuce
biochemie, presnéji v uc¢ivu o enzymatickych reakcich. Nutno dodat, Ze navrhované modely
popisuji vice chemickou podstatu problematiky nezli biologickou, ovSem proto, aby byli
studenti schopni pochopit, na jakém principu funguje enzymaticka reakce, je nutné seznamit
je s interakcemi na atomdarni urovni. Modely uréené pro vyuku mohou mit fadu podob.
Mohou to byt modely materidlni, pocitatové nebo experimentdlni modely,
ve kterych jsou enzymy nahrazeny strukturné jednodusS$imi molekulami, ty ale umoziuji
poznat podstatu fungovani aktivnich center enzymu. Inovace v této oblasti vyuky tak spociva
v propojeni aplikovatelnych metod, tedy pouzit obrazkovy model v ndvaznosti
na n¢j provést experiment v podob¢ jednoduchych chemickych reakci a nasledné interakci
prozkoumat pomoci materialniho modelu, jelikoz zhmotnéni abstrakce vyrazné napomaha

pochopeni zkoumaného problému.
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Tauschuv vyzkum a vyukovy experiment

Profesor Tausch zpracoval téma o nékolik let pozdéji, kdy jiz existoval pfesny nazev
pro vznikajici komplex, a sice Guest-Host-Komplex neboli komplex hostitel-host.
Na zdklad¢ vysledkti studia pomoci UV-VIS spektroskopie a dosel k zavéru,
ze fenolftalein se nachédzi v komplexu s f-cyklodextrinem ve formé dianiontu, a to vzhledem
k vodikovym mustktim, pficemz piimo tvrdi: ,,Diky témto mezimolekularnim interakcim je
molekula fenolftaleinu vyznamné stoCena kolem centralniho atomu uhliku. To ma vliv

na delokalizaci konjugovaného systému n-elektronii, a toto se projevi odbarvenim.* (25)(42)

Simone Krees z pracovniho tymu university ve Wuppertalu k feSené problematice doklada

vysledky z mé&feni 'H NMR spekter, které nazor na strukturu komplexu jesté koriguji. (26)

Z vysledki vyzkumu, ktery byl publikovan v Journal of the Brasilian Chemical Society(X)

ovsem vychazi, Ze laktonova forma pti vzniku komplexu je energeticky vyhodnéjsi. (27)

Bez ohledu na to, jakym zptisobem vidi Tausch geometrii vzniklého komplexu je jeho tloha

zcela funk¢ni. (viz. ptiloha €.1,2,3)
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3 Cil prace

Makrocyklické slouceniny (napt. cyklodextriny, crown-ethery) jsou latky, pouzivané
v fad¢ oborti. Cyklodextriny jsou vyuzivany v lékatstvi (transport 1€¢iv v organizmu) nebo
potravinaiském primyslu (stabilizatory), crown-ethery kuptikladu v chemickém primyslu
(fazové katalyzatory). Dulezitou okolnosti je, ze oba typy latek tvoii tzv. host-guest
komplexy, na zaklad¢, kterych je mozné vytvotit napt. model aktivniho centra enzymu.
Jedna se tedy o jednoduchy zplisob demonstrace procesd, spojenych s katalytickym

plisobenim enzymil.

Cilem prace je na zdkladé¢ provedenych pokust s jednotlivymi makrocyklickymi
slou¢eninami dosdhnout nazorné prezentace funkce aktivniho centra enzymu,
a to prostfednictvim vyukovych experimentalnich uloh. Jednotlivé experimentalni ulohy
jsou zalozeny na barevnych zménach, které ukazuji na tvorbu pfislusnych komplexti mezi
makrocyklem a substratem. Konkrétnim makrocyklem bude B-cyklodextrin, substrat bude
simulovan fenolftaleinem a jeho derivaty. Zamérem je téZ demonstrovat interakce
probihajici v aktivnim centru pomoci materidlniho modelu B-cyklodextrinu a ukézat
na vliv struktury substratu na tvorbu komplext. Vybrané experimenty pak budou ovéteny

ve vyuce.

Néavody experimentalnich tloh jsou uréeny obzvlasté¢ pro workshopy a prakticka cviceni

na vysoké Skoly vzdélavajici uitele 1 stiedni Skoly vSeobecné-vzdelavaciho typu.
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4 Prakticka ¢ast

Experimentalni ¢ast je zalozena na urceni presnych reakénich podminek pokust,
na zakladé kterych jsou vytvofeny vyukové experimentalni ulohy, doplnéné ptilozenym
materialnim modelem pro nédzornou ukazku vzniku komplexu host-guest, a také
pro vysvétleni jevl, které vzniku supramolekuldrnich komplexti brani, nebo naopak
podporuji vznik takto slozitych biochemickych agregath. Je vice nez ziejmé,
ze v enzymech probihaji reakce tohoto typu mnohem slozitéji, nicméné z toho divodu je
zapotiebi celou problematiku zjednodusit na uchopitelnou uroven pro zéky a studenty,
a pokud se podivdme na chovéni zvolenych acidobazickych indikatord FFT,KFT a TFT
v prostiedi B-CD, zjistime, Ze na nich lze ukdzat moznosti vzniku komplexi, sily, které tyto
reakce ovliviuji, stericky efekt na zakladé rizné velikosti jednotlivych molekul, vyznam

hydrofobniho charakteru molekul a distribuce parcidlnich naboji, pohyb n-elektronti, vznik

pfechodnych dianiontl a pfedevsim to, ze cely systém je velmi dynamicky.

4.1 Pouzité chemikalie
B-Cyklodextrin, ALDRICH, USA

Fenolftalein, LACHEMA Brno, Ceska republika

o — Kresolftalein, Spolek pro chemickou a hutni vyrobu, Czechoslovakia
Thymolftalein, LACHEMA Brno, Ceska republika

Fenolova ¢erveti, LACHEMA Brno, Ceska republika

Kresolova Cerveii, Spolek pro chemickou a hutni vyrobu, Czechoslovakia
Thymolova modi, LACHEMA Brno, Ceska republika

Hydroxid sodny, p.a., Lach-Ner, Ceska republika

Ethanol-technicky, Severochema, Ceska republika

Destilovana voda
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4.1.1 Charakteristika pouzitych latek

p-cyklodextrin
Jednd se o chemickou slou¢eninu fadici se mezi cyklické oligosacharidy. Sklada se
ze sedmi dextrinovych podjednotek. Na zakladé své nizké toxicity jsou pouzivany piedev§im

ve farmaceutickém, potravinaiském prumyslu a v 1ékatstvi. (28)

Fenolftalein

Fenolftalein se pouziva v laboratotich jako acidobazicky indikator, jehoz oblast aktivity je
v rozmezi pH 8,2-9,8, kdy ma fialovo-rizovou barvu. (29) V extrémné kyselém prostiedi
ma barvu ¢ervenou, v oblasti pH 0-8,2 1 pro pH vétsi nez 9,2 je bezbarvy.(29) Ve vodném
roztoku reaguje kysele. Fenolftalein ma projimavé ucinky a také zptisobuje ochabovani
svall, pro své podezieni s karcinogenity se vSak nepouziva v lékarstvi.(30)
Jeho nazev dle nomenklatury IUPAC je ,,3,3-bis (4-hydroxyfenyl) -2-benzofuran-1-on*.(30)

Strukturni vzorec je na obrazku €. 6.

HO

OH

Obrazek 6 Fenolfialein, dostupné z:

https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A4%2F %2 Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhenolphthalein&psig=AOvVa
w3QHK82a5xN4z900chFtdsl&ust=1587762472692000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqgFwoTCMjOwZub6_-
gCFQAAAAAdAAAAABAD
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o-Kresolftalein

o-kresolftalein je rovnéz acidobazicky indikator pouzivany v laboratofich napf. k stanoveni
vapniku.(31) Oblast jeho aktivity je v rozmezi od 8,2-9,8 kdy ma syté Cervenofialovou
barvu.(32) Od fenolftaleinu se liSi navdzanou methylovou skupinou v ortho-poloze.

Systematicky nazev podle IUPAC je: ,,3,3-bis(4-hydroxy-3-methylphenyl)-1(3H)-

isobenzofuranon®.(32) Strukturni vzorec je na obrazku ¢. 7.

CH, CH,4

Obrazek 7 O-kresolftalein, dostupné z:

https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F %2 Fcs.qwe.wiki%2 Fwiki%2 F O-
Cresolphthalein&psig=AOvVaw3uKl14yx4YeTPPrf7sbe9B&ust=1587762623474000&source=images&cd=vfe&ved=0
CAIQjRxqFwoTCKDRjdy6_-gCFQAAAAAAAAAABAD

Thymolftalein

Thymolftalein patii také mezi acidobazické indikatory s aktivitou v oblasti pH 9,3-
10,5.(33)V extrémné kyselém prostiedi je Cerveny a pii pH 0-9,3 je bezbarvy. (33)
Od o-kresolftaleinu se 1i§i umisténim methylovych skupin v poloze 2-a pfitomnosti
isopropylovych skupin v poloze 5-. Systematicky ndzev podle IUPAC zni: (30)3,3-bis(4-
hydroxy-2-methyl-5-propan-2-ylfenyl)-2-benzofuran-1-on“(34) ~ Strukturni vzorec je

na obrazku ¢. 8.
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Obrazek 8 Thymolfialein, dostupné z: By NEUROtiker - Own work, Public Domain,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php? curid=3888608

Fenolova ¢erven

Fenolova Cerveinl (fenolsulfoftalein) patii do skupiny acidobazickych indikétord, obsahujici
ve své molekule atom siry v podobé sulfoskupiny. Pouziva se hojné v bioorganickych
laboratofich pii kultivaci bunék, v testovacich sadach na indikaci pH v bazénech,
v minulosti byl pouZzivan pro indikaci pratoku krve ledvinami. Jeho aktivni oblast je od pH
6,8, kdy je Zluty az do pH 8,2, kdy ma jasné riZzovou barvu. (35) Systematicky ndzev podle
IUPAC zni: ,4- [3- (4-hydroxyfenyl) -1,1-dioxo-2,1A 6 -benzoxathiol-3-yl] fenol“(36),

(strukturni vzorec viz. obrazek ¢.9).

Obrazek 9 Fenolova cerven, dostupné z:
https://www.google.com/url?sa=i&url=http%3A4%2F%2Fm.slobodavockovani.sk%2Fnews%2Ffenolova-

cerven%2F &psig=AOvVawItPCOMexhh5KjaXygXRsi3 &ust=1587829970536000&source=images&cd=vfe&ved=0CAI
OjRxqFwoTCPCm3NO1gekCFQAAAAAdAAAAABAJ
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Kresolova ¢erven

Kresolova Cerven neboli také o-kresolsulfoftalein od fenolové Cervené 1iSi navazanymi
metylovymi zbytky v ortho — poloze. Jedna se o acidobazicky indikator s aktivni oblasti pH
od 7,2, kdy ma Zlutou barvu po 8,8. kdy ma velmi intenzivni fialovou barvu. Pouziva se
ptedevs§im v biochemickych laboratotich a pro indikaci pH v akvariich.(37) Systematicky
nazev podle IUPAC zni: ,4- [3- (4-hydroxy-3-methylfenyl) -1,1-dioxo-2,1A6 -
benzoxathiol-3-yl] -2-methylfenol,*“(38) (strukturni vzorec viz. Obrazek ¢.10).

HO
OH

Hs;C
3 CH3

O

S.J"
'\
10
Obrazek 10 Kresolova cerven, dostupné z:
https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A4%2F %2 Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2 Fproduct%2Fsial %2 F

114472%3Flang%3Den%26region%3DUS&psig=AOvVaw3DF GaMRZ0B2pfc4iHShXnb&ust=1587830140994000&so
urce=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqF

Thymolova modr

Thymolovd modi znama také jako thymolsulfoftalein se pouzZiva jako acidobazicky
indikator. Od fenolové Cervené se liSi substituci methylovou skupinou a isopropylovou
skupinou na benzenovém kruhu. Pfi pH niz§im nez 1,2 ma barvu Cervenou, pii pH 1,2-2,8
prechazi plynule z ¢ervené do Zluté, zlutou barvu ma az po pH 8,0 a od pH 8,0 az po 9,6
ptrechazi plynule ze Zluté do modré a v oblasti nad 9,6 pH je syt€ modry. (39) Systematicky
nazev podle IUPAC zni:

»4-[3-(4-hydroxy-2-methyl-5-propan-2-ylphenyl)-1,1-dioxo-2, 1 A6benzoxathiol-3-yl]-5-
methyl-2-propan-2-ylphenol.* (40), (strukturni vzorec, viz. obrazek ¢.11).
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Obrazek 11 Thymolova modr, dostupné z:

https://www.google.com/url?sa=i&url=https %34%2F %2 Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsial %2 F
114545%3Flang%3Den%26region%3DUS&psig=AOvVaw1jV4j8d-

JGnrul C2oyEkmV&ust=1587830326892000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwo

4.2 Pouzita laboratorni technika
hodinové sklo (3x)

odmérn4 batika 100cm?® (1x)
odmérn4 batika 10cm?® (4x)
Navazovaci lodicka

Nasypka

Spachtle, kopistka

Analyticka véha, pfedvazka
Drzak zkumavek+ zkumavka (6x)
plastova pipetka (3cm?) (7x)

Filtraéni papir
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4.3 Metodika realizace vyukovych experimentii

Zékladnim  metodologickym  nastrojem  vyzkumu byl experiment,
a to s makrocyklickymi latkami(cyklodextriny) a acidobazickymi indikatory (fenolftalein,
o-kresolftalein, thymolftalein). Hlavnim cilem v prvni etapé bylo vymezeni potiebné
koncentrace reak¢nich komponent tak, aby se dala vytvofit uloha, na zaklad¢, které by bylo
mozno demonstrovat interakce v aktivnim centru enzymu. Zakladni myslenkou bylo
vytvofit modelovou fadu, kterd by poukazovala na vliv sterického efektu pii vazbé substratu
do aktivniho mista enzymu. Z toho diivodu byly vybrany acidobazické indikatory liSici se
vzdy o jednu navéazanou funk¢ni skupinu, jako prvni byl pouzit nesubstituovany fenolftalein,
druhy viadé¢ byl kresolftalein se  substituenty methylovymi  skupinami
a poslednim indikator piedstavoval thymolftalein, ktery v molekule, kromé¢ methylovych

skupin, obsahuje jest¢ dalsi dve isopropylové skupiny.

Experimenty byly provadény se tfemi rtiznymi koncentracemi acidobazickych indikétord,
pfi¢emZ nejvice se osvédCila 0,1% koncentrace vSech tii indikatori. Dal§im dileZitym
krokem bylo definovat roztok B-cyklodextrinu, jelikoz vyrobce neuvadi na vyrobku pocet
molekul krystalicky vézané vody, bylo nutné tidit se udaji o rozpustnosti a vytvorit
za studena nasyceny roztok. Rozpustnost B-cyklodextrinu pii 25 °C ve 100ml je 1,85g,
v tomto piipadé byl pfipraven za studena nasyceny roztok, tak Ze bylo rozpousténo 0,2 g
B-cyklodextrinu ve 100cm® H>O po dobu $edesati minut. Za 60 minut b&hem, kterych se
B-cyklodextrin rozpoustél bylo stale vidét malé mnozstvi nerozpusténé latky na dn€ odmérné
baiiky z ¢ehoZ 1ze usoudit, Ze roztok byl nasyceny, navic po pfidani malého mnozstvi -
cyklodextrinu nedochézelo jiz k Zddnému dalSimu rozpousténi ptidané latky. Pokusy byly
testovany také na strukturné blizké trojici indikatort: fenolova cerven, kresolova Cerven

a thymolové modf.

33



Experimentalni ¢ast k tloze ¢.1 (postup)
Navézka acidobazickych indikatord byla rozpusténa v 10cm? ethanolu. Rozpustnost
indikatorti v etanolu klesala od thymolftaleinu, pfes kresolftalein k fenolftaleinu. Doba

rozpusténi Cinila ptiblizné 30 minut. (0,1% roztok)

Navazka na ptipravu 0,2M roztoku hydroxidu sodného byla rozpusténa v odmérné barice

a doplnéna vodou na 100cm?.

Do tfi zkumavek bylo odpipetovano stejné mnozstvi roztoku vsech t¥ indikatord (1,5 cm?)
a ke vSem indikatoram bylo ptfidano stejné mnozstvi 0,01M roztoku hydroxidu sodného
(3cm?). Byla pozorovana zména zbarveni indikatorsi — fenolftalein se zbarvil do fialovo-

ruzové barvy, kresolftalein do ¢ervenofialové barvy a thymolftalein do syté¢ modré barvy.

Na laboratorni stal byl umistén filtrani papir, aby bylo moZzno sndze pozorovat interakce
mezi B-cyklodextrinem a jednotlivymi indikatory, na papir byla umisténa tfi mala hodinova
skla (r = max. 2,5cm). Na kazdé sklicko bylo odpipetovano cca 6ml za studena nasyceného
roztoku B-cyklodextrinu, na prvni sklicko byly pfidany 3 kapky fenolftaleinu, na druhé
sklicko 3 kapky kresolftaleinu a na tfeti sklicko 3 kapky thymolftaleinu.

Byla sledovana doba, za kterou se se indikatory odbarvily.

Experimentalni ¢ast k tiloze ¢.2 (postup)

Primarni postup je totozny jako v piedchozi tloze, a to az po odbarveni vsech tii roztokd,
kdyZz vSechny indikatory vytvofily komplex s B-cyklodextrinem. Poté bylo ptfidano 5-6
kapek fenolftaleinu ke vSem vzniklym komplexim a byly pozorovany zmény, které
naznacuji, jakym zptsobem funguje kompetitivni inhibice a jak ji lze ovlivnit zvySenim

koncentrace substratu s nejvyssi afinitou k enzymu.

4.4 Prehled naméti experimentalnich uloh

Vzhledem k vysledkim experimentu byly zvoleny dva naméty experimentalnich
uloh. Jeden demonstruje pfimo fungovani aktivniho centra enzymu a druhy kompetitivni
inhibici pfi vazb¢ substratu na enzym. Oba naméty vyplyvaji z vlastnosti pouzitych latek
vytvaret komplexy. Hlavnim divodem tvorby téchto uloh je, ze ve vétsing pripadl je mozné

zndzornéni vzniku enzym-substratového komplexu, popiipadé reakci, které tento vznik
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ovlivituji, zde pfimo kompetitivni inhibice, pouze schematicky pomoci obrazki. Proto je
snahou na zakladé navrZzenych experimentii znazornit enzymatickou aktivitu
prostiednictvim jednoduchych chemickych reakci spomoci materialniho modelu

a dopliujicich obrazkovych schémat.

Namétem prvni tlohy je tedy, aby se po kratkém tvodu student sezndmil s problematikou
enzymu a prisluSnymi modely aktivnich center enzymu. Nasleduje cast, kterd seznamuje
studenta s cyklodextriny, a také vysvétluje pro¢ pravé tyto makrocyklické latky mohou
slouzit k demonstraci aktivniho mista enzymu. DalSim krokem je samotny experiment, ktery
provadi sam student. Na zéklad¢ pozorovanych zmén pak mulze zodpovédet polozené
otazky. Pro efektivngjsi vizualizaci je do tlohy zaclenén materidlni model, diky kterému je
mozné nahlédnout piimo do té ¢asti molekuly, kde dochézi k interakci mezi aktivnim mistem

enzymu a substratem.

Namét druhé ulohy je zaméfen na kompetitivni inhibici. V tvodu se student seznami
s pojmem specifické vazby substrdtu na enzym, dale zjisti, jakym zplsobem funguje
kompetitivni inhibice a jak je mozné pomoci interakce B-cyklodextrinu s pouZzitymi
indikatory tuto situaci demonstrovat. Na teoretickou cast plynule navazuje prakticky
experiment, pii kterém student pozoruje zmény pfi reakcich a na zékladé ptedchozich
informaci zodpovida otazky. I zde je pfiloZzen materialni model, ktery mtize pomoci lépe si

predstavit k jakému procesu béhem probihajicich reakcich dochézi.
4.5 Prehled realizovanych experimentii

4.5.1 1. Shrnuti vysledki provadénych experimentii zaméienych na vznik komplexi

vybranych acidobazickych indikatora a p-cyklodextrinu

Obecny uvod:

Problematika feSena v této praci vyZaduje ptresné vymezeni koncentraci danych
reakénich komponent, detailni popis postupu reakcei a jejich dobrou reprodukovatelnost, aby
mohly byt pokusy pouzitelné ve vyuce, pochopitelné pro zdky a studenty s moznosti
adekvatné vysvétlit podstatu experimentu, a to na zakladé né€kolikandsobného ovéteni.

Vsechny indikatory byly rozpustény a piipraveny roztoky o piesnych koncentracich
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a roztok B-cyklodextrinu byl definovén jako ,,za studena nasyceny*. U provadénych pokusii

byla zmétena doba komplexace, ktera pfimo ukazovala jejich afinitu k hydrofobni kavité -

cyklodextrinu, a také poukazovala na pfitomné sterické branéni zptisobené ptitomnosti rizné

velkych alifatickych zbytkl v molekulach indikatort.

Tabulka 1 Indikatory obsahujici v molekule benzofuran, aktivita v bazické oblasti pH

Indikéator Koncentrace (g) % Cas odbarveni Zména po pridani 0,01 M | Zpétné odbarveni
NaOH (3 kapky)

Fenolftalein 0,10 % Okamzité Beze zmény —

Kresolftalein 0,10 % 5-10 min. Fialovocervené zbarveni cca po 2 minutach

Thymolftalein 0,10 % 10-15 min. Modré zbarveni cca po 2 minutach

Indikator Koncentrace (%) % Cas odbarveni Zména po pridani 0,01 M | Zpétné odbarveni
NaOH (3 kapky)

Fenolftalein 1,00 % Okamzité Svétle fialova V fadu desitek sekund

Kresolftalein 1,00 % 10-15 min. Fialovocervené zbarveni cca po 2 minutach

Thymolftalein 1,00 % 20-25 min. Modré zbarveni cca po 2 minutach

Tabulka 2 Indikatory obsahujici sulfoskupinu, aktivita v kyselé oblasti pH

Indikéator Koncentrace (g) % Cas Zména po piidani 0,01 M NaOH | Zpétné odbarveni
odbarveni (3 kapky)

Fenolova Cerven 0,01 % 25-35 min Svétle Cervenofialova 30 minut

Kresolova Cerven 0,01 % 10-20 min Tmavé Cervena 15 minut

Thymolova modf 0,01 % 5-10 min Modra 5 minut
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4.5.2 Priprava a reakce modelové rady fenolftalein-kresolftalein-thymolftalein

Na zaklad¢ dil¢ich poznatkli byly pfipraveny roztoky vyse zminénych indikatora
o hmotnostni koncentraci 0,1 %, 1,0 % aroztok 0,01 M hydroxidu sodného. Fenolftalein,
o-kresolftalein i thymolftalein byly rozpusStény v etanolu. Déle byl pfipraven za studena
nasyceny roztok B-cyklodextrinu, zvoleni tohoto zplsobu piipravy roztoku souvisi
s pouzitou latkou, u které neni uveden piesnyudaj o krystalicky vdzané vod¢ v jeji
molekule. Na tfi mala hodinova skla bylo piedlozeno cca 3cm® tohoto roztoku.
Ve zkumavkach byly piipraveny alkalické roztoky indikatord. Pomoci pipety byly
pfidany k jednotlivym roztoktim B-cyklodextrinu ptedem pfipravené roztoky indikatort,
a sice 1-2 kapky. Pozorované zmény byly zaznamenavany pomoci fotoaparatu a byl

vytvoren také videozdznam.

Pribéeh reakei nebyl totozny (viz. Tab.1). Dle oekavani vykazoval nejvétsi afinitu k -
cyklodextrinu fenolftalein, ktery neobsahuje ve své molekule zadny alifaticky zbytek.
Ostatni dva indikatory vstupovaly do komplexu na =zaklad¢ wvelikosti jejich
uhlovodikovych zbytkt, €ili ochotnéji kresolftalein, méné ochotné pak thymolftalein,
¢imz bylo potvrzeno sterické branéni, které bylo navic ovéteno reakei obou téchto
indikatorti s fenolftaleinem, pfi¢emz po pfidani fenolftaleinu ke vzniklym komplextim
thymolftaleinu a kresolftaleinu s B-cyklodextrinem doslo k naruSeni komplexu a dané
indikatory byly vypuzeny, coZ bylo moZné pozorovat na zméné barvy roztoku, v pfipadé
o-kresolftaleinu z bezbarvého na fialovy a v pfipadé thymolftaleinu z bezbarvého

na modry.

Pokusy byly provadény se dvéma riznymi koncentracemi. Bylo potvrzeno, ze vyssi
koncentrace indikatoru ovlivni rychlost vzniku komplexu. Po pfidani tfi kapek

hydroxidu sodného ke vzniklym komplexti dochézi ihned k obarveni roztokd.

Interakce s fenolftaleinem

Fenolftalein interagoval s B-cyklodextrinem okamzité, a to v jakékoliv koncentraci,
¢imz se potvrdila jeho vysoka afinita k dané latce, a také vznik ,host-guest” komplexu, kdy
B-cyklodextrin pisobi jako hostitel, v tomto pfipadé¢ s hydrofobni dutinou, a fenolftalein jako
host, ktery svou nepolarni ¢asti molekuly vstupuje do dutiny-kavity, ptfi¢emz dochazi

k uzavteni laktonového cyklu a ke zméné konstituce, z planarniho trigondlniho uspotadani
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na cyklické tetragondlni, coz ma za nasledek zménu barvy roztoku z fialového
na bezbarvy. Po pfidani tfi kapek hydroxidu sodného nebyly pozorovany zadné¢ zmény,
ty nastaly az s mnohondsobné¢ vétSim objemem hydroxidu, kdy se roztok obarvil
na fialovo, doslo tedy k naruseni komplexu. Tento jev je zplsoben tim, Ze v alkalickém
prosttedi prechazi laktonova (cyklickd) bezbarva forma fenolftaleinu na necyklickou

barevnou formu s typickym fialovym zbarvenim.

Interakce s o-kresolftaleinem

Na zaklad¢ sterického branéni, diky pfitomné metylové skupiné, interagoval
kresolftalein s B-cyklodextrinem pomaleji nez fenolftalein. K jeho zakomplexovani ovSem
také doslo. V nizsi koncentraci cca po osmi minutach, ve vyssi cca po patnacti minutach.
Reakci s hydroxidem sodnym se komplex rozpadal a roztok byl opét zbarven svétle fialove,
kterad vymizela cca po dvou minutach. Jakmile byl ke vzniklému komplexu B-cyklodextrinu
a kresolftaleinu pfidan fenolftalein, doslo k okamzitému vypuzeni kresolftaleinu z komplexu

a roztok se obarvil na fialovo.

Interakce s thymolftaleinem

V molekule thymolftaleinu nachazime navic dvé isopropylové a skupiny, které maji
stejny efekt jako metylova skupina v ptipadé kresolftaleinu, a tudiZz na zéklad¢ sterického
branéni tato slouCenina vstupovala do komplexu velmi neochotné, a byla z komplexu
vypuzena jak fenolftaleinem, tak kresolftaleinem i po pfidani roztoku hydroxidu sodného

a jeji zpetna komplexace v pripadé reakce s hydroxidem sodnym byla velmi zdlouhava.

Tato latka byla ponechana v nadbytku thymolftaleinu tyden ve tmé&, aby nedoslo k naruseni
komplexu vlivem UV zafeni, a doSlo k jejimu uplnému odbarveni. Po nasledném piidani par
kapek hydroxidu sodného se roztok zbarvil do svétle fialova, a tudiz lze usoudit,
ze vznikl pseudo-komplex, ktery po pfidani dalSiho mnozstvi hydroxidu sodného

nevykazoval zadné zmény.

4.5.3 Priprava modelové Fady fenolova cerven-kresolova ¢erven-thymolova modr
Podobné jako v pfedchozim ptipadé¢ byly pfipraveny roztoky indikatord,

Za ptedpokladu, ze sulfoskupina pfitomna v téchto latkach je rozméerové vétsi a vykazuje
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vys$$i polaritu nez karboxylovéa skupina, u modelové fady fenolftaleinu byly pfipraveny
pouze roztoky o niz8i koncentraci 0,01 %. Postup experimentu byl totozny jako
u predchozi fady indikatora (viz. odstavec-Ptiprava a reakce modelové fady fenolftalein-
kresolftalein-thymolftalein). Velmi obtizné bylo rozpustit dané indikatory v ethanolu,
a to kvili vysoké polarit¢ sulfoskupiny. V ptipad¢ sulfoftaleinii byl barevny ptechod
po pifidani NaOH ze zlutooranzové barvy na, v piipadé fenolové CcCervené svétle
¢ervenofialovou, v piipadé kresolové Cervené tmave Cervenofialovou a v ptipade thymolové

modfi na tmaveé modrou.

Interakce s fenolovou ¢erveni

Dle velikosti molekuly by tato latka méla ze skupiny sulfoftaleint tvofit nejochotnéji
komplex, protoze je nejmensi, ale opak je pravdou. Vytvoreni komplexu trvalo cca 30 minut.
Pti vytésiiovani pomoci hydroxidu sodného reagoval nejochotnéji,
a tudiz doslo k rychlému ptfechodu na Cervenofialovou barvu. Nasledné odbarveni trvalo

dlouhou dobu, ptiblizné stejné€ jako pfi prvnim pfidani fenolové ervené, tedy cca 30minut.

Interakce s kresolovou ¢erveni

Kresolova cerven se chovala jako latka, nachézejici se mezi fenolovou cCerveni
a thymolovou modfi. Doba vzniku komplexu se pohybovala mezi 15-20 minutami.
Pii reakci s hydroxidem sodnym doSlo krychlému obarveni roztoku na tmavé

Cervenofialovou, odbarveni trvalo 15 minut.

Interakce s thymolovou modii

Thymolovd modi je svou strukturou nejpodobnéjsi thymolftaleinu, piesto
vykazovala nejvétsi afinitu k B-cyklodextrinu. Tvorba komplexu trvala 5-10 minut.
Po ptidani hydroxidu sodného dochazelo k obtiznému vytésnéni latky z komplexu, Gspésné
bylo az pfi pfidani vétSsiho mnoZzstvi hydroxidu, kdy roztok intenzivné zmodral, doba

odbarveni byla 2 minuty.

4.5.4 Shrnuti:
Na zaklad¢ provedenych pokusti byla zvolena, jako nejvhodnéj$i, modelova fada
fenolftaleinu, protoZe ta nejlépe vystihuje systém tvorby komplexu ,host-guest®, a proto

bude na zéklad¢ tohoto komplexu vytvofen materidlni model redlné podoby, na kterém bude
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mozno vidét a vysvétlit celou problematiku tvorby téchto slou€enin, predevSim vliv
navazanych uhlovodikovych zbytkl (stericky efekt) a hydrofobni efekt. Vysledek téchto
experimentl bude propojen s enzymatickou funkci a bude poukézano na dulezitost struktury

substratu interagujiciho s aktivnim centrem enzymu.

4.5.5 2. Shrnuti vysledki provadénych experimentii zaméfenych na vznik komplexi

vybranych acidobazickych indikatora a p-cyklodextrinu

Podobné jako v pfedchozim experimentovani byly pozorovany rtizné zmény tvorby
komplexu acidobazickych indikatort s B-cyklodextrinem, mély ovSem odlisSny prubéh.
V ptipadé¢ vzniku komplexu fenolftalein-B-cyklodextrin probihalo vSe totoznég, jako
v ptfedchozim piipadé€, ovsem, co se tyce chovani kresolftaleinu a thymolftaleinu, to bylo
odlisné. Koncentrace indikatort byla stanovena na 0,1%, jelikoz pii téchto podminkéch
probihaly pokusy optimalné, doslo vSak ke zméné€ rychlosti odbarvovéni kresolftaleinu
a thymolftaleinu. Kresolftalein se odbarvoval znateln€ pomaleji nez thymolftalein. Tento jev
mohl byt zplisoben zasaditéjSim prostfedim, které bylo pro efektivitu pokusu zvoleno,
pfipadné zménou koncentrace B-cyklodextrinu, kdy zvolena navéazka 0,2g B-cyklodextrinu

byla rozpousténa v 10cm?® H>O.

Tabulka 3 Indikatory obsahujici v molekule benzofuran, aktivita v bazické oblasti pH

Indikéator Koncentrace (g) o, | Cas odbarveni | Zména po ptidani 0,01 M | Zpétné odbarveni
NaOH (5 kapek)

Fenolftalein 0,1 % Okamzité Beze zmény —

Kresolftalein | 0,1 % 15-20 min. Fialovoc¢ervené zbarveni | cca po 15 minutach

Thymolftalein | 0,1 % 5 min. Modré zbarveni cca po 3 minutach
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5 Vysledky a diskuze

Cilem bakalafské prace bylo vytvofit transparentni experimentalni ulohy
pro rozsifeni vyuky v oblasti enzymatické aktivity, které by znazoriiovaly aktivni centrum
enzymu, a navic by studenty seznamovaly s makrocyklickymi slouceninami, které nas

kazdodenné obklopuji, ale jsou ve velmi malém povédomi.

Na zéklad¢ vyzkumu se podaiilo navrhnout dvé tlohy. Prvni experimentélni lloha navazuje
na piedchozi studie a potvrzuje hypotézu vyznamu sterického branéni pii tvorb¢ ,,guest-
host“ komplexu. Jak jsme predpokladali rychlost interakce mezi B-cyklodextrinem
a modelovou fadou indikatort-fenolftalein, o-kresolftalein, thymolftalein byla s rostouci

velikosti molekuly pomalejsi.

Ve vétsing pripada se roztoky odbarvovaly postupné, existovaly vSak vyjimky, kdy neméla
reakce predpokladany prubéh, a proto bylo nutné optimalizovat koncentrace roztokd, z téch

pak vybrat koncentraci, pii které reakce probihala v souladu s hypotézou.

Vyzkum pokracoval v ndvaznosti na prvni experiment, a bylo zjisténo, Ze molekula s vétsi
afinitou k B-cyklodextrinu ,,vypudi* molekulu jinou z jiz vzniklého komplexu, vSe se pak
projevi zménou barvy roztoku. Diky tomuto zjisténi se oblast pouziti experimentu rozsifila
az do oblasti inhibice enzymatickych reakci. Na zédklad¢ navrhu novych reakci bylo tedy
mozno vytvofit ulohu znazorflujici kompetitivni inhibici, kterd je zavisla

na koncentraci a afinit€ molekuly substratu k vazebnému mistu enzymu.

Vzhledem k dal§imu zvySeni nazornosti probihajicich interakci se vyzkum zabyval takeé
tvorbou materiadlniho modelu, ktery pfinesl zajimavé vysledky. Vznikly model, zhotoveny
podle redlnych rozméri makrocyklu napomahé vizualizovat zplsob vzniku jednotlivych
komplexti, castecné téz dynamiku reakce a také zjakého divodu dochazi k barevnym

zménam pii probihajicich reakcich.

V ramci provadéni experimentu byly realizovany také reakce s acidobazickymi indikétory
obsahujicimi v molekule atom siry-fenolova cerven, kresolova Cerveni, thymolovd modi.
Tato fada se bohuzel neosvédcila, jelikoz pribéh reakce nebyl pro tvorbu vyukovych tloh

dostate¢né transparentni.
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Predmétem diskuze vsak stale zlstavd, jakym zpisobem vlastné interaguje molekula
fenolftaleinu a ostatnich indikdtor s B-cyklodextrinem. Vyzkum Taguchiho ukazuje,
ze fenolftalein je pfi vzniku ,host-guest komplexu v tetraedrickém uspotadani, tedy
centralni atom uhliku spojujici fenolové zbytky s laktonovym kruhem je v sp* hybridnim
stavu, ovSem molekula neni elektroneutralni, nybrz diky pfesuntim n-elektronit ma charakter
pirechodného dianiontu.(15) Naproti tomu profesor Tausch tvrdi, ze molekula vstupujici
do kavity B-cyklodextrinu je planarni ¢ili zminovany centralni atom uhliku nesouci fenolové
zbytky je v hybridnim stavu sp? a pii tvorbé komplexu je molekula deformovéana
("pootoCena"), coz zpusobi zménu barvy. V tomto uspofadini je molekula
také ve stavu dianiontu.(25). (39). Na zakladé faktu, ze barevna zména indikatoru zavisi
na zméné konstituce jeho molekuly, a také diky vyzkumu publikovaném v Journal of
Brasilian Chemical Society, ktery potvrzuje, ze laktonova forma (tetraedricka) je
energeticky vyhodnéjsi (12) se viceméneé ptiklanime k Taguchiho varianté. Také se ukazalo
béhem prace s materidlnim modelem, Ze laktonova forma fenolftaleinu se snaze umisti
do kavity B-cyklodextrinu nez druhd strukturni varianta, coz vzhledem k fad¢ zjednodusent,
ke kterému pfi takovém zplisobu modelovani dochazi neni zcela smérodatné. V této situaci
je ale rozhodujici, ze komplex se tvofi (je zndma i stechiometrie 1:1) a systém experimentd,
zalozenych na tvorbé komplexu je vhodné pouzitelny pro naplnéni zdméru bakalarské prace
— zpracovat dvé vyukové experimentdlni Ulohy za ucelem jejich pouZiti
v riznych formach vyuky na vysokeé Skole, vzdélavajici ucitele i na stiedni $kole v§eobecné-

vzdélavaciho zaméfeni.
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Obrazek 12 Zndzorneni A) key-lock, B) induced-fit a C) selected-fit modelu dostupné z:
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6. Wirt-Gast-Komplex B-Cyclodextrin und Phenolphthalein

+ + 1 Materialien, Chemikalien, Zeitbedarf

Waage

Spatel

Becherglaser (50 mL)
Becherglaser (20 mL)
Magnetrihrer
Rahrstabchen
Pipetten
Indikatorpapier
Uhrglas

» [-Cyclodextrin
» destilliertes Wasser
» ethanolische Phenolphthalein-Lésung, w=1% F

« Natronlauge c = 0,1 mol-L-' C

Sind die Losungen vorbereitet, kann der Versuch innerhalb von 10 — 15 Minuten durchgefihrt werden.
Es bieten sich Folgeversuche an (Austausch des Gastmolekils und Dissoziation des Komplexes).

+ 4+ 2 Versuchsdurchfihrung und -becbachtung

Fur die nachfolgenden Versuchsvarianten wird sine ethanolische Phenclphthalein-Lasung, w = 1%,

benstigt. 10 mL Matronlauge, ¢ = 0,1 mokL!, werden mit 5 Tropfen der Phenolphthalein-Lésung
versetzt.

Varnante I- Man gibt eine Portion festes B-Cyclodextrin auf ein Uhrglas und versetzt tropfenweise mit der
vorbereiteten alkalischen Phenolphthalein-Lésung.

Vanante II: Zunachst stellt man aus 0,2 g B-Cyclodextrin und 20 mL Wasser eine B-Cyclodextrin-Lésung
her. Dazu wird alkalische FPhenolphthalein-Lésung =zugetropft, bis eine schwache, bleibende
Rosafarbung eintritt. Nun testet man den pH-Wert der Lésung mit Indikatorpapier. Zum Vergleich
versetzt man 20 mL destilliertes Wasser mit dem gleichen Volumen der alkalischen Phenolphthalein-
Lésung und testet anschliefend den pH-Wert der Losung (Video zum Versuch).

Vanante - Die stark magentafarbene Phenolphthalein-Lésung entfarbt sich rasch, wenn sie auf B-
Cyclodextrin getropft wird.

Priloha 1 Experiment profesora Tausche, dostupné z:https.://chemiedidaktik.uni-
wuppertal.de/fileadmin/Chemie/chemiedidaktik/disido/cyde/exp/nav/nav_exp de.html
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Vanante !l: Bel Zugabe der magentafarbenan Phenolphthalzin-Losung zur B-Cyclodexirin-Lésung
verschwindet die Farbe sofort. Auch nach Zugabe von 5 mL Phenolphthalgin-Lésung ist weiterhin eine
sofortige Entfarbung der Lésung zu beobachten. Der pH-Wert der Lésung liegt bei pH = 10 - 11. Versetzt
man das gleiche Volumean Wasser mit 5 mL alkalischer Phenolphthalein-Losung, ist diese deutlich rosa
gefarbt und zeigt einen pH-Wert van 10 — 11.

Gibt man zu der p-Cyclodextrin-Losung weitere 5 mL alkalische Phenolphthalein-Lésung, so ist eine
schwache, bleibende Rosafarbung der Lésung zu beobachten.

Abb. 2.13: Ergebnis der Versuchs-Variante 11

+ + 3 Versuchsauswertung

Die Entfarbung der Phenolphthalein-Lasung in den beiden Varianten kann nicht auf die Verschigbung
des pH-Werts in den sauren Bereich zuriickgefiilhrt werden, denn die Suspension bzw. die Lésung ist
nachweislich alkalisch (pH = 10 — 11). Bei Zugabe der magentafarbenan Phenolphthalein-Losung zu -
Cyclodextrin bzw. zur B-Cyclodextrin-Lésung bildet sich ein Wirt-Gast-Komplex mit dem konusférmigan
B-Cyclodextrin, das das Gastmolekil Phenolphthalein in seinem Hohlraum Ober van-der-Waals-
Wechselwirkungen komplexiert. Da die im sauren und neutralen vorliegende Molekilstruktur nichtionisch
und damit weniger polar ist, kénnte vermutst werden, dass das Phenolphthalein in dieser Form
komplexiert wird, womit auch die Entﬁirbung der Losung erklart ware.

+ 2 Ok
O 2H0

7N

- 0

Fhenolphthalein-Lactonform Fhenalphthalein-Cranion
farblos pH < 8,5 magentapH = 9

Abb. 2.14: Molekilstrukiuren von Phenclphthalein beipH < 8,5 und pH = 9

Doch die Aufnahme von UV-VIS-Spektren der verschiedenen Stoffe und des Komplexes haben gezeigt,
dass das Phenclphthalein im Cycledextrin in der Dianion-Form vorliegt. Bei der Bildung des Wirt-Gast-
Komplexes wird das Phenclphthalein-Dianion durch Ausbildung von drei Wasserstoffbricken-Bindungen
zum Cyclodextrin-Molekdl komplexiert. Bei diesem Komplex sind also nicht die van-der-Waals-Krafte
zwischen dem Gast-Molekil und der unpolaren Kavitat des Cyclodextring wesentliche Krafta.

Priloha 2Experiment profesora Tausche, dostupné z: https://chemiedidaktik.uni-
wuppertal.de/fileadmin/Chemie/chemiedidaktik/disido/cyde/exp/nav/nav_exp de.html
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Abb. 2.15: Schematische Darsiellung der Wasserstoffbrickenbindungen zwischen dem B-Cyclodextrin-Maolekil und dem
Phenolphthalein-Dianion

Aufgrund dieser zwischenmolekularen Wechselwirkungen wird das Pheanolphthalein-Maolekdl um das
zentrale Kohlenstoffatom starker verdrillt. Dadurch wird die Delokalisierung des konjugierten -
Elekironensystems heeintrachtigt, was sich im Verschwinden der Farbigkeit bemerkbar macht.

4+ 4 4 Tipps und Anmerkungen

4+ 4+ 95 Ergidnzende Sachinformationen

Die Beobachtung, dass sich Phenolphthalein trotz der alkalischen Lésung bei Anwesenheit von
Cyclodextrin entfarbt, ist Grundlage einer analytischen Methoda fir die Bestimmung des Cyclodextrin-
Gehalts. In UV-VIS-5pekiren kann dber die Absorption bei 550 nm, bei der das Phenolphthalein-Dianion
die starkste Absorptionshande aufweist, der Gehalt an Cyclodextrin bestimmt werden.

Uber die Entfarbung der Phenolphthalein-Lasung werden in weiteren Versuchen Cyclodextrine
nachgewiesen. 5o kdnnen Textilerfrischer mit Hilfe dieses einfachen Versuchs (Gewinnung_aus
Textilerfrischern und Machweis von Cyclodextrinen) auf Cyclodextrine getestet werden. Aulterdem wird
der mit Cyclodextrinen ausgeristete Baumwollstoff auf diese Weise getestet (Cyclodextrine in der
Textilausriistung). Entfarbt sich die rotviolette Losung auch noch dann, wenn die Stoffprobe mit Wasser
gewaschen wurde, kann man sicher sein, dass die Cyclodextrin-Molekile Gber das Ankermolekil
kovalent an der Baumwollfaser gebunden sind.

Priloha 3 Experiment profesora Tausche, dostupné z: https://chemiedidaktik.uni-
wuppertal.de/fileadmin/Chemie/chemiedidaktik/disido/cyde/exp/nav/nav_exp de.html
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7.1 Experimentalni ulohy zamérené na demonstraci aktivnich center

Uloha &.1

Experimenty s makrocyklickymi slou¢eninami

Teoreticka ¢ast:

Aktivni misto enzymu

Enzymy jsou makromolekuldrni latky bilkovinné povahy, které slouzi jako
biokatalyzatory ve vSech zivych organismech a virech. Jako vSechny katalyzatory snizuji
aktivaéni energii, a tim mnohonasobné urychluji biochemické reakce. Asi 1/3 z celého
objemu zaujima aktivni centrum enzymu, do kterého se s vysokou specifitou vaze substrat.
Aktivni centrum mutze mit tvar riznych prohlubni a zahybt a dochazi v ném k desolvataci
substratu a k vazb¢ substratu. V oblasti aktivniho mista se nachazi jesté misto katalytické,

na kterém probiha pfimo chemicka reakce pfemény substratu na produkt.(2)

; Enzym Castecné méni tvar
Substrat béhem vazby substratu
[ Aktivni misto

Substrat vstupuje Enzym/substrat Enzym/produkty Produkty opoust/
do aktivniho mista complex complex aktivni misto enzymi

Obrazek 14 Induced-fit model enzymu dostupné z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Enzym#/media/Soubor:Induced fit diagram cs.svg
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Modely aktivnich center

Pro bliz§i porozuméni vzniku enzym-substratového komplexu byly vytvoteny
modely, které zndzornuji, kjakym zménam, pii reakci dochazi. Hlavni ideou je,
ze konformace aktivniho mista enzymu a tvar substratu se shoduji (lock-key model)(3),
popiipad¢ se aktivni misto pfizplisobi tvaru substratu (induced-fit model)(5), nebo ma
substrat schopnost selektivniho vybéru a ve velkém mnozstvi enzymi si vybere, ten ktery je
aktivni a komplementarni k nému (selected-fit model)(41) a jednou z nejnovéjsich koncepci
je, ze v molekule enzymu existuje splet’ tunelil, kterymi cestuje substrat k aktivnimu mistu

a teprve tam se selektivné navaze (keyhole-loch-key model)(41).

m0
! 50
m0
50
. @o .
m0
e 0 0

Obrazek 15 A) key-lock, B) induced-fit a C) selected-fit modelu dostupné :
https://www.researchgate.net/figure/Traditional-models-of-enzymatic-catalysis-lock-key-model-A-induced-fit-model-
B fig7 294848183

A
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1 S

Obrazek 16 keyhole-lock-key model dostupné z: https://www.researchgate.net/figure/Keyhole-lock-key-model-for-
enzymatic-catalysis-Two-step-process-composed-of-a-passage-of  fig2 294848183

Demonstrace aktivniho centra pomoci cyklodextrinii — guest-host komplex

Cyklodextriny jsou cyklické sacharidy sloZené z dextrinovych podjednotek, jedna se
v podstaté¢ o oligosacharidy. Jejich unikatni vlastnosti je, Ze ve své molekule obsahuji
hydrofobni dutinu-kavitu, do které jsou schopny vazat rGzné¢ molekuly.(14) Vznikly
komplex se nazyva guest-host komplex, pficemz molekula cyklodextrinu slouZzi jako hostitel
a navazana molekula je jejim hostem.(15) Obdobné jako v pfipadé enzymil jsou veskeré
interakce mezi molekulou hostitele a hosta nekovalentni, jedna

se o hydrofobni efekt, sterické branéni, vodikové mustky, dipolarni interakce apod..(21)

V pokusu se budeme zabyvat sterickym branénim a pomoci materidlniho modelu se
pokusime demonstrovat, jakym zptsobem vznikd guest-host komplex mezi molekulou f3-
cyklodextrinu a acidobazickymi indikatory sefazenymi podle velikosti rostouciho poctu

alkylovych skupin na zakladnim skeletu (fenolftalein-kresolftalein, thymolftalein).
Prakticka cast:

Pomiicky a chemikalie:

hodinové sklo (o r=max.2,5cm) 3x, pipeta (3cm?) (7x), bily papir, zkumavka (3x)

0,1% roztoky fenolftaleinu, kresolftaleinu a thymolftaleinu v etanolu, 0,01M roztok NaOH,

za studena nasyceny roztok B-cyklodextrinu
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Postup experimentu:

Do tif zkumavek odpipetujte 1,5cm? z ptipravenych roztok indikatord.

Ke kazdému indikatoru piidejte 3 cm?® 0,01M NaOH.

Na sttl polozte bily papir a na néj umistéte tfi hodinova sklicka (o r=max 2,5cm).
Na kazdé skli¢ko odpipetujte cca 6cm? roztoku za studena nasyceného
B-cyklodextrinu.

5. Na jednotliva sklicka s B-cyklodextrinem postupné ptidavejte po 3 kapkach
alkalickych roztoki (0,01%) fenolftaleinu, kresolftaleinu a thymolftaleinu

a pozorujte piipadné zmény vzhledu reakéni smési.

AW N~

Otazky a ukoly:
1. Jakéd zména nastala po ptidani NaOH k indikatorim?
2. Co se stalo po pfidani indikatord k roztoku B-cyklodextrinu?
3. Jakym zplsobem lze vysvétlit odliSnost rychlosti jednotlivych reakci?
4. Co by se stalo, pokud bychom pfidali k vzniklym komplexiim roztok NaOH a jakou

vlastnost enzymu by tato reakce mohla potvrdit?

Postup prace s modelem:

1. Pomoci stavebnice sestavte model molekuly fenolftaleinu v barevné
1 bezbarvé formé a popiste rozdily v prostorovém uspotadani.

2. Daéle modifikujte model dvéma methylovymi a dvéma isopropylovymi skupinami.

Pokuste se vlozit postupné obé molekuly do B-cyklodextrinového kruhu.

4. Zkoumejte na zékladé¢ vlastnosti obou molekul, jakym zplisobem by mohl vznikat
guest-host komplex.

5. Do polohy ortho — na fenylové zbytky ptidejte methylové skupiny a pokuste se
vlozit molekulu do kavity B-cyklodextrinu.

6. Podle piiloZzeného obrazku vzorce thymolftaleinu upravte molekulu o —
kresolftaleinu, ptidejte isopropylové zbytky a pokuste se molekulu vlozit do kavity
B-cyklodextrinu.

(8]
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Otazky:

Nk W=

Jaky je rozdil mezi laktonovou(cyklickou) a necyklickou formou indikatora?
Jakym zplisobem ovliviiuji navazané skupiny tvorbu komplexu?

Ma reakce vzniku komplexu spise staticky, nebo dynamicky charakter?

Jaké interakce stabilizuji vznikajici komplexy?

K jakému z vyse uvedenych modelt Ize vznik komplexu piiradit?
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Prilohy:

Obrazek 17 barevna forma fenolftaleinu (necyklicka), dostupné z:
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenolphthalein#/media/File: Phenolphthalein-red-mid-pH-3D-balls.png

Obrazek 18 laktonova forma fenolftaleinu (cyklicka) bezbarva, dostupné z:
https://upload. wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e3/Phenolphthalein-colourless-low-pH-3D-balls.png

CH, CHs

HO O O OH

O
O

Obrazek 19 Ortho-kresolftalein, dostupné z: https://upload . wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/c/c4/0-
Kresolphthalein.svg/1280px-O-Kresolphthalein.svg.png
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Obrazek 20 Thymolftalein, dostupné z:

https:/fupload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/1/17/Thymolphthalein.svg/1280px-Thymolphthalein.svg.png

=
o o
D=pH=82 pH=82
poiarkss pirk

Obrazek 21 Vznik host guest komplexu mezi fenolftaleinem a beta-cyklodextrinem, dostupné z: https.//encrypted-

tbn0.gstatic.com/images?q=tbn%3AANd9IGcRO-
SNS2UXAqwpEQ25R8R0ODqcfMNV5 Letum9rOJ4yunvwMbNSZP&usqp=CAU

The outer surface of the cone is
hydrophilic and the center cavity
is hydrophobic

p Cyclodextrin:

Obrazek 22 Beta-cyklodextrin, dostupné z:

https://www.google.com/url?sa=i&url=https %34 %2F %2 Fwww.researchgate.net%2 Ffigure%2 F Structure-for-a-beta-

cyclodextrin-molecule-PROCEDURES-The-methods-used-for-this-work-
are_figl 283533569&psig=AOvVawlBhJobEiHz2MpPKc2v9JXA&us

57

pH =82
colarkass



Zdroje:

1.

7.

COPELAND, Robert Allen. Enzymes: a practical introduction to structure,
mechanism, and data analysis. 2nd ed. New York: Wiley, 2000. ISBN 978-0-471-
35929-6.

HIRAOKA, M. Crown Ethers and Analogous Compounds. B.m.: Elsevier, 2016.
ISBN 978-1-4832-9087-4.

AL, N. Lyu et. Recognition of PDLI1/L2 by different induced-fit mechanisms of PD1: a
comparative study of molecular dynamics simulations | Kopernio [online]. [vid. 2020-
03-28]. Dostupné
z: https://kopernio.com/viewer?doi=10.1039%2FC9CP05531B&token=WzE5NzM?2
OTksJEwWLjEwMzkvQzIDUDA INTMxQiJd.RO-tQRnvCwGJfOW9sil1vg60ORIo

PROKOP, Zbynek, Artur GORA, Jan BREZOVSKY, Radka CHALOUPKOVA a
Veronika STEPANKOVA. Engineering of Protein Tunnels: Keyhole-Lock-Key Model
for Catalysis by Enzymes with Buried Active Sites. Protein Engineering Handbook.
2012, 3, 43.

DEL VALLE, EM Martin. Cyclodextrins and their uses: a review. Process
biochemistry. 2004, 39(9), 1033—-1046.

TAGUCHI, Kazuo. Transient binding of phenolphthalein-.beta.-cyclodextrin complex:
an example of induced geometrical distortion [online]. 1. kvéten 2002 [vid. 2020-03-
13]. Dostupné z: doi:10.1021/ja00270a032

VOGTLE, F. a E. WEBER. Host Guest Complex Chemistry Macrocycles: Synthesis,

Structures, Applications. B.m.: Springer Science & Business Media, 2012. ISBN 978-3-642-
70108-5.

58



Uloha &.2

Experimenty s makrocyklickymi slou¢eninami

Teoreticka ¢ast:

Afinita substratu k enzymu a kompetitivni inhibice

Enzymy jsou typické svou vazbou se substratem, pficemz tato vazba je silné
specificka. Zalezi na prostorové orientaci substratu, tvaru aktivniho mista, teploté, pH
a vneposledni fadé také na koncentraci substratu. Jako jeden z mnoha regulacnich
mechanizmil existuje v pfipadé¢ enzymu tzv. inhibice, diky které je mozno regulovat
katalytickou aktivitu enzymu, ale také miize ku piikladu zablokovat enzymatickou funkci

nebo ji alespon zpomalit. (2)

Kompetitivni inhibice je zaloZena na faktu, Ze se molekula inhibitoru napadné podoba
molekule substratu, neni vSak schopna tvofit s enzymem komplex, ktery je katalyticky
aktivni, a tudiz nevznika po navazani inhibitoru produkt, nybrz dochazi k omezeni nebo

uplnému zamezeni funkce enzymu. (2)

(a) Reaction

g
Q¢

Subsirate molecule binds Reoacton occurs and
with active site of anzyma product moleculas are
{b} Inhibition maiecula genarated

inhlhltnr

<0

Inhibitor molecule binds inhibltor molecule
with the active site of pravents the Illndlnqoi
enzyme molecula substrate moleculs

Obrazek 23 Kompetitivni inhibice, dostupné z:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/fjfb/Comp_inhib.svg/1280px-Comp_inhib.svg.png
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Kompetitivni inhibice je ve velké mife zptisobena zvysenou koncentraci inhibitoru, ktery se
prednostné vaze na aktivni misto enzymu a tim zamezuje navazani substratu. To, Ze neni
inhibitor schopen dale reagovat s enzymem potvrzuje model induced-fit, podle kterého
se aktivni misto enzymu napi. zménou tvaru, ptizptsobi tvaru substratu, ktery ovsem musi
korespondovat s aminokyselinami umisténymi v aktivnhim centru enzymu a k tomu nestaci
pouze tvarové piizpusobeni molekuly enzymu, ale také rotace substratu, které neni inhibitor
schopen, a to kuptikladu z divodu nevhodné navazanych funkénich skupin nebo atomi

(stericky efekt)(viz. obr. ¢.2).(2) (5)

HzN N N
S e Se—n 0 ?OGH
| I H
N - /é CH,—N @ C—N— G—CH;CH,COOH
| CHz
NH,
A
I
HzM N N H
o N N o COOH
| I P it N2k i <|3|-| CH,CH,CO0H
N‘}H“C/C\N"' 2 - | A b
| | H
oH
B

Obrazek 24 Kompetitivni inhibice, A molekula substratu, B molekula inhibitoru, dostupné z:
https://www.google.com/url?sa=i&url=https %3A %2 F %2 Fwww.sciencedirect.com%2 Ftopics %2 Fneuroscience%2Fcom
petitive-inhibitor &psig=AOvVaw2 BfkaHXFVWLpH4kFuQiufY &ust=15864688651490

Pouziti B-cyklodextrinu a modelové Fady fenolftalein, kresolftalein, thymolftalein

k demonstraci afinity substratu k enzymu a ke kompetitivni inhibici

Cyklicky oligosacharid sloZeny ze sedmi dextrinovych jednotek-f-cyklodextrin
obsahuje ve své molekule hydrofobni kavitu, do které se s riiznou obtiznosti vdzou molekuly
substratu, které predstavuji molekuly acidobazickych indikatory fenolftalein, o-kresolftalein
a thymolftalein. Pro nektery z indikétort je vazba specifictéjsi, pro jiny méne, coz umoziuje

zjednoduSené znédzornéni kompetitivni inhibice enzymu.
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Prakticka ¢ast:

Pomiicky a chemikalie

hodinové sklo (o =max.2,5cm) (3x), pipeta (3cm?) (7x), bily papir, zkumavka (3x)

0,1% roztoky fenolftaleinu, kresolftaleinu a thymolftaleinu v etanolu, 0,01 M roztok NaOH,

za studena nasyceny roztok p-cyklodextrinu

Postup experimentu:

1. Do tif zkumavek odpipetujte 1,5cm? z pfipravenych roztokt indikatort.

2. Ke kazdému indikatoru ptidejte 3 cm® 0,01M NaOH.

3. Nastil poloZte bily papir a na néj umistéte tii hodinova sklicka (o r=max 2,5cm).

4. Do kazdého sklicka odpipetujte cca 6ml roztoku za studena nasyceného
B-cyklodextrinu.

5. Na jednotliva sklicka s B-cyklodextrinem postupné ptidavejte po 3 kapkach
alkalickych roztok (0,01%) fenolftaleinu, kresolftaleinu a thymolftaleinu.

6. Po Uplném odbarveni ptidavejte postupné na vSechna skli¢ka 3 kapky fenolftaleinu.

7. Pozorujte zmény a vysvétlete.

Otazky a ukoly:

1. Ktery z indikatorti mé nejvétsi afinitu k B-cyklodextrinu?

2. Ktery indikator bychom mohli povazovat za substrat a ktery za inhibitor?

3. K jakym zménam dochazi po pfidani fenolftaleinu na vSechna sklicka?

4. Co je kromé specifické vazby hnaci silou pfi naruseni kompetitivni inhibice?

5. Jaky vliv maji navazané funkéni skupiny na rotaci molekul indikatora?

6. Jaké sily souvisi se specifickou vazbou substratu na enzym?

Zdroje:

1. COPELAND, Robert Allen. Enzymes: a practical introduction to structure,
mechanism, and data analysis. 2nd ed. New York: Wiley, 2000. ISBN 978-0-471-
35929-6.

2. AL, N. Lyu et. Recognition of PDLI1/L2 by different induced-fit mechanisms of PD1: a

comparative study of molecular dynamics simulations | Kopernio [online]. [vid. 2020-
03-28]. Dostupné
z: https://kopernio.com/viewer?doi=10.1039%2FC9CP05531B&token=WzE5NzM2
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7.2 Obrazova dokumentace experimenti

Obrazek 25 Fenolftalein, kresolftalein, thymolfialein v alkalickém prostiedi

Obrazek 26 leva fenolftalein, kresolftalein, thymolftalein, thymolova modr, kresolova cerven, fenolova cerven v alkalickém
prostiedi
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Obrazek 27 Fenolftalein + beta-cyklodextrin

Obrazek 28 Kresolftalein + beta-cyklodextrin
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Obrazek 29 Thymolftalein + beta-cyklodextrin

Obrazek 30 Vzniklé komplexy po reakci indikatorii s beta-cyklodextrinem
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Obrazek 31 Fenolova Cerver, kresolovi erver, thymolova modr + beta-cyklodextrin
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7.3 Multimedialni soubory provadénych pokusi
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7.4 Materialni model aktivniho centra

Na zéklad¢ zjisténych délek vazeb ze dvou riznych modelii chemickych molekul,
ze Svédského kalotového modelu a modelu Biochemie od firmy Molymod byl vytvoien
model aktivniho centra enzymu typ ,,guest-host®, ktery sestava z molekuly acidobazického
indikatoru sestavené¢ho z molekularni stavebnice a cyklodextrinového kruhu vyrobeného
z polyamidového plastu POMA. Bylo zjisténo, ze délky vazeb obou modela jsou témért
stejné, 1isi se pouze ve velikosti objemu daného atomu, pticemz Svédsky model je presnéjsi,
jelikoz je vyroben na zdkladé¢ Van der Waalsovych polomért, které nejvice odpovidaji
realité. Co se vSak ty¢e demonstrace pokusu, postaci i druhy model od firmy Molymod. (viz

obrazky ¢.36,37)

Vysledky méreni a projekce modelu

Podle délky vazby mezi atomy C-C v modelech byla uréena vzdalenost mezi stiedy
atomu aromatického systému na 2,235cm, jelikoz se redln€ neda urcit s absolutni piesnosti
dand délka, byl pouzit, tak jak se bézn¢ uvadi, aritmeticky primér jednoduché
a dvojné vazby mezi atomy C-C, ktery ¢ini 0,144nm a na zdklad¢ tohoto rozméru byla
vypocitana velikost B-cyklodextrinového kruhu, jehoZ rozméry byly zjistény u firmy, ktera
se zabyva vyrobou téchto cyklickych oligosacharidii. Volba délky byla vybrana tak, aby byl
zajiStén kompromis v ramci délek vazeb celého systému, navic nelze pfesné urcit veskeré
vzdalenosti, jelikoz dochazi neustale k vibracim vazeb a supramolekularni systémy typu,
ktery je pro tento pokus pouZit, jsou velmi dynamické, pficemZ dodnes neni pfesné znamo,
jakym zplsobem se striktné ,,pfelévaji” elektrony pii vzniku komplexu v molekule,
coz dava za vznik specialnim dianiontovym strukturam, které se za standarnich podminek

netvori.

Ukolem materialniho modelu neni oviem popis, nebo znazornéni podobné slozitych
interakci v ramci jedné molekuly, nybrz interakce dvou latek a ndzornd ukazka hlavnich sil
a prekazek, které se odehravaji v aktivnim centru enzymu c¢ili hydrofobni sily, vliv
navazanych uhlovodikovych zbytki (stericky efekt), a diky mozné rotaci jednotlivych

soucasti modelu 1 ¢aste¢né dynamiku celého systému.
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Vypocéty a méreni

1. Molymod
Tabulka 4 Namérené hodnoty molymod
Primér atomu 23mm
Primér atomu v misté vazby 21,25mm
Délka dilu jednoduché vazby 1,85mm
Délka dilu dvojné vazby 3,6mm

Délka jednoduché vazby (mezi stiedy atomt) | 21,45mm

Délka dvojné vazby (mezi sttedy atomil) 23,20mm

Aritmeticky primér obou vazeb 22,33mm

1. Aritmeticky primér jednoduché a dvojné vazby

23,20 + 21,45
2

= 22,33mm

2. Délka jednotlivych vazeb v modelu
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22,331

X = 0,144 = 155,2mm
Inm..................... 155,2mm
1,53nm................. X
15,52-1,53
X = — = 237,5mm
Inm................ 155,2mm
0,78nm............ X
155,2-0,78
X = — =121,0mm
Inm............... 155.2mm
0,79nm............ X

155,2-0,79
X = — 1 =122,6mm
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2. Kalotovy model

Tabulka 5 Namérené hodnoty kalotového model

Primeér atomu 33,35mm

D¢élka vazby pfi spojeni dvou atomt 22,35mm

Z vyse uvedenych vypoctl tedy vyplyva, ze i zde predstavuje Inm délku 155,2mm

a tudiz i ostatni parametry jsou shodné.

Tabulka 6 Pocet a typ atomui nutny k sestaveni modelu

Typ atomu Pocet
Uhlik tetraedricky-4vazby 9
Uhlik triedricky-3vazby 20
Kyslik dvojvazny-2vazby 3
Kyslik s dvojnou vazbou-1vazba 2
Vodik-jedna vazba 30
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Model p-cyklodextrin

Primérna délka vazby c-c =0,144nm
a=0.78nm kavita 12.1cm
b=1,33nm vnéjii primér kruhu 23.75cm
=0, 70nm viika kruhu 12 26cm

5]
A =
i

Obrazek 32 model f-cyklodextrinu

71



Obrazek 33 SWE kalotovy model- fenolftalein, laktonova

Obrazek 33 SWE kalotovy model- fenolftalein, laktonova forma 2

forma 1

Obrazek 34Molekuldarni stavebnice molymod, dostupné
z:httv.://www.molvmod.com/biochemistrv.html
Obrazek 35 Molymod-barevna forma fenolftaleinu



'\Obrazek 36 Molymod- laktonova forma Obrazek 37 Molymod- laktonova forma
Ifenolftaleinu 1 fenolftaleinu 2

Obrazek 39 Komplex fenolfialein-f-cyklodextrin(SWE model) Obrazek 40 Komplex fenolftalein-B-cyklodextrin (Molymod)
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Obrazek 41 Interakce f-cyklodextrinu
s barevnou formou fenolftaleinu (Molymod)
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