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Abstrakt

Predlozena bakalafska prace se zabyva stanovenim konstant stability cyklodextrinti
(CD) a jejich derivati pii tvorbé supramolekularnich komplext s fenolftaleinem.
Cyklodextriny, makrocyklické oligosacharidy, jsou charakteristické svym tvarem
komolého kuzele, jehoz vnitini hydrofobni dutina mtze vytvaret s vhodnymi latkami
inkluzni komplexy typu hostitel-host (host-guest). Vznik téchto inkluznich komplext
je doprovazen zmeénou ftady fyzikdlné-chemickych parametrti inkludovanych
sloucCenin. V této bakaldiské praci byla studovdna zména optické absorpce
fenolftaleinu, ktery ma charakteristické fialové zbarveni v zasadité oblasti pH, pfi jeho
interakci s vybranymi CD makrocykly. Vznikem supramolekuldrniho komplexu
dochazelo k poklesu optické absorpce, ktery byl kvantifikovan a vyuzit pro stanoveni
konstant stability.

V bakalaiské praci byla studovana supramolekularni interakce fenolftaleinu se Sesti
derivaty cyklodextrini — zékladni cyklodextriny B-CD a y-CD a dva typy jejich
derivatt. U vybranych derivati téchto cyklodextrinti byly —OH skupiny v polohéach 2,
3 a 6 nahrazené¢ jednak hydroxypropylovymi skupinami (hydroxypropyl-B-CD
a hydroxypropyl-y-CD), jednak (nahodné — random) methylovymi skupinami (RaMe-
B-CD a RaMe-y-CD). Pro zvolené CD byly prométeny zéavislosti absorp¢nich spekter
fenolftaleinu pfi riznych pocatecnich koncentracich CD v roztoku a ze zavislosti
intenzity spektralniho maxima optické absorpce ve viditelné oblasti byly stanoveny
konstanty stability komplext fenolftalein-CD. Stanovené hodnoty konstant stability

byly v ptipad¢ dostupnych dat srovnény s hodnotami v odborné literature.

Klicova slova: cyklodextrin, fenolftalein, supramolekularni interakce, konstanta

stability, inkluzni komplex



Abstract

This bachelor thesis deals with the determination of stability constants of
cyclodextrins and their derivatives in the formation of supramolecular complexes with
phenolphthalein. Cyclodextrins - macrocyclic oligosaccharides — are characterized by
the shape of a truncated cone, whose internal hydrophobic cavity can form, with
suitable substances, host-guest inclusion complexes. The formation of these inclusion
complexes is accompanied by a change of a number of physicochemical parameters of
the included compounds. In this bachelor thesis, the change of optical absorption of
phenolphthalein, which has characteristic violet color in the alkaline area, was studied
during its interaction with selected CD macrocycles. The formation of a
supramolecular complex resulted in a decrease in optical absorption, which was
quantified and used to determine stability constant.

In the bachelor thesis, the supramolecular interaction of phenolphthalein with six
derivatives of cyclodextrins were studied — basic cyclodextrins f-CD a y-CD and their
two derivatives. In the selected derivatives of these CDs the -OH groups in positions
2, 3, and 6 were replaced either by hydroxypropyl groups (hydroxypropyl-p-CD and
hydroxypropyl-y-CD) or (randomly) by methyl groups (RaMe-B-CD and RaMe-y-
CD). For these CD derivatives, the dependencies of the absorption spectra of
phenolphthalein for different initial concentrations of CD in the solution were
measured, and the stability constants were determined from the dependence of the
intensity of the spectral maximum of the optical absorption in the visible area. The
determined values of stability constants were compared with the values that are

accessible in the literature.

Keywords: cyclodextrin, phenolphthalein, supramolecular interaction, stability

constants, inclusion complex
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Seznam zkratek a symboli

CD

a-CD

B-CD

v-CD
HP-B-CD
HP-y-CD
RaMe-B-CD
RaMe-y-CD
K

H

G

H-G komplex
PP

Amax

Ao

HPLC
NMR

DS

uv

VIS

cyklodextrin

alfa-cyklodextrin
beta-cyklodextrin
gama-cyklodextrin
hydroxypropyl-beta-cyklodextrin
hydroxypropyl-gama-cyklodextrin
random-methyl-beta-cyklodextrin
random-methyl-gama-cyklodextrin
konstanta stability

hostitel

host

host-guest komplex

fenolftalein

maximalni absorbance

pocatecni absorbance

vysokouc¢innd kapalinova chromatogratfie

nuklearni magnetickd rezonance

stupen derivatizace (degree of substitution)

ultrafialova oblast

viditelna oblast



1 Uvod

Cyklodextriny, ptirodni makrocyklické slouceniny, jsou znamé zejména diky své
schopnosti tvofit inkluzni komplexy s riznymi hostujicimi molekulami. Diky této
vlastnosti je jejich aplikace Siroka a nachazeji uplatnéni v mnoha odvétvich.

Cyklodextriny jsou vyhledavany z fady diivodt. Jsou vyrobené z obnovitelného
prirodniho materialu relativné jednoduchou enzymatickou reakci, a diky tomu
nezatézuji zivotni prostiedi. Pivodné vysoké ceny klesly na uroven, ktera je
pfijatelna pro vétSinu primyslovych ucelt. Vyroba se ro¢né pohybuje okolo tisice
tun. Jejich toxicita je témer zanedbatelnd a lze ji uplné eliminovat vybérem vhodného
typu cyklodextrinu, derivatizaci ¢i zplisobem aplikace. Diky tomu jsou cyklodextriny
hojné vyuzivany ve farmaceutickém, potravinaiském i kosmetickém primyslu.
Nachazeji uplatnéni pii ochrané Zivotniho prostfedi nebo v separa¢nich procesech.

Cilem této prace bylo stanovit konstanty stability komplexu B-cyklodextrinu,
y-cyklodextrinu a jejich vybranych derivati: HP-B-CD, HP-y-CD, RaMe-B-CD,
RaMe-y-CD s fenolftaleinem pomoci absorpéni spektroskopie. V literatufe existuje
fada dat o konstantach stability cyklodextrinli s fenolftaleinem, které¢ ovsem vykazuji
znaéné rozdily namétenych hodnot. Pfedkladana prace méla rovnéz ptispét k ujasnéni

ptvodu téchto rozdilii. Vlastni prace se skladala z nésledujicich krokt:

1. Pfiprava  roztokl studovanych cyklodextrinti, fenolftaleinu,
hydrogenuhli¢itanového pufru o pH = 10,5

2. orientacni méfeni Jobovych grafli pro vybrané CD derivaty pro urceni
stechiometrie komplexu host-hostitel,

3. méfeni konstant stability = komplexi  derivatd  cyklodextrind
s fenolftaleinem pomoci UV/VIS absorp¢ni spektroskopie,

4. vyhodnoceni namétenych dat,

5. zhodnoceni dosazenych vysledki.



2 Prehled problematiky

2.1 Cyklodextriny a jejich typy

Cyklodextriny (CD) patii mezi cyklické oligosacharidy slozené z podjednotek
D-glukopyranosy'. Podjednotky jsou spojeny a-(1,4) glykosidickou vazbou. Zakladni
typy CD se skladaji z 6, 7 nebo 8 glukopyranosovych jednotek (n) nazyvanych a,  a
v-CD (Obr. 2.1).

French? zjistil, Ze kromé téchto zakladnich druhti existuji jesté dalsi typy CD
s vice glukopyranosovymi jednotkami, naptiklad s deviti (3), desiti (€), jedenacti ()
nebo dvanacti (1)**. Podrobné&ji popsan byl pouze §-CD°. Avsak ani jeden z t&chto

druhil jiz netvoii symetrické struktury.

OH H 0 o
1 o] N o 4 HO 9 o OH 1 ,'?/
0N el a0 A
! 0 9] o]
HO HO oM > OH
HO
a-CD B-CD v-CD

Obr. 2.1: Chemicka struktura a-CD, B-CD, y-CD. (ptevzato z citace®)

2.1.1 Historie cyklodextrini
Historie CD se véaze k roku 1891°, kdy francouzsky 1ékarnik Antoine Villiers

studoval kultivaci Bacillus amylobacter (Clostridium Butyricum) v pfitomnosti
Skrobu. Béhem pokusu rozkladu a redukce pisobenim kvasinek zaznamenal tvorbu
krystalti, které mély zvlastni vlastnosti. Ziskal pomérné malé mnozstvi krystald',
pfiblizné 3 g na 1 kg Skrobu. Krystalicky produkt nazval cellulosin.

Na pocatku 20. stoleti rakousky bakteriolog Franz Schradinger studoval
mikroorganismy, které jsou odolné viiéi teplu 2. V roce 1903 objevil, Ze tyto organismy

jsou schopné degradovat Skrob a produkovat krystaly podobné cellulosinu jako



vedlejsi produkty. Jodometrickym testem zjistil pfitomnost dvou typt dextrinii
krystalické formy A a krystalické formy B.

Do historie CD vyznamné¢ piispél némecky chemik a biochemik Hans Pringsheim,
ktery se zabyval strukturou pektinu a amylopektinu®. Uvedl, Ze Schradingerovy
dextriny vznikly depolymeraci Skrobu na zakladni jednotky, amylosova frakce se
Stépila na a-dextriny a amylopektinova frakce na B-dextriny. Pomoci jodové reakce
rozli$il tyto dva typy dextrinl, roztok a-dextrinu reakci poskytl zlutozelenou barvu a
B-dextrinu barvu cervenohnédou. Chybné vSak uvedl pocet glukopyranosovych
jednotek. Dale stanovil molekulovou hmotnost pomoci kryoskopie.

Na pocatku tficatych let 20. stoleti dospél Karl Johann Freundenberg se svymi
kolegy k zavéru, ze Schradingerovy dextriny se skladaji z maltozovych jednotek a
obsahuji pouze a- (1,4) glykosidické vazby?. Uvedl také, ze CD maji vnitini povrch
dutiny hydrofobni a jsou schopny tvofit inkluzni komplexy.

Na pocatku padesatych let 20. stoleti zacaly védecké tymy D. Frenche a F. Cramera
intenzivné pracovat na enzymatické produkci CD, déleni produktii na ¢isté slozky a na
charakterizaci skute¢nych fyzikalng-chemickych vlastnosti téchto latek®. Na zékladé
jejich vyzkumu vysel v roce 1953 patent, ktery popisuje aplikaci CD ve farmacii.

V roce 1935 Dexter French vyslovil hypotézu, Ze kryoskopickd metoda pouZivana
Freudenbergem pro stanoveni molekulovych hmotnosti byla nevhodna. Pro urceni
molekulovych hmotnostni v roce 1942 pouzil rentgenovou difrakci a urcil 1 pfesny

pocet glukopyranosovych jednotek zakladnich typa CD.

2.1.2 Vlastnosti a struktura cyklodextrini

Cyklodextriny se vyrabi specifickou enzymovou hydrolyzou Skrobu enzymem
cyklodextringlukotransferasa®. Jsou fazeny mezi chelataéni ¢inidla schopné tvofit
supramolekularni komplexy. Supramolekularni latky se vyznacuji pfitomnosti dutiny
neboli kavity, ¢asto jsou studovany jako hostitelské molekuly pro molekuly hostujici’,
které jsou schopny dovnitt kavity vstoupit a vytvofit inkluzni komplex hostitel-host
(H-G komplex).

Jednotlivé typy CD se diky své rozdilné velikosti vyznacuji riznymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi uvedenymi v tabulce 2.1 (pfevzato z publikace®). Vazby mezi

glukopyranosovymi jednotkami nejsou schopny volné rotovat, z tohoto ditvodu nemaji



molekuly dokonale valcovity tvar, pfipominaji tvar komolého kuZzele’. CD maji tfi
typy hydroxylovych skupin. Zakladni v pozici C6, nejkyselejsi v pozici C2 a v pozici
C3 je hydroxylova skupina nejméné piistupnd. Skupiny na C2 a C3 se nachazeji na
SirSim okraji molekuly, C6 na uzSim okraji. Kavita ma nepolarni charakter diky
glykosidickym kyslikiim a vodikovym atomim vazanych na uhliky glukopyranos
v polohach 3, 5 a Caste¢né 6 (Obr. 2.2).

CD s nejmensi velikosti kavity je a-CD, ktery je schopen vazat molekuly s nizkou
molekulovou hmotnosti nebo sloudeniny s postrannimi alifatickymi fetézci'.

Nejbéznéji pouzivanym je B-CD'. Je nejvice prostudovan z hlediska uéinku na
clovéka. Do své kavity je schopen vazat aromatické latky a heterocyklické slouceniny.

Pravdépodobné nejméné toxicky ze zékladnich typt CD je y-CD, ovSem jeho
komplexacni vlastnosti jsou nizsi nez u B-CD. Komplexy maji tendenci se ve vodnych
roztocich shlukovat a muze tak vznikat zakal. Vzhledem k velikosti jeho kavity je

schopny pojmout vétsi molekuly, naptiklad makrocykly a steroidy.

Tab. 2.1: Fyzikalné-chemické vlastnosti a-CD, B-CD, y-CD.

Fyzikalné-chemické a-CD B-CD v-CD
vlastnosti

Pocet D- 6 7 8
glukopyranosovych

jednotek

Chemicky vzorec C36He0030 C42H7003s CasHg0O40
Molérni hmotnost 972 1135 1297
Primér dutiny (nm) 0,5-0,6 0,6-0,8 0,8-1
Vnéjsi primér (nm) 1,4-1,5 1,5-1,6 1,7-1,8
Teplota tani (°C) 275 280 275
pKa pii 25 °C 12,3 12,2 12,1
log P pti 25 °C -13 —14 -17
Rozpustnost ve vode 14,5 1,85 3,2

pti 25 °C (%w/v)
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Obr. 2.2 D-glukopyranosova jednotka a tvar molekuly CD. (pfevzato z citace?)

2.1.3 Derivaty cyklodextrint

Piivodni typy CD (a, B a y) maji omezenou pouzitelnost vzhledem k jejich tvaru
a velikosti dutiny, ale zejména kvtili dostupnosti uzite¢nych funkénich skupin °. Cilem
modifikaci ptivodnich typti CD je ziskani derivati, které se mohou vyznacovat lepSimi
vlastnostmi a stavaji se tak vyuzitelnéj$imi. Mezi tyto vlastnosti patii naptiklad
zlepSeni jejich rozpustnosti v pozadovaném rozpoustédle, zvySeni® rozsahu
komplexace ¢i snizeni reaktivity a mobility hosta!®. Snahou derivatizace je selektivné
pfeménit hydroxylové funkéni skupiny na jiné funkéni skupiny v zavislosti na
piedpokladaném uziti. Parametr!!, ktery vyjadiuje primérny podet substituovanych
skupin na jednu cyklodextrinovou jednotku se nazyva stupen derivatizace (DS).
Zminény parametr neudava informace o poloze (2, 3 nebo 6) ani typu (primarni ¢i
sekundarni) substituované hydroxylové skupiny ani o druhu substituentu. Hodnotu DS
lze méfit riznymi metodami, naptiklad mekkou ioniza¢ni hmotnostni spektrometrii,
NMR spektroskopii ¢i plynovou chromatografii. V zavislosti na pouzité metodé
vznikaji rozdily v namétenych hodnotach.

Derivaty CD nachazeji uplatnéni zejména ve farmaceutickém, potravinaiském
primyslu a ochrang Zivotniho prosttedi'?. Vyuzivaji se jako solubiliza¢ni ¢inidla,
separacni ¢inidla, enzymové modely ¢i adsorbenty latek znecist'ujici zivotni
prostredi!*!*. Modifikaci se nejvice vyuzivd u B-CD, ktery se vyznacuje nizkou
rozpustnosti, jak udava tabulka 3.1, ale i vhodnou velikosti pro tvorbu inkluzniho
komplexu®.

Mezi primysloveé vyznamné derivaty patii naptiklad ve vod¢ rozpustny HP-B-CD

¢i raMe-B-CD. Vzhledem ke své heterogenité!> nemohou tyto derivaty CD snadno
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krystalizovat, coz je vyhodou pro vyrobu kapalnych 1ékovych forem. Derivat HP-p3-
CD!® je piitomny i ve vakciné Janssen od spole¢nosti Johnson & Johnson proti
onemocnéni SARS-CoV-2. HP-B-CD'7 ma =zde udajné funkci proteinového
stabilizatoru, je totiz schopny do své hydrofobni kavity navazat proteiny obsazené ve

vakciné a zabranit tak jejich agregaci a adsorpci na stény zasobnich nadob.

2.2 Vznik inkluzniho komplexu

Jednou zvyznamnych vlastnosti CD kavity je schopnost tvorby inkluznich
komplexti typu hostitel-host (H-G komplex). Vznik supramolekuldrniho komplexu
zavisi na velikosti kavity hostitele, velikosti molekuly hosta a na pfitomnosti vhodnych
funkénich skupin hostitele i hosta!. Do ur¢ité miry mohou vznik komplexu ovlivnit i
termodynamické interakce mezi riznymi slozkami systému, a to mezi CD, hostem a
rozpoustédlem. Hosty mohou byt organické ale i anorganické molekuly!®,

U inkluzniho komplexu se jednd o mezimolekulovou interakci mezi hydrofobni
kavitou CD (hostitelem) a hostem, ve které se neuplatiuji zadné kovalentni vazby,
piitazlivost molekul je vétSinou zplisobena van der Waalsovymi silami'®. Obecné
existuji Ctyfi energeticky pfiznivé interakce, které pomahaji posunout rovnovahu a ve
prospéch tvorby inkluzniho komplexu!. Jedna se o:

1. vytésnéni polarnich molekul vody z nepolarni kavity cyklodextrinu,

2. zvySeni poctu vodikovych vazeb vznikajicich pfi navratu vytlatené vody
z kavity CD-hostitele do vodného prostiedi,

3. sniZeni odpudivych sil mezi hostem a vodnym prostiedim,

4. zvySeni hydrofobnich interakci, ke kterému dojde pifi vstupu hosta do
nepolarni kavity CD.

Aby mohl H-G komplex vzniknout, musi byt molekula hosta méné polarni nez
pouzité rozpoustédlo®. Pouze za t&chto podminek nahradi host molekuly rozpoustédla
v lipofilni kavité CD?°. Molekula hosta, ktera obsahuje polarni a nepolarni &st se do
kavity vaze van der Waalsovymi silami svou nepolarni ¢asti. Hydroxylové skupiny na
okraji molekuly CD tvoii vodikové mistky s polarni ¢asti hosta.

Stechiometricky pomér komplexace H : G je ve vétsin€ pfipadd 1 : 1. Nicméné
existuji 1 dal$i, komplikovangj$i stechiometrie supramolekularnich komplexi (Obr.

2.3).
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Obr. 2.3: Stechiometrie pii interakci volného CD a hosta pfi vzniku
supramolekularniho komplexu host-CD. (pievzato z citace®)

2.3 Interakce fenolftaleinu s cyklodextriny

Fenolftalein je organickd aromatickd molekula malo rozpustna ve vod¢, kterd se
dasto vyuziva jako indikator?' pii acidobazickych titracich. Neionizovana forma
fenolftaleinu je bezbarva, deprotonovana forma je jasné fialova.

Tvorba komplexu B-CD s fenolftaleinem je naznafena na obrazku 2.4. Po pfidani
CD do alkalického roztoku fenolftaleinu dojde vlivem supramolekuldrni interakce
k pesunu fenolftaleinu do kavity CD?*22!, Tonizovany fenolftalein, ktery je uzavien
do kavity se méni na laktonovou formu (laktonovy dianion) a dochdzi k ¢astecnému

odbarveni piivodniho roztoku.
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Obr 2.4: Fenolftalein ve formé dianionu (a), fenolftalein ve formé& laktonového
dianionu v kavit& p-CD (b). (pfevzato z citace?!, schéma vytvofeno v programu
ChemSketch)

2.3.1 Fenolftaleinova metoda

Fenolftaleinova metoda je metoda stanoveni vazebné konstanty a je zalozena na
zméné absorbance v diisledku tvorby inkluzniho komplexu mezi CD a PP. Vyhodou
vyuziti fenolftaleinu je jeho vyraznd absorbance s maximem kolem 550 nm, tj.
v oblasti, kde je absorbance derivati CD, jakoZ i vzniklého inkluzniho komplexu
zanedbatelnd. Pokles absorbance fenolftaleinu koreluje s hodnotou pocatecni

koncentrace CD. Jsou zndmy faktory, které ovliviiuji toto stanoveni®.

Jednim
z dilezitych je cas, pfesnéji jaky vliv ma doba mezi okamzikem piipravy H-G
komplexu a odecCtem absorbance. Dale je vyznamny vliv pH a piesnost realizace
koncentraci jednotlivych slozek méfeného roztoku.

Absorpéni  spektrofotometrii inkluzniho komplexu s fenolftaleinem byla

stanovovéna i ¢istota B-CD?*. Dalsi §iroce pouzivanou metodou pro stanoveni &istoty

CD je HPLC.

2.4 Vazebna konstanta

Zakladnim parametrem pro popis komplexace mezi hostem a hostitelem je

konstanta stability K, kterd je zAvisla na sile jejich nekovalentni interakce®.
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Komplexace je rovnovazny proces. Konstantu stability 1ze urcit z jakékoli vlastnosti
systétmu zavislé na komplexaci, napf. zrozpustnosti, tlaku par rozpoustédla,
povrchového napéti nebo optické absorpce. Nejdostupnéjsi a zaroven piesnou
metodou je absorpéni spektroskopie'® a je obvykle vyuzivdna ke studiu stability
inkluznich sloucenin s riznymi barvivy.

Nejvhodnéj§imi veli¢inami pro hodnoceni komplexace z termodynamického
hlediska jsou entalpie (AH), entropie (AS) a Gibbsova energie (AG). Jejich vzajemny
vztah popisuji rovnice (2.1-2.3):

AG = — RTInK 2.1)
AG = AH — TAS (2.2)
InK = (—AH/R) x (T™1) + (AS/R) (2.3)

kde R je molarni plynova konstanta (8,314 J K! mol '), T je termodynamick4 teplota.

Spojenim rovnic (2.1) a (2.2) vznika rovnice (2.3) — van't Hoffiiv vztah. Zakladni
rovnice pro vazebnou rovnovahu, ktera vyjadiuje kompexaci hostitel (CD)- host (PP)
vyjadiuji rovnice (2.4-2.5). Rovnice (2.5) vyjadiuje vztah pro vazebnou konstantu
vyjadien pomoci Guldberg-Waagova zdkona.

aCD + b PP <=> CD — PP (2.4)

K = [CD — PP],./([CD]?[PPI?) (2.5)

Pro stechiometrii H : G, kterd je rovna 1 : 1 Ize odvodit konstantu stability
K nésledovné. Rovnovazné koncentrace slozek z rovnice (2.5) mohou byt vyjadieny:

[CD — PP, = a (2.6)

[CD], = [CD], — a 2.7)
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[PP]; = [PP], —« (2.8)

Koncentraci vzniklého komplexu vyjadiuje symbol a. Hodnotu a lze ziskat po
vloZeni rovnic (2.6—2.8) do rovnice (2.5). Vznikne kvadratickéd rovnice (2.9), jejimz
feSenim ziskdme dvé feSeni, pouze hodnota a odpovidajici zdpornému znaménku u

druhého ¢lenu ma fyzikalné-chemicky vyznam.

o = ([PP]o + [CD]o + K™)/2 + (v/([PP]o + [CD]o + K~1)2 — 4[PP][CD],)/2
(2.9)
Absorbance roztoku smési H + G je u fenolftaleinové metody imérna pouze

koncentraci nevazané formy barviva. Z Lambert-Beerova zédkona pak vyplyva:
A = A(0) x ([PP],/[PP]s) = Ag X (1 — a/[PP],) (2.10)

kde A(0) = A, je absorbance fenolftaleinu pfi nulové koncentraci CD derivatu. Pro a
lze vyuzit vyraz zrovnice (2.9). Znaméfenych hodnot absorbance pro rizné
koncentrace [CD] a [PP] a zpocatecni hodnoty absorbance fenolftaleinu Ao lze

nelinearni optimalizaci ziskat hodnotu K.

2.4.1 Jobova metoda

Jobova metoda®®, kterd je také nazyvana metodou kontinualnich variaci je
nejbeéznéji pouzivanou metodou pro urceni stechiometrie chemické rovnovéhy.

Pti experimentu je vyuzivano roztokd H a G o vhodnych koncentracich, tak aby
celkova koncentrace rozpusSténych latek byla konstantni, avSak systematicky ménime
pomér koncentraci obou latek?’. Celkova molarni koncentrace dvou vazebnych
partnert je tedy konstantni, 1i$i se jejich molarni zlomky. Vysledna stechiometrie se
uréuje z maxima kiivky znazornujici obrazek 2.5. V piipad¢ stechiometrie, ktera
odpovida poméru 1 : 1, maximu na kiivece odpovida hodnota 0,5.

Pokud je ve vzorku ptitomen vice nez jeden typ komplexu (kromé komplexu se

stechiometrii 1 : 1), napt. dalsi komplex se stechiometrii 1 : 2 nebo 2 : 1, je zminéna
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metoda nedostacujici?®. Zminéné typy komplexti [HG], [HG:] se mohou vyznacovat

odlisSnymi fyzikalnimi vlastnostmi. I pfes zminéné nedostatky je Jobova metoda Casto

upfednostiovéna pied jinymi, vyhodnéjsimi metodami®’.

Aobs-Ah-Ag

0.6 E , —

0.5

0.3
0.2
0.1
0.0

04 |- fget e b T

L ; ; : o
0.0 0.2 0.4 0.6 HIt/([H+[G]t)

Obr. 2.5: Jobuv graf pii tvorbé supramolekularniho komplexu o stechiometrii

1 : 1. (ptevzato z citace®)

2.5 Chyby méreni stanovovanych veli¢in

Pii urovani fyzikalnich veli¢in je potfeba vzit v iivahu zpisob jejich ziskavani a

vyhodnocovéani. Skute¢na hodnota se miiZe liSit od hodnoty stanovené, pficemz jejich

rozdil — chyba méfeni — mize mit rizny pivod (méfeny objekt, prosttedi, mefici

metoda, méfici zafizeni, apod.)*’. P¥i stanoveni konstanty stability a méfeni Jobovych

grafil je proto potiebné stanovit chybu méfeni. V piipad€, ze ndhodné chyby nelze

stanovit (nedostatecny soubor dat), je nezbytné stanovit systematickou chybu.

2.5.1 Maximalni chyba méreni koncentrace pri méreni
Jobovych grafi

Pti nepfimych métenich veli€in, kdy dand veli¢ina je ur€ovana pomoci fyzikéalniho

vztahu z hodnot jinych veli¢in, Ize stanovit systematickou chybu pomoci stiedni nebo

maximalni chyby méfeni®

9. Tyto chyby jsou uréovany pomoci chyb stanoveni

jednotlivych veli¢in (chyb métidel) a vztahu pro pfirtstek funkce vice proménnych. Pro
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posouzeni vlivu jednotlivych systematickych chyb meéfenych velicin je vyhodnéjsi
pracovat s maximalni chybou meéfeni. Pfi stanoveni koncentrace HG komplexu pii
urcovani jeho stechiometrie pomoci Jobovych grafii jsou méteny tii veli¢iny. Uvazujme

obecnou funkci y tfi proménnych:

y =f(ab,c) (2.11)

Maximalni chyba stanoveni veli¢iny Ay,,q, je ddna vztahem®:

AYmax = [(9y)/(8a)|Aa + |(3y)/(0b)|Ab + [(dy)/(dc)|Ac (2.12)

Rovnovéazna hodnota koncentrace komplexu y = [HG] je ddna rozdilem
koncentraci roztoku fenolftaleinu bez CD (nominalni koncentrace PP) a roztoku

s ptidavkem CD:

Y = Cpp — Croztok (2.13)

pfi¢emZ koncentraci fenolftaleinu v roztoku Ize vyjadfit pomoci absorbance a

molarniho extinkéniho koeficientu uvazenim Lambert-Beerova zakona:

y = cpp — (Aroztok)/(@pp) (2.14)

Chyba Ay.p_pp stanoveni koncentrace PP v roztoku PP + CD je:

Aycp—pp = Acpp(1)/(app)AA + (Aroztor)/ (@fp)Ac (2.15)

Pouziti vztahu (2.12) na rovnici (2.14) vede k vyrazu pro maximalni chybu urceni

koncentrace HG komplexu:

Ay = Acyg = Acpp + (AA) /(app) + (Aroztor)/(afp)Aa (2.16)
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2.5.2 Chyba stanoveni veli¢iny pri nelinearnim fitovani

Konstanta stability byla urCovana nelinedrnim fitovanim experimentalnich dat
(absorbance fenolftaleinu pfi 552 nm jako funkce pocatecni koncentrace
cyklodextrinu) pomoci programu Microcal Origin. Fitovaci funkce odpovidala
matematickému zapisu v rovnici (2.10), pficemz misto parametru o byl pouzit
odpovidajici vyraz (zaporné znaménko u druhého ¢lenu) z rovnice (2.9). Fitovanymi
parametry byla krom¢ hodnoty konstanty stability K i hodnota pocatecni absorbance
Ap.

Matematicky postup uréeni systematické chyby fitovaného parametru neni
jednoduchy, vychéazi se znelinearnich regresnich metod. V programu Microcal

Origin®! se pii nelinearnim fitovani vychéazi z maticové funkce:
Y=fX,B)+¢ (2.17)

kde X, Y jsou sloupcové matice nezavisle, resp. zavisle proménnych a f je sloupcova
matice fitovanych parametrti a ¢ sloupcova matice odpovidajici ndhodné slozce chyb
veli¢in. Standardni chyba fitovaného parametru [ je urCena jako odmocnina
odpovidajiciho diagondlniho prvku ve varianéni matici. Varianéni matice je
konstruovana v Levenberg-Marquartové metodé¢ pomoci Jakobiho matice a

nestrann¢ho odhadu parametru o. Nestranny odhad parametru o je dan vztahem:

02 = (S.)/(n—p) (2.18)

kde Se je rezidudlni soucet ctverct odchylek, n je pocet nezavisle proménnych

(fitovanych dat) a p je pocet parametra.
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3 Experimentalni ¢ast

Existuje fada metod, kterymi lze uréit konstantu stability vzniklého komplexu?®.

Kromé UV/VIS spektrofotometrie 1ze vyuzit i fluorescenéni spektroskopii, NMR ¢i

L4

titracni kalorimetrii. Nejuniverzalnéjsi je kalorimetrickda metoda umoziujici stanoveni

nejen konstanty stability, ale také termodynamickych funkci. Ov§em ziskané hodnoty

konstant stability se 1i§i pravé podle zvolené metody!®.

3.1 Pouzité pristroje a chemikalie

K méfeni byly pouzity nasledujici pfistroje a pomucky:

svételny vldknovy zdroj Avantes Avalight DHc
analytické vahy Denver SI-234A (pfesnost 0,1 mg)
vlaknovy spektrometr Avantes ULS3648TEC
optické vlakno Avantes, core 200 nm, délka 2 m
optické vlakno Avantes, core 600 nm, délka 25 cm
kolimaéni ¢ocky Avantes COL-UV/VIS

pH-metr Jenway 3540 se sklenénou elektrodou

automatické pipety Gilson M10, M100, M1000, P5000

K méfeni absorp¢nich spekter byl pouzit UV/VIS vldknovy spektrometr Avantes

ULS3648TEC spolu s halogen-deuteriovou lampou Avalight DHc. Optické zéateni

z Aval.ight zdroje vedlo ptes 2 m optické vlakno do drzaku kiemenné kyvety a po

prichodu kyvetou bylo svétlo vedeno pomoci 25 cm optického vldkna do

spektrometru. Pro upravu pH pufru byl pouZzit pH-metr Jenway se sklenénou

elektrodou. V tabulce 3.1 jsou uvedeny pouzité chemikalie v€etné vyrobce a relativni

molarni hmotnosti M; studovanych derivati cyklodextrini.
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Tab. 3.1: Pouzité chemikalie vCetné specifikace.

Latka Vyrobce Specifikace M, DS*
vyrobce
Fenolftalein Sigma Aldrich — 318,33 —
NaHCO;3 Penta - 84,01 -
NaOH Lachema - 40,00 -
B-CD Sigma Aldrich - 1134,98 -
v-CD Sigma Aldrich — 1297,12 —
HP-B-CD Cyclolab, Budapest’ B-030/15 1396,45 4,5
HP-y-CD Cyclolab, Budapest’ Cyl 4130 1576,08 4,8
RaMe [3-CD Cyclolab, Budapest’ B-066/18 1303,00 12,0
RaMe-y-CD Cyclolab, Budapest’ CY-3004.1/ 1465,20 12,0
Cyl 4687
pH pufr Carl Roth — — —

*Parametry DS (degree of substitution) pievzaty zwebové stranky:
https://cyclolab.hu/)

3.2 Popis spektrofotometrické titrace

Vlastni méteni probihalo davkovanim pftislusnych objemi roztoku fenolftaleinu
v pufru, roztoku CD a samotného pufru do spektroskopické UV/VIS kyvety pomoci
automatickych pipet. Byly zvoleny optimalni koncentrace CD. Béhem méfeni bylo
kontrolovéano, zda nejsou ve $picce pipety bublinky. Celkovy objem roztoku v optické
kyveté¢ byl 3 ml. Po nadavkovani byl roztok v kyveté michin na magnetickym
michadlem po dobu 15 sekund. Pfed méfenim bylo kontrolovano, zdali nejsou na
sténach kyvety bubliny a zda nejsou znecistény stény kyvety. Nezadouci bublinky byly
odstranovany poklepem o sklo nebo kov, stény kyvety byly ¢istény do konstantni

absorbance roztoku.
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3.3 Priprava roztokii

3.3.1 Priprava roztoki pro méreni konstanty stability

Hydrogenuhlic¢itanovy pufr o koncentraci 0,1 M a pH = 10,5 byl pfipraven
navazenim odpovidajiciho mnozstvi hydrogenuhli¢itanu sodného podle tabulky 3.2.
Pomoci 6 M roztoku hydroxidu sodného a Pasteurovy pipety bylo pH pomoci pH-
metru nastaveno na hodnotu 10,5 pii 25 °C. pH metr byl kalibrovan pomoci roztokt
o pH=7apH=10. Vysledna kalibrace byla testovana pomoci pufru pH = 11, pfesnost
kalibrace byla = 0,02.

100 ml 0,5 mM roztoku fenolftaleinu bylo pfipraveno navazenim odpovidajiciho
mnozstvi latky a rozpuSténim v hydrogenuhli¢itanovém pufru (pH = 10,5).
Fenolftalein se rozpoustél pomalu a roztok byl zahiivan na 55 °C pftiblizné 22 hodin —
poté byl roztok ¢iry. Roztok byl uchovavan ve tmé, absorbance roztoku v Case
postupn¢ klesala, pro méteni byly pouzivany roztoky fenolftaleinu do jednoho tydne
od pfipravy.

5 mM roztoky B-CD, y-CD, HP-B-CD, HP-y-CD, RaMe-3-CD, RaMe-y-CD byly
pfipraveny navazenim odpovidajicich mnozstvi latek podle tabulky 3.2 a rozpustény
v pfipraveném pufru v 10 ml odmérnych bankach. Roztok B-CD byl nejméné
rozpustny; pro uplné rozpusténi 3-CD bylo nutné zahtivani roztoku v termobloku cca
4 hodiny.

Navazka konkrétni latky i byla vypoctena pomoci rovnice (3.1).
ml’:niXMi:CiXI/,,.XMi:CiXMiXI/r (31)

Vsechny studované CD derivaty byly pfed pouzitim vakuové suSeny pii teploté
90°C po dobu cca 6 hodin. U HP-CD derivata bylo uvoliovani vody pfi sniZovani
tlaku velice bouflivé. Optimalnim feSenim pro kontrolované suSeni CD derivatt bylo
umisténi vzorkli ksuSeni v2 ml vialce s pootevienym vikem a jeji vloZeni

do Schlenkovy zkumavky v termobloku.
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Tab. 3.2: Koncentrace a celkové objemy pfipravenych roztokii.

Latka c Veelk m navazka
(ml) (mg)

PP 0,5 mM 100 15,9
NaHCO:; 0,1 M 1000 8401,0
NaOH 6,0 M 10 2400,0
B-CD 5,0 mM 10 56,8
v-CD 5,0 mM 10 64,9
HP-B-CD 5,0 mM 10 69,8
HP-y-CD 5,0 mM 10 78,8
raMe-B3-CD 5,0 mM 10 65,2
raMe-y-CD 5,0 mM 10 73,3

Ptislusné objemy roztoki byly podle tabulky 3.3 pipetovany do 3 ml kyvety a

nasledn¢ byla prométena absorbance.

Tab. 3.3: Objemy roztoki pipetované do spektroskopické kyvety.

¢ CD V0,5 mM PP V'5mM CD Voute
(mM) (ml) (ml) (ml)
0,00 0,18 0,000 2,820
0,01 0,18 0,006 2,814
0,02 0,18 0,012 2,808
0,05 0,18 0,030 2,790
0,10 0,18 0,060 2,760
0,20 0,18 0,120 2,700
0,30 0,18 0,180 2,640
0,40 0,18 0,240 2,580
0,50 0,18 0,300 2,520
1,00 0,18 0,600 2,220
2,00 0,18 1,200 1,620
4,85 0,18 2,820 0,000
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3.3.2 Roztoky pro méreni Jobovych grafi

Pro urceni koncentrace komplexu [HG] v Jobovém grafu je nutné znat hodnotu
molarniho absorp¢ni koeficientu fenolftaleinu. Tuto hodnotu lze zjistit méfenim
koncentrac¢ni zavislosti absorbance fenolftaleinu a vyuzitim linedrni oblasti Lambert-
Beerova zakona. M¢éfeni fenolftaleinu v hydrogenuhli¢itanovém pufru probihalo
v koncentra¢nim rozsahu 5—40 uM. Objemy roztoki, které byly pipetovany do kyvety
jsou v tabulce 3.4.

Pro samotné méieni Jobovych grafti byly pfipraveny 50 uM roztoky CD fedénim
5 mM zésobnich roztokti a 50 uM roztok fenolftaleinu fedénim 5 mM ethanolového
roztoku. Objemy roztokl pipetované do kyvety pro meétfeni Jobovych grafi jsou

v tabulce 3.5.

Tab. 3.4 Objemy roztokl pipetované do kyvety (celkovy objem roztoku 2,5 ml) pro
stanoveni molarniho absorp¢niho koeficientu fenolftaleinu.

¢ PP (uM) V' PP (ml) V pufr (ml)
5 0,25 2,25
10 0,50 2,00
20 1,00 1,50
30 1,50 1,00
40 2,00 0,50

Tab. 3.5: Objemy roztoki pipetované do kyvety pro méteni Jobovych grafi.

750 uM 750 uM [Hlo  [Glo [Glo/([H]oH[G])
CD (ml) PP(m)  (uM)  (uM)

2,00 0,50 40 10 0,2

1,75 0,75 35 15 0,3

1,50 1,00 30 20 0,4

1,25 1,25 25 25 0,5

1,00 1,50 20 30 0,6

0,75 1,75 15 35 0,7

0,50 2,00 10 40 0,8
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Méreni Jobovych grafii

Pro urceni hodnoty molarniho absorpcéniho koeficientu byla proméiena absorbance
fenolftaleinu v rozmezi koncentraci 5—40 uM. Vzniklé roztoky o objemech 2,5 ml
podle tabulky 3.4 byly michdny magnetickym michadlem ptiblizn€ 1 minutu, nasledné
byla zmétena jejich absorbance. Pro vypocet byl uvazovan koeficient linearni
zavislosti prochazejici nulou. Zavislost absorbance na jednotlivych koncentracich
fenolftaleinu znazornuje obrazek 4.1. Hodnota molarniho absorpéniho koeficientu
byla 0,0267.

Vlastni méteni Jobovych grafii probihalo namichanim 2,5 ml roztoku do kyvety dle
tabulky 3.4. Vznikly roztok byl michan magnetickym michadlem ptiblizné 1 minutu,
nasledné byla zméfena absorbance. Timto postupem byla urCena stechiometrie
komplexu B-CD-PP a y-CD-PP. Jobovy grafy pro dalsi CD derivaty nebyly z ¢asovych

moznosti provedeny.

< 172 T T T T T T T T T T T T T T T T

= Fenolftalein

1,0 F —— Linear Fit .
0,8 |-
0,6
04+

0.2

0’0 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
¢, uM

Obr. 4.1: Koncentracni zavislost absorbance pii 552 nm Assz pro ur€eni molarniho
absorp¢niho koeficientu fenolftaleinu.
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Systematicka chyba stanoveni koncentrace HG komplexu v Jobovych grafech

byla uvedena v teoretické casti — rovnice (2.16):
Ay = Acyg = Acpp + (AA)/(app) + (Arozior)/(@pp)Aa (4.1
Tato maximalni chyba byla odhadnuta pomoci chyb méfenych velicin (hmotnost,
objem, absorbance) a chyby molarniho absorpéniho koeficientu ur¢eného nelinearni
regresi (viz Obr. 4.1) nasledovné:
Am = 10"*g, AV = 0,1 ml, AA = 0.006, Aa = 10~* (4.2)
Prvni ¢len v rovnici (2.16) 1ze odhadnout z defini¢niho vztahu pro molarni
koncentraci:

cpp = m/MV (4.3)

Pro maximalni chybu Acpp koncentrace roztoku fenolftaleinu plyne z rovnice

(2.12) vztah:

Acpp = (1) /(MV) - Am + (m)/(MV?2AV) (4.4)

resp. pro maximalni relativni chybu:

(Acpp)/(cpp) = (Am)/(m) + (AV)/(V) (4.5)

Po dosazeni odhadli zrovnice (2.17) a hodnot objemu a navazky (viz.

Experimentalni ¢ast) dostaneme pro prvni ¢len v rovnici (2.13) odhad:

Acpp = 500 puM - (1074/15,9) + 0,1/100) = 0,05 pM (4.6)

Pro druhy ¢len v rovnici (2.16) plyne:

(AA)/(app) = (0,006)/(0,027) = 0,2 uM (4.7)
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a pro tfeti Clen:

(Arostor)/(@2p)Aa ~ 0.8/(0.027)%-107* = 0,11 uM (4.8)

Celkova systematicka chyba stanoveni koncentrace HG komplexu fenolftalein-

CD je tedy:

Aycp-pp = 0,36 uM (4.9)

Z uvedeného rozboru plyne, Ze nejvétsi vliv na presnost stanoveni koncentrace ma
meéteni absorbance.

Z obrazku 4.2 vyplyva, ze stechiometrie komplexu 3-CD-PP odpovid4 poméru
1 : 1. Nasledné byl zméfen Jobtv graf pro y-CD-PP (Obr. 4.3), kde bylo méteni ztizeno
koncentrace komplexu HG a odpovidajici zmény absorbance. Bohuzel vzhledem
omezeni ptistupu k méfeni nebylo mozné pokus opakovat. Stechiometrie komplexu y-
CD-PP byla v ramci maximalni chyby nepfimého méteni vyhodnocena rovnéz jako

1:1.

~
o

6.5 |.B-CD + fenolftalein

6,0 - 4
55 4

¢ B-CD-PP, uM

50 i
.sf .'
a0l .'
35 i
3,0 LT

02 03 04 05 06 07 08
[PP]y/([y-CD]o+[PP],)

Obr. 4.2: Joblv graf pro ur€eni stechiometrie komplexace B-CD a PP.
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Obr. 4.3: Jobuv graf pro urCeni stechiometrie komplexace y-CD a PP.

4.2 Stanoveni konstant stability cyklodextrini s

fenolftaleinem

Byly zméfeny absorbance komplexu fenolftaleinu pro rGzné koncentrace
cyklodextrinli. Ze zméfenych spekter byla néasledné odectena absorbance ve
spektralnim maximu Amax ve viditelné oblasti u vinové délky 552 nm. Tyto hodnoty
absorbance byly vyneseny do grafu jako funkce koncentrace CD. Hodnoty vazebnych
konstant byly vyhodnocovéany za ptedpokladu stechiometrie H : G =1 : 1 pomoci
rovnice (2.9). Méfeni byla provedena pro Sest riznych CD derivati.

Pro uptesnéni podilu optické absorpce samotnych CD pii vinové délce 552 nm na
celkové absorbanci roztoku byly prométfeny absorbance samotnych CD bez piidavku
fenolftaleinu, a to o koncentracich 1 mM, 2 mM a 5 mM. Roztoky byly pfipraveny
fedici fadou. Ziskané hodnoty absorbanci CD pii 552 nm byly nasledné odecteny od
pfislusnych absorbanci vlastniho méfeni, tedy od absorbanci pfi koncentracich 1 mM,
2 mM. U koncentrace 5 mM byla absorbance ptepocitana na zaklad¢ platnosti
Lambert-Beerova zdkona na absorbanci odpovidajici koncentraci 4,85 mM. Korekce
se nejvice projevila u y-CD (Tab. 4.1.).

Pted kazdou sérii s novym vzorkem byla zmétena absorbance pufru a ulozena nova
reference pro vypocet absorbance. Zmény absorbance pufru pii opakovanych

métenich se liSily o méné nez 0,01 jednotek OD.
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Na obr. 4.4—4.9 A jsou znazornéna absorp¢ni spektra v zavislosti na koncentraci
CD pro [PP]o = 30 uM a na obr. 4.2—4.8 B jsou vyneseny zavislosti absorbance
roztokd Ass> derivati CD a fenolftaleinu pro rizné koncentrace CD. Absorbance
méienych roztoki klesala v zavislosti na koncentraci CD v souladu s rovnici (2.10).
Z koncentrac¢nich zavislosti absorbance pfi vinové délce 552 nm Ass> byly pomoci
programu Microcal Origin 2016 nelinearnim fitovanim ziskdny hodnoty konstant
stability Ks véetné piislusné systematické chyby. Vysledky méteni konstant stability

jsou shrnuty v tabulce 4.1.

< 1,0 T T T T T 5{\,) 1,0 T T T T T T T T T T T
B-CD + fenolftalein :8.(r)n1MmM < I B-CD + fenolftalein ]
0,8 = B-CD 7

I — Fit H:G=1:1

0,6 7
0,4 7
0,2 | 7
0,0 A

1 1 1 L 1 1 1

0 1 2 3 4 5

¢, mM
A B

Obr. 4.4: A — Zavislost absorbance A roztoku fenolftaleinu ([PP] = 30 uM) pro rizné
koncentrace B-CD; B — zavislost absorbance pii vinové délce 552 nm 4552 na
koncentraci 3-CD.

T T T T T o
< ; 810 ; e
1,0 b y-CD + fenolftalein A oomt ] < 10 - y-CD + fenolftalein
——0.01mM = y-CD
0.02mM 08 Fit H:G=1:1 1
——0.05mM I ]
0.1 mM
——02mM | 06 1
0.5mM
—1mM 4 | 4
—2mM 0.4
——4.85mM
T 0,2 1
. R . T I —— 0.0 1 . 1 L 1 L 1 . I . I
300 400 500 600 700 800 ’ 0 1 2 3 4 5
A, nm ¢, mM
A B

Obr. 4.5: A — Zavislost absorbance roztoku fenolftaleinu ([PP] F 30 uM) pro riizné
koncentrace y-CD; B — zavislost absorbance pti vinové délce 552 nm Ass» na
koncentraci y-CD.
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—————— ~ 09 — T T
< 0,8 |- HP--CD + fenolftalein —0mM <(3 0,8 HP-p-CD + fenolftalein 4
0,7 = HP--CD 4
06l — FitH:G=1:1 1
05 i
04+ .
03 i
02 i
01r i
oop T 'I i

0 1 2 3 4 5
¢, mM

A B

Obr. 4.6: A — Zavislost absorbance roztoku fenolftaleinu ([PP] = 30 pM) pro riizné
koncentrace HP-B-CD; B — zavislost absorbance pii vinové délce 552 nm na
koncentraci HP-B3-CD.

< | HP--CD + fenolftalein gosr ' i ]
0,8 | HP-r enolftalein < I HP-y-CD + fenolftalein

0,7 i = HP--CD T
06 L —— Fit H:G=1:1 ]
05F -
04k -
03F -
02k -
01F -

300 400 500 600 700 00— , . ; ' :

0 1 2 3 4 5
A, nm ¢, mM

A B

Obr. 4.7: A — Zavislost absorbance roztoku fenolftaleinu ([PP] = 30 uM) pro riizné
koncentrace HP-y-CD; B — zavislost absorbance pfi vinové délce 552 nm Ass> na
koncentraci HP-y-CD.
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1,2 T T T T T T T T T T 1:2 T T T T T T T T T T T

< N
 Ra-Me-p-CD + fenolftalein 1 & Ra-Me--CD + fenolftalein 1
10} —O0mM i 1,0 4
| —0.01mM | L = Ra-Me-p-CD |
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Obr. 4.8: A — Zavislost absorbance roztoku fenolftaleinu ([PP] =30 uM) pro rizné
koncentrace RaMe-B-CD; B — zavislost absorbance pii vinové délce 552 nm A4ss2 na
koncentraci RaMe-[-CD.

< 112 T T T T T T T T T a 1,2 T T T T T T T T T T T
I Ra-Me-y-CD + fenolftalein 0mM <(L° Ra-Me-y-CD + fenolftalein
i ] 1.0 = Ra-Me-y-CD 7
| - Fit H:G=1:1
0,8 | 4
0,6 | 4
04+ -
0,2 | 4
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Obr. 4.9: A — Zavislost absorbance roztoku fenolftaleinu ([PP] = 30 uM) pro riizné
koncentrace RaMe-y-CD; B — zavislost absorbance pii vlnové délce 552 nm A4ss2 na
koncentraci RaMe-y-CD.

Pfi vyhodnocovani experimentdlnich dat bylo zjiSténo, ze absorbance
cyklodextrinu v pufru m4 u 552 nm velmi malou, nicméné nezanedbatelnou hodnotu.
Bylo proto soucasné provedeno vyhodnoceni dat suvaZenim absorbance
cyklodextrinu u 522 nm a v tabulce 4.1. jsou prezentovany dvé sady hodnot konstanty
stability: Ks — bez korekce a K; — skorekci na absorbanci odpovidajiciho

cyklodextrinu.
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Tab. 4.1: Zméfené konstanty stability komplexii PP s riiznymi CD derivaty. K, —
hodnoty bez korekce na absorbanci CD, K; - hodnoty korigované na absorbanci CD
pfi 552 nm. Chyby konstanty stability byly uréeny v prib¢hu nelinedrniho fitovani
v programu Origin.

Méfena latka Ks[mol™] K [mol™]
B-CD 25300 £ 1200 25300 £ 990
y-CD 1 800 + 140 1900 £ 120

HP-B-CD 28 800 + 2 600 28 800 + 2 600

HP-y-CD 2500 £ 120 2 500 £+ 95

RaMe-B-CD 6 000 + 230 6 000 + 220
RaMe-y-CD 1050 + 30 1 040 + 30

Ze stanovenych konstant stability plyne, Ze B-CD méa mnohem vys$i hodnotu
konstanty stability oproti y-CD, podobny trend je patrny i u ostatnich dvojic CD
derivatu. Tento rozdil je zpisoben vhodné&jsi velikosti kavity B-CD pii interakci
s fenolftaleinem. RaMe-B-CD a RaMe-y-CD maji vyrazné niz$i hodnoty konstant
stability, coz je zptisobeno substituci polarnich —OH skupin nepoldrnimi methylovymi
—CHj3 skupinami.

Z tabulky €. 4 rovnéz plyne, Ze relativni chyba stanoveni konstanty stability se
pohybuje v rozmezi 3—9 %. Tato chyba byla sice zpravidla niz$i v piipadé zahrnuti
korekce na absorbanci, nicméné ne podstatné. Pozorovana chyba stanoveni konstanty
stability odpovida moznostem pouzité metody (UV/VIS absorpce); podobné relativni
chyby méfeni byly pozorovany i jingmi skupinami'®,

Mohamed popsal experiment*>?, kde se snazil odhadnout povrchové piistupna
inkluzni mista kopolymernich materialti na bazi B-CD. Roztoky CD byly pfipraveny
v 0,1 M hydrogenuhlicitanovém pufru, kvili stabilité a rozpustnosti byl zdsobni roztok
PP pfipraven v ethanolu. Roztoky byly spotfebovany do 24 hodin od ptipravy. Méfeni
bylo provedeno pifi 295 K. Primérnd hodnota konstanty stability B-CD-PP se
stechiometrii 1 : 1 byla uréena ze 4 nezavislych studii na 2,66 + 0,3 x 10* mol~! se
standardni chybou 7 %.

Buvari a Barza!! provedli experiment, ktery se zaméfoval na urceni konstanty

stability HP-B-CD s fenolftaleinem v zavislosti na rGzné hodnoté¢ DS. Méfeni
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probihalo za teploty 25 £ 1 °C. Pro DS s hodnotou 4,4 ur¢ila konstantu stability na
9 x 10* mol™1.

Dalsi zpiesnéni stanoveni konstanty stability pomoci optické UV/VIS
spektroskopie 1ze ocekavat jednak opakovanim méfeni absorbance v zavislosti na
koncentraci CD derivatu (alespon tii titraéni kiivky?®), dale tGpravou UV/VIS
experimentu (odstranéni manipulace s optickou kyvetou v pritbé¢hu spektroskopické

titrace) a kontrolou Cistoty pouzitych ¢inidel.
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5 Zavér
V ramci bakalafské prace byly pomoci optické absorpce studovany projevy
supramolekularni interakce fenolftaleinu a Sesti derivati cyklodextrini — B-CD, y-CD,
HP-B-CD, HP-y-CD, raMe-B-CD a raMe-y-CD. Byly méfeny opticka absorpcni
spektra v UV/VIS oblasti 30 uM roztoku fenolftaleinu pro rizné koncentrace
studovanych cyklodextrinii. Méfeni probihala v hydrogenuhli¢itanovém pufru pii
pH = 10,5 pfi teplote¢ 25,0 £ 0,5 °C. V disledku interakce fenolftaleinu s kavitou
riznych derivati B- a y- cyklodextrini dochdzelo k poklesu optické absorpce
fenolftaleinu a ze zavislosti maxima absorp¢niho pasu ve viditelné oblasti u 552 nm
byla na zakladé¢ znamé resp. ocekdvané stechiometrie interakce hostitel : host
stanovena konstanta stability. Stechiometrie supramolekularni interakce byla zmétena
pomoci méfeni Jobovych grafii. Pro studované cyklodextriny byly konstanty stability
vyhodnoceny pro stechiometrii hostitel : host = 1 : 1, kterd umoznila s dostate¢nou
presnosti prolozeni ziskanych experimentalnich bodut teoretickou kiivkou pro v§echny
sledované cyklodextriny.
Hodnoty konstant stability ziskané pro -CD a y-CD dobie odpovidaji hodnotam
v odborné literatute, vyssi hodnota pro B-CD ve srovnani s y-CD je dana vhodnéjsi
velikosti kavity B-CD pfi interakci s fenolftaleinem. Hodnoty konstant stability pro
substituované cyklodextriny vykazuji stejny trend, pro substituci hydroxidovych
skupin polarnimi hydroxypropylovymi skupinami jsou hodnoty konstant stability
mirné vetsi. Substituce methylovymi skupinami vede k podstatné niz§im hodnotadm
konstant stability.
V prubéhu méfeni absorpénich spekter pripravenych roztoku byla zjisténa zavislost
byly:
1. pfesnost realizace hodnoty pH pouzitého hydrogenuhli¢itanového pufru,
2. ptesnost realizace pozadovanych koncentraci pfipravenych roztoka,
zejména pak roztoku fenolftaleinu,
3. omezena doba pouZitelnosti roztoku fenolftaleinu od jeho ptipravy,

4. priesnost realizace teploty.
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