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Abstrakt

Tii nejbéznéjsi cyklodextriny (a-, f- a 7-CD) byly persubsti-
tuovany na uhlicich C-6 sulfanylovou funkéni skupinou. Dale byly
pripraveny zlaté nanocastice, které byly funkcionalizovany témito
CD na zékladé afinity siry ke zlatu. Probéhlo testovani senzo-
rové odezvy funkcionalizovanych AuNP na sedmnécti vybranych
léc¢ivech. Pres veskerou snahu se nepodarilo identifikovat strukturni

motiv zodpovédny za senzorvou odezvu.

Klicova slova: zlaté nanocastice, cyklodextriny, funkcionalizace,

lé¢iva, senzorovy systém

Abstract

Three most common cyclodextrins (a-, 8- and v-CD) were persub-
stituted on C-6 carbons with sulfanyl functional group. Gold na-
noparticles were prepared and functionalized with these CD due to
sulphur-gold affinity. Sensor response of seventeen selected drugs to
functionalized AuNP was tested. Despite all efforts, structure motif

responsible for sensor response was not identified.

Keywords: gold nanoparticles, cyclodextrins, functionalization,

drugs, sensor system
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Seznam zkratek

CD cyklodextrin

(6{0)Y varia¢ni koeficient

DMF dimethylformamid

DMSO  N,N-dimethylsulfoxid

ESEM environmentalni skenovaci elektronova mikroskopie
LC-MS  kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
NIS N-jodsukcinimid

NMR nukledrni magneticka rezonance

NOE jaderny Overhauseruv efekt

NOESY NMR spektroskopie s NOE

NP nanocastice

SEM skenovaci elektronova mikroskopie



1 Uvod

Tato bakalarska prace pojednava o zlatych nanocasticich modifikovanych cyklodex-
triny a jejich pouziti v senzorovych aplikacich.

Nanotechnologie se v posledni dobé staly pritazlivou védni disciplinou podilejici
se na rapidnim rozmachu mnoha odvétvi. Zejména nanocastice jsou pro své unikatni
chemické i fyzikalni vlastnosti vice nez vhodné pro tvorbu a vylepsovani senzorovych
systému v analytické chemii. V dnesni dobeé jsou k dispozici mnohé druhy nanocastic
s ruznymi velikostmi a tvary. Diky ruznorodosti mohou vznikat senzorové systémy
zalozené na rozmanitych metodach (Luo et al., 2006).

Makrocyklické slouceniny slouzici jako hostitelé pro jiné molekuly jsou casto
syntetizovany a privadéji znacnou pozornost. Oteviraji siroké pole moznych vyuziti
nejen v supramolekularni chemii. Cyklodextriny jsou napiic vSemi makrocykly jedny
rozpustné ve vode, relativné levné, dostupné, netoxické a snadno modifikovatelné
(Ogoshi a Harada, 2008).

Pro funkcionalizaci zlatych nanocastic lze vyuzit thiolovych derivatu cyklodex-
trint. Vznika tak senzorovy systém vhodny k testovani odezvy ve vodnych roztocich.

V teoretické ¢asti budou popsany vlastnosti zlatych nanocastic a moznosti je-
jich pripravy. Dale budou predstaveny cyklodextriny a dostupné cesty syntézy jejich
derivatu. Experimentélni ¢dst bude zamétrena na pripravu persubstituovanych cyk-
lodextrinu a zlatych nanocéastic. Probéhne jejich funkcionalizace a charakteristika.

Funkcionalizované nanocéstice budou pouzity pro testovani senzorové odezvy.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Nanomaterialy

,Nano“ vyjadiuje ndsobek — jednu miliardtinu (107?) jakékoliv zékladni jednotky
Mezinarodni soustavy jednotek (SI). Nanotechnologie jsou takové technologie, které
vyuzivaji neobvyklych vlastnosti materidlu pro vyrobu novych struktur splnujicich
definici nanomaterialu (Hosek, 2010).

Do této doby zatim jesté nebyl jednoznacné vymezen vyznam pojmu ,nanoma-
terialy“ ani ,nanocastice”. Existuje vSsak mnoho norem, které se tyto pojmy snazi
definovat. Vétsina z nich se vyrazné shoduje v tom, ze nanomateridly jsou takové
materialy, které maji alepon jeden vnéjsi rozmeér velikosti v fadu nanometru nebo
vnittni nebo povrchovou strukturu v fadu nanometru, konkrétné pak 1-100 nm
(Dohnalové a Dohnal, 2015).

Nanocastice jsou pak takové nanomateridly, které maji v fddu nanometru veli-
kost vSech svych rozméru. Mluvi se o takzvanych 0D ¢asticich, protoze maji v nula
dimenzich makroskopicky rozmér. Do této kategorie se tadi i kvantové tecky, klastry
atomu i fullereny. Podle tohoto déleni se déle rozlisuji 1D ttvary, tedy nanovldkna
nebo naptiklad uhlikové nanotrubicky. 2D materialy jsou tenké filmy nebo nanopo-
vrchy, napriklad grafen. Do skupiny 3D utvart spadaji polykrystaly, jejichz domény
jsou ve velikostech nanometru (Wijesena, 2018)

Rozlisuji se jak ptirodni, samovolné se vyskytujici nanocastice, tak umeélé, ne-

chténé nebo cilené ¢lovékem vytvorené (Siegel et al., 2014).

2.1.1 Historie

Nanomateridly vsak nejsou pouze novodobou zalezitosti. Jak jiz bylo predeslano,
nanomaterialy se vyskytovaly a vyskytuji v prirodé i samovolné. Ku prikladu muze
slouzit takzvany lotosovy efekt. ESEM ukazala, ze kapicky vody jsou od povrchu lo-
tosového listu odpuzovany. Tato hydrofobni vlastnost je zapti¢inéna chloupky o na-

norozmérech, které zajistuji, ze voda rychle odtece a odplavi s sebou i necistoty.
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Tento jev nasel své uplatnéni ve vyvoji natérovych barev. Dalsim ptikladem je tlapka
gekona, kterd je diky jemnym chloupkum velmi ptilnava i k hladkym povrchum. Déle
muzou byt uvedena motyli kiidla. Néektera své barvy ziskavaji diky rozptylu svétla
na povrchovych nanostrukturach (Schulenburg, 2007).

Zivé i nezivé pifroda znd a pouzivd ,nano“ jiz celd tisicileti. Je zjevné, ze na-
notechnologie jsou prirodni zédlezitosti. Vétsina zivotnich procesu probiha v nano-
rozmérech a celd tada biologickych materidlu a objektu muze byt zarazena mezi
nanomateridly. Moznosti zivé piirody jsou ale omezené, ¢lovék oproti ni dokaze
pro vznik a funkci nanomaterialu vytvorit specidlni podminky. Proto jich zacalo
s prichodem civilizace vznikat mnohem vice. Metody nanotechnologie umélo lidstvo
pouzivat, i kdyz si je ani neuvédomovalo (Kubinek a Stranskd, 2007).

Dukazy o vyskytu nanocéstic pochazi jiz ze Sestého stoleti pf. n. 1. Slavnym
prikladem je damascénska ocel vyrobend v jizni Indii. Vyrabély se z ni se¢né zbrané
s charakteristickymi vrstevnicemi, které vynikaly svou ostrosti, tvrdosti a odolnosti
proti zlomeni. Pozdéji se ukéazalo, ze struktura obsahuje cementitovda nanovldkna
a uhlikové nanotrubicky (Reibold et al., 2006).

Staii Egyptané pouzivali nanocastice pro lécebné a diagnostické tcely. Zlaté
nanocastice ve vodném roztoku, tedy takzvané ,rozpustné zlato“, bylo vyuzivano
k estetickym tcelim, k barveni skla a keramiky. Nanocastice PbS byly pouzivany
k barveni vlasu pro dosazeni dlouhodobého ¢erného zbarveni.

Ve ¢tvrtém stoleti n. 1. byl vyroben takzvany Lykurgtuv pohar (Lycurgus byl
v Recké mytologii krél tizemi dnesniho Recka). Mluvi se o ném v souvislosti se
zménou barvy nanocastic, kterd zavisi na umisténi zdroje svétla. Pti osviceni poharu
zvnéjsku se svétlo od poharu odrazi a ten se pak jevi jako zeleny. Pokud je zdroj
svétla uvniti poharu, prochazejici paprsky davaji poharu barvu c¢ervenou, viz fo-
tografii na obrazku 2.1 (Freestone et al., 2007). Ve skle poharu je prokdzéno malé
mnozstvi stiibrnych a zlatych nanocastic, ovsem technologie vyroby dodnes neni
znama. Pozdéji, ve stredovéku, se pouzivaly prasky ruznych kovu a latek pro dosazeni
zajimavého barevného efektu skla. Jednalo se predevsim o zlato, sttibro, siru a selen
(Prudek, 2016).

S ptrichodem prumyslové revoluce se ve velkém mnozstvi zacinaji objevovat dalsi
nanocastice — saze. Vznikaji nedokonalym spalovanim organickych latek, napiiklad
pri horeni v motorech. Jednd se vlastné o nanocastice amorfniho uhliku o veli-
kosti 10-500 nm (Kittelson, 1998). Obrovské mnozstvi sazi je pak spotfebovano

v gumarenském prumyslu. Dodnes se tak jednd o nejpouzivanéjsi nanomaterial.
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Obréazek 2.1: Lykurguv pohar. Prevzato z (The Trustees of the British Museum,
2017)

V roce 1857 vytvoril Michael Faraday, anglicky chemik a fyzik, koloidni roz-
tok zlata a popsal rozdily mezi objemovym zlatem a zlatymi nanocasticemi — tehdy
jesté nazyvanymi pouze jako koloidni roztok. Popsané rozdily spocivaly hlavné v op-
tickych vlastnostech (Faraday, 1857). A v roce 1861 britsky chemik Thomas Graham
popsal suspenzi obsahujici ¢astice o rozmérech 1-100 nm. Polozili tak zédklady oboru

nazyvaného koloidni chemie (Kubinek, 2011).

2.1.2 Vlastnosti

Nanocastice jsou vyuzivany pro svoje zajimavé vlastnosti pramenici pravé z jejich
nezvyklych rozmeéru. Jednou z nich je napriklad velky specificky povrch. Soubor
nanocastic ma mnohokrat vétsi pomér povrchu k objemu nez bézné pouzivané ma-
teridly. Pro piedstavu: krychle s hranou délky 1 m mé objem 1 m?® a povrch 6 m?.
Rozrezanim této krychle na 1000 mensich krychlicek zustava objem materialu stejny,
povrch se viak navysi na 60 m2. Pii vytvofeni ¢éstic s hranou délky v fadu nano-
metrii se povrch navysi 10%krat.

Dalsi vyznamné vlastnosti souvisi s kvantovymi jevy. Nanocastice obsahuji malé
mnozstvi atomu a diky velkému zakriveni povrchu se zacinaji kvantové efekty pro-
jevovat v odlisSnostech usporadani elektronovych hladin. Toho lze pak vyuzit v re-
doxnich vlastnostech takovych nanocastic (Li et al., 2018).

U zlatych nanocétic si pak lze naptikad vSimnout jejich zvlastni barvy. Vsichni

vedi, jakou mé zlato barvu, pokud je ale vytvoren roztok s jeho nanocasticemi,
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dostava barvu ¢ervenou. Tak je tomu v piipadé nanocastic s prumérem kolem 20 nm.
S vétsimi nanocéasticemi se roztok stava vice a vice fialovéjsim. Tato skutecnost je
zpusobena absorpci svétla. Vinové délky v oblasti zelené barvy, tedy kolem 530 nm
jsou pohlcovany systémy nanocastic o vSech prumeérech. Rozdil nastava v oblasti
barvy cervené, kolem 650 nm. Tato oblast je malymi nanocasticemi absorbovana
malo, skoro vSechno cervené svétlo je tedy propusténo. OvSem u vétsich, agrego-
vanych nanocatic, je tato oblast silné pohlcovana a roztok dostava fialovou barvu
(Gee, 2013).

2.2 Zlaté nanocastice

2.2.1 Pt¥iprava

Nanocéstice lze pripravit dvéma zakladnimi metodami, a to metodou ,top-down*,
tedy ,shora dolu“, nebo ,,bottom-up“, ,zdola nahoru“. Metodou ,top-down*, taktéz
zvanou jako fyzikalni cesta, jsou nanocéastice vytvareny z vétsich celku postupnym
brousenim, mletim nebo drcenim. Metoda ,bottom-up®, chemicka cesta pripravy,
méa opacny smeér. Jednd se o vytvoreni nanoc¢astic spojovanim jednotlivych atomu
ve vetsi agregaty, nejcastéji redukel soli kovu. U obou metod je dulezita néaslednéa
stabilizace vzniklych nanocéstic, tedy zabrdnénf jejich shlukovani. Ta muze byt bud
elektrostaticka, nebo sférickd — nanocastice jsou obaleny ionty, respektive moleku-
lami, které agregaci zabranf (Reznickova et al., 2014). Déale budou popisovany pouze
cesty chemické.

Nejznaméjsi a dodnes nejpouzivanéjsi priprava zlatych nanocastic byla popsana
jiz v roce 1951 americkym chemikem Johnem Turkevichem. Piiprava spociva v re-
dukci tetrachlorozlatité kyseliny ve vodé (Turkevich, 1951). V roce 1970 byl po-
stup vylepsen. Zlaté nanocéstice byly pripraveny zahiatim roztoku soli této kyseliny
a naslednou redukei citronanem sodnym (Frens, 1973). Citronan sodny je v této
reakci casto pouzivanym redukénim ¢inidlem. V molekule se hydroxylova funkéni
skupina na prostfednim uhliku oxiduje na keton a prostiedni karboxylova skupina
na oxid uhlic¢ity. Vznikd tak acetondikarboxylova kyselina. Vhodnym redukénim
¢inidlem je vsak také proto, ze jak samotny citronan sodny, tak i jeho oxidovana
forma slouzi zaroven jako stabilizatory — iontové stabilizuji zlaté nanocéstice, viz
obrazek 2.2 (Vaclavek, 2009).

Dalsi ¢asto pouzivand ptiprava je takzvana Brustova—Schiffrinova metoda. Jedna

se o syntézu ve dvoufazovém systému toluen-voda. Tetrachlorozlatita kyselina je po-
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Obrazek 2.2: Schéma pripravy zlatych nanocastic

moci tetraoktylamoniumbromidu prevedena z vodného roztoku do organické faze.
Trifenylfosfin dd za vznik komplexni zlatité slouceniné, ze které je zlato redu-
kovéno tetrahydridoboritanem sodnym do zlatych nanocastic (Brust et al., 1994).
Moznosti pripravy zlatych nanocastic je vSak mnohem vice, napiiklad redukce
chloro(trifenylfosfanu) zlatného diboranem v benzenu nebo redukce zlatité soli bo-
rohydridem sodnym se stabilizaci alkanthiolem (Reznickova et al., 2014).

Hitem je také takzvana ,green synthesis“. Ta ma v principu snizit dopad na
zivotni prostiedi a zvysit ucinnost jak materialovou, tak energetickou. Pti ,green®
syntéze nanocastic se k redukei tetrachlorozlatitanu vyuzivéa prirodnich zdroju. Bylo
zjisténo, ze rostlinné extrakty jsou jako redukcni ¢inidla vhodnéjsi nez jiné orga-
nismy, protoze produkuji mensi a stabilnéjsi nanocastice. Z tad rostlin bylo jako
redukcnich ¢inidel vyzkouseno mnohé, napiiklad extrakty z aloe vera, cerného caje,
hrusky, koriandru nebo méty (Iravani, 2011). Témito metodami lze vsak pripravit
pouze relativné velké nanocéstice s velkym koeficientem variace, az 45 % (metody

popsané vyse se pohybuji i kolem velikosti 1 nm a COV 15 %) (Besner et al., 2008).

2.2.2 Senzorové systémy

V analytické chemii se pouziva siroka skdla senzorovych systému zalozenych na
mnoha ruznych typech interakci jako napriklad polarizaci, prenosu energie, elek-
trochemii, zméné barvy a dalsich (Liu a Lu, 2006). Diky vhodnym optickym,
elektrickym, termalnim a katalytickym vlastnostem je jednim z nich také detekce
zalozend na nanocésticich drahych kovu, zejména pak zlata (Guo a Wang, 2007).
Senzorovy systém se zlatymi nanocdsticemi muze fungovat nésledovné: Na ko-
loidni zlaté nanocéastice se navazi urcité slouceniny, které jsou schopny zaroven in-
teragovat i s analyty. Slouceniny pak spolu s analyty vytvoii shluky AuNP. Pokud
jsou aglomeraty AuNP v nanorozmérech, zpusobi zménu barvy roztoku, viz kapitolu
2.1.2. Pokud jsou vsak tyto aglomeraty prilis velké a tézké, v roztoku sedimentuji
a tim dojde k jeho odbarveni, jak je zndzornéno na obrazku 2.3 (Wen et. al, 2016).
Takové systémy se pouzivaji napiiklad pro stanoveni stopového mnozstvi olov-

natych iontu, detekci neurotransmiteru dopaminu a stanoveni jeho koncentrace nebo
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Obrazek 2.3: Ukazka senzorového systému na principu sedimentace

pro odliSeni izomeru aromatickych latek nebo enantiomeru a-aminokyselin pomoci
cyklodextrinu (Kalat, 2016).

Dalsim prikladem senzoru zalozeného na modifikovanych AuNP je systém, ktery
je Siroce uplatinovan v bézném zivoté. Nalezneme ho napiiklad v téhotenském testu.
Pokud je zena téhotnd, zvysi se u ni hladina hormonu choriogonadortropinu (hCG),
ktery je vylucovan moci. Na obrazku 2.4 je téhotensky test, ktery se déli na tii
¢asti. V prvni obsahuje AuNP modifikované protildtkou na tento hormon. Ve druhé,
testovaci ¢asti, je obsazena odlisna protilatka a ve tfeti, kontrolni ¢asti, je obsazen
imunoglobin. Material téhotenského testu umozinuje vzlinani moci postupné pres
tyto tii oblasti. Mo¢ obsahujici hormon hCG na sebe pii vzlinani v prvni ¢asti navaze
modifikované AuNP. Cést AuNP se zastavi v druhé ¢ésti, kde se na druhou protildtku
navaze hCG. Ve tieti ¢asti se na imunoglobin navaze zbytek AuNP. Koncentrace
AuNP vytvoii viditelné prouzky. Pii negativnim vysledku se kvuli absenci hCG

vytvoii prouzek pouze v kontrolni ¢dsti na imunoglobinu (Yeh et al., 2014).

g barevny
barevny >
ol prouZek
prouze vzorek moéi s hCG

*
Au Au $ *
AuL Au Y Au A **
. l* / r ] ” 7, ; ,/
Au Y 7 ’ P Y s ~ Au , ’
— /" (—
/?< ”, //Y Au$Y/ - > Au s ‘
A
f«“ ’ , Y A“$ Y/ g Au > -ISI &
S AR ZA. ¥
kontrolni ¢ast testovaci éast prvni ¢ast
& hormon hCG Y druha protilatka na hCG
Au
-|-< prvni protiladtka na hCG Y imunoglobin

Obrézek 2.4: Princip téhotenského testu. Prevzato z (Yeh et al., 2014) a upraveno
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2.3 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) vznikaji modifikaci skrobu, kterou katalyzuje enzym glukosyl-
transferaza. Obvykle vznikaji ti cyklodextriny: «, § a v (Wiedenhoff, 1996). Jedna
se o cyklické oligosacharidy, které jsou slozené z jednotek a-D-glukopyrandzy, tedy
cyklické formy D-glukdzy. Tyto jsou a[l — 4] glykosidickymi vazbami propojené
v cyklus. Nejbéznéjsi cyklodextriny maji glukézovych jednotek 6 (a-CD), 7 (8-CD)
a 8 (y-CD), viz obrazek 2.5, existuji vSak i dals{ cyklodextriny, které maji bud
5 glukézovych jednotek, nebo 9 a vice. Tyto jsou ale pro malou rigiditu kavity
pouzivané ziidkakdy (Rezanka, 2016).

OH
HO O o) Q
OH HO
OH
HO Q
o HQ A\ —oH
o OH n=1,0-CD
n=2,3-CD e
HO n=3,y—CD HO
H
© O
0 OH
H
o) OHn [HO J ©oH
HO n

Obréazek 2.5: Strukturni vzorec molekuly cyklodextrinu

Cyklodextriny maji tvar dutého komolého kuzele. Primarni okraj (uzsi, obvykle
znazornovany jako dolni okraj) je tvoren primérnimi hydroxylovymi skupinami, tedy
témi na uhliku C-6. Sekundarni (3irsi, horni okraj) tvori sekundarni hydroxylové
skupiny vazané na uhlicich C-2 a C-3. Do kavity cyklodextrinu sméruji glykosidické

atomy kysliku a C-H vazby, viz obrazek 2.6.

2.3.1 Vlastnosti cyklodextrini

Orientace hydroxylovych skupin a vazeb v cyklodextrinu zpusobuje, ze jejich
zevnéjsek je hydrofilni, cyklodextriny jsou proto rozpustné v polarnich roz-
poustédlech. U -CD je pozorovana snizena rozpustnost ve vodé, viz tabulku 2.1.

To je vysvétlovano intramolekuldrnimi vodikovymi mustky, které zabranuji tvorbé
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sekundarni okraj

primarni okraj
Obrazek 2.6: Tvar cyklodextrinu a orientace hydroxylovych skupin

mustki s molekulami vody (Valente a Séderman, 2014). Kavita cyklodextrinu je
vyrazné méné hydrofilni, v polarnim rozpoustédle se proto chova jako relativné li-

pofilni (Connors, 1997). Polarita uvniti cyklodextrinu klesa s jeho rozmeéry, nejvyssi

Ry

jsou shrnuty v tabulce 2.1.

Tabulka 2.1: Vlastnosti cyklodextrinu (Szejtli, 1998)

o g v
pocet glukézovych jednotek 6 7 8
moldrni hmotnost [g - mol™] 973 1135 1297
rozpustnost ve vodé [g - (100 ml)~!, 25 °C] 14,5 1,85 23,2
vyska [nm] 0,79 0,79 0,79
prumér primarniho okraje [nm] 0,45-1,32 0,61-1,49 0,77-1,61
prumér sekundarniho okraje [nm)] 0,57-1,37 0,68-1,53 0,95-1,69

2.3.2 Inkluzni komplexy

Nizsi polarita dutiny ptispiva k velmi dulezité vlastnosti cyklodextrinu ve vodném
prostiedi — tvorbé takzvanych inkluznich komplexu s hydrofobnimi molekulami. Tyto
komplexy typu hostitel-host (z anglického host-guest) davaji cyklodextrinum funkci
,molekuldrnich lapacu“. Stavaji se tak nosi¢i slou¢enin organickych, anorganickych
i (organo)kovovych, a to ve formé neutralnich molekul, kationtu, aniontu, ale dokonce
i radikalu (Dodziuk, 2006 a Surmové, 2014). Kdyz je takovy host s vhodnou velikosti
a relativné hydrofobni povahou piidan k cyklodextrinu, molekuly vody v jeho kavité
jsou nahrazeny molekulami hosta. Pokud je molekula hosta vétsi nez kavita hostitele,

muze byt tato zanofena v kavité jen ¢astecné (Matelovd, 2011).
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Molekula hosta vnotena do kavity cyklodextrinu zde neni vazana kovalentné,
ale nevazebnymi interakcemi. Komplexace je tedy déj snadno reversibilni, jak je
znazornéno na obrazku 2.7. Sily tidici komplexaci cyklodextrini mohou zahrno-
vat elektrostatickou interakci, van der Waalsovy interakce, hydrofobni interakce,
vodikové mustky, sily na zakladé prenosu naboje, disperzni sily atd. Na zakladé
analyzy struktury molekuly hosta je mozné dopiedu posoudit, zda dany inkluzni
komplex vznikne, ¢i nikoliv. Oproti tomu zmény enthalpie a entropie nejsou dobra
kritéria pro toto posouzeni.

Obvykle se za majoritni tidici sily povazuji van der Waalsovy a hydrofobni inter-
akce, zatimco interakce elektrostatické a vodikové mustky mohou vyznamné ovlivnit

konformaci jednotlivych inkluznich komplexu (Liu a Guo, 2002).

CDh host inkluzni komplex

Obrazek 2.7: Schéma tvorby inkluznich komplexu

2.3.3 Vyuziti cyklodextrina

Vyse popsana schopnost tvorit komplexy je zakladem pro vétsinu aplikaci cyklodex-
trinu. Vyuziva skutecnosti, ze molekuly ukryté v dutiné jsou vyclenény z interakci
v roztoku. Tim je naptiklad zvySena rozpusnost 1é¢iva, napomaha také pii stabi-
lizaci nestabilnich hostt, izolaci nevhodnych latek nebo kontrole tékavosti a subli-
mace. (Becket at al., 1999). V supramolekularnich aplikacich je komplexace duvodem
skladby cyklodextrini do nadmolekuldrnich struktur (Horsky a Jindfrich, 2013).
Fakt, ze cyklodextriny jsou v kategorii bezpecnych chemikalii (GRAS — generally
recognised as safe), davd moznost jejich pouziti v potravinarstvi. 5-CD je navic ve-
den jako pridatna latka pod oznacenim E 459 a tadi se do skupiny nosic¢u a stabi-
lizdtoru'. V tomto odvétvi se vyuzivaji k ochrané lipofilnich komponent citlivych

na kyslik nebo na degradaci, rozpousténi barviv a vitamint, stabilizaci chuti, vuni,

'Rozhodnut{ 2012/288/EU, dostupné online z:
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:1.:2012:144:0041:0042: EN:PDF
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vitaminu a esencidlnich oleju pred nezadoucimi zménami, nebo naopak k potlaceni
chuti a vuni nebo kontrole postupného uvolnovani urcitych potravinovych slozek
(Astray et al., 2009).

Postupného uvolnovani vuni je dale vyuzito napiiklad ve farmacii a kosmetice.
Farmaceuticky prumysl tesil problém s mnozstvim latek, které jsou nerozpustné ve
vodé. Diive feSeni spoc¢ivalo v pouziti organickych rozpoustédel, povrchové aktivnich
latek nebo zmén pH. Tato vSak ¢asto zpusobovala podrazdéni nebo jiné vedlejsi
ucinky (Del Valle, 2004). Zacalo se tedy vyuzivat cyklodextrinu a jejich tvorby kom-
plexu, které se po styku s télesnymi tekutinami opét rozpadnou. Cyklodextriny jsou
navic netoxické, coz je prokazano tim, ze pouze 2-4 % cyklodextrinu se absorbuje

v tenkém stievé a zbytek je degradovéan a prijat jako glukéza (Loftssona, 1999).

2.4 Cyklodextriny modifikované zlaté nanocastice

2.4.1 Derivaty cyklodextrini

Cyklodextriny jsou modifikovany z mnoha duvodu — pro zvySeni rozpustnosti,
zlepseni komplexotvornosti, pro katalytické nebo analytické 1icely nebo pro moznost
piichyceni k riznym povrchim (Rezanka, 2016). Zptisoby modifikace zdlezi na
pozadovanych vlastnostech produktu. Pokud je napiiklad cilem zvysit rozpust-
nost cyklodextrinu, hydroxylové skupiny jsou substituovany jinymi vice hydrofilnimi
funkénimi skupinami (Estrada a Vigh, 2012).

Produkt takové substituce vsak muze byt smési nékolika slozek — ruzné substi-
tuovanych cyklodextrinu. Pokud je vyzadovéan jediny izomer derivatu, nejschudnéjsi
variantou je syntéza persubstituovaného cyklodextrinu (na obrazku 2.8 vlevo). To
znamenad, ze na kazdé glukézové jednotce je substituovana vzdy stejna hydroxylova
moznych produktu (Wenz, 1994). Pro monosubstituované cyklodextriny (na obrazku
2.8 vpravo) existuji t¥i mozné izomery, desitky izomeru existuji pro disubstituované
cyklodextriny a pres sto pro trisubstituované (Rezanka, 2018). Pti syntéze novych
derivatu se vychazi z toho, ze modifikace jiz substituovanych cyklodextrint je snazsi
nez syntéza kazdého nového derivatu z nesubstituovanych cyklodextrinu.

Modifikacni reakce cyklodextrini probihaji na hydroxylovych skupindch. Ty
jsou nukleofilni, a proto se jednd o elektrofilni substituce. V cyklodextrinech jsou
tfi typy hydroxylovych skupin na kazdé glukézové jednotce a kazda z nich ma

jinou reaktivitu. Primarni hydroxylové skupiny na uhliku C-6 jsou nejméné ky-
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Obrazek 2.8: Ukéazka persubstituovaného (vlevo) a monosubstituovaného CD
(vpravo)

selé a nejpristupnéjsi pro reakce. Na uhlicich C-2 jsou nejvice kyselé a na C-3
nejméné pristupné (Khan et al., 1998). Proto, pokud jsou vSechny hydroxylové sku-
piny v pritomnosti baze deprotonované, elektrofilni substituce probéhne prednostné
na uhliku C-6. V pripadé vétsi reaktivity cinidla by substituce probéhla i na
sekundarnim okraji (Dodziuk, 2006).

Piitomné baze nejdrive deprotonuje hydroxylovou skupinu na uhliku C-2, protoze
ta je nejvice kysela, pK, = 12,2 (Sallas a Darcy, 2008). Proto pouziti odpovidajiciho
mnozstvi baze vede prednostné k substituci na uhliku C-2. Substituce na C-3 je
dokonce urcuji jako jedinou moznou substituci (Jindfich a Tislerovd, 2005). Dalsim
aspektem v modifikaci cyklodextrinu jsou samoziejmé rozpoustédla, ve kterych re-
akce probihaji. Ty mohou ovliviiovat deprotonaci a tedy nukleofilitu hydroxylovych
skupin (Rezanka, 2018).

Syntéza thiolovych cyklodextrinti potfebnych v experimentalni ¢asti této prace
je elektrofilni substituci na uhliku C-6. Nejcastéjsi cesta pripravy per-6-sulfanyl-
CD vede ptes per-6-halogeno-CD, kterézto jsou ucelnymi prekurzory, mohou byt
snadno pfeménény v jiné derivaty (Rezanka, 2018). Tyto perhalogenované cyklodex-
triny vznikaji reakei nativniho cyklodextrinu s trifenylfosfinem a bromem, respektive
jodem. Vytézky téchto reakei se v nejedné literatuie pohybuji nad 80-90 %. (Ga-
delle a Defaye, 1991; Takeo et al., 1974). Jejich preména v thiolovy derivéat probiha
pridanim thiomocoviny. Tento postup funguje u bromo- i jodo-CD s vytézky o néco
nizsimi, 70-80 % (Rojas et al., 1995; Gorin et al., 1996).

Dalsi variantou vzniku per-6-halogeno-CD je naptiiklad postup uvedeny Liu
et al. (2013). Jednd se o reakci nativniho cyklodextrinu s XtalFlour-E®, 4-(1-

vvvvvv

vyse uvedené postupy, poskytuje vsak produkty s vytézky vyhradné nad 90 %.
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2.4.2 Afinita siry ke zlatu

Senzorovy systém na zakladé zlatych nanocastic a modifikovanych cyklodex-
trinu vyuziva afinity siry ke zlatu. Obecné vazba siry ke kovovym povrchum je
dulezité téma pii katalytickych reakcich, v elektrochemii, povrchové fyzice a dalsich
odvétvich, a tak bylo potfeba dukladné porozumét vlastnostem této vazby (Bartho-
lomew et al., 1982). Vyraznéjsi afinita je u siry pozorovana pravé ke zlatu. Au-S
komplext se pak vyuziva v biologickych aplikacich, mediciné a diagnostice. Proble-
matikou Au-S vazby se zabyvalo mnoho vyzkumu a ke komplexum zlata se sirou
bylo zjisténo napiiklad nasledujici. Kdyz je sira pritomna v monovrstvé, jeji atomy
se chovaji jako slabé elektronakceptory. Pti pribyvani vrstev se vazba Au-S oslabuje,
coz vede ke vzniku S-S mustkt, které jsou stabilnéjsi. Pti vyssich koncentracich se
zacinaji vyskytovat uskupeni S,,, kde n > 2 (Rodriguez et al., 2003). Energie vazby
sulfanylové skupiny (-SH) se zlatem je 167-209 kJ/mol, coz je energie vySsi nez
u vodikovych mustku a témér srovnatelnd s kovalentnimi vazbami (Pensa et al.,
2012).

Konkrétni podstata vazby Au-S vSak neni presné znama. Obecné je do schémat

zakreslovana zpusobem uvedenym na obrazku 2.9.

Obrazek 2.9: Schéma vzniku vazby Au-S

2.4.3 Ptiprava a pouziti AuNP s thiolovymi CD

Zlaté nanocastice modifikované cyklodextriny lze pfipravit jednoduse — smichanim
jednotlivych komponent. Roztoky pripravenych zlatych nanocastic a nasyntetizo-
vanych derivatu cyklodextrinu jsou pridany k sobé a smichany. Vytvotii se vazba mezi
sirou ze sulfanylové funkéni skupiny a zlatem. Je mozné pripravit zlaté nanocastice
i pfimo v roztoku s thiolovanym cyklodextrinem. Kyselina tetrachlorozlatitd je

v tomto pripadé redukovana tetrahydridoboritanem sodnym v roztoku s SH-CD.
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Naésledné jsou modifikované zlaté nanocéstice vysrazeny acetonitrilem (Liu a Jiang,
2007).

Cyklodextriny modifikované zlaté nanocastice maji sva vyuziti v senzorové che-
mii. Néktera z nich jsou zminéna jiz v kapitole 2.2.2 a naprosta vétsina je zalozena
na tvorbé inkluznich komplexu. Jadrem této prace jsou takto modifikované AuNP
pouzité pti detekci 1é¢iv ve vodnych roztocich. Predpoklada se, ze u nékterych dojde
k vytvoreni inkluznich komplexu a nasledné sedimentaci a odbarveni roztoku.

Dalsi aplikace tohoto senzorového systému je napriiklad detekce otisku prstu,
kde cyklodextriny slouzi jako nosice barvy (Becue et al., 2007). Velky potenciél je
také v pripravé supramolekuldarnich hydrogelu. Jing et al. (2008) vytvorili hydrogel
pridanim monosubstituovanych cyklodextrinu do roztoku zlatych nanocastic s po-
lymerem — poly(ethylenoxid);go-(propylenoxid)zq-(ethylenoxid);gp a zkoumali jeho
sol-gel-sol prechody. Ukazuje se, ze takova smés muze slouzit jako nosi¢ léciv,
kterda se v roztoku navazi a v gelu transportuji. Dalsim piikladem je ptiprava
tridimenzionalnich nanoc¢ésticovych struktur, které jsou vytvotreny ,slepenim* fun-

kcionalizovanych AuNP pomoci fullerenu (Liu et al., 2001).
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v 7

3 Experimentalni ¢ast

Vychozi latky a rozpoustédla pro syntézy byly dodany béznymi dodavateli. Se-
dmnéct vybranych 1é¢iv bylo laskavé poskytnuto doc. RNDr. Ing. Pavlem Rezankou,
Ph.D., z Vysoké skoly chemicko-technologické v Praze. 'H i 13C NMR spektra byla
naméfena doc. Ing. Bohumilem Dolenskym, Ph.D., z téze vysoké skoly na Bruker
Avance III™™ pii frekvenci 500 MHz, vzorky byly rozpoustény v DMSO. Snimky
zlatych nanocastic byly pofizeny Ing. Pavlem Kejzlarem, Ph.D., z Technické univer-
zity v Liberci na UHR FE-SEM Carl Zeiss ULTRA Plus pii 2 kV.

3.1 Syntéza modifikovanych cyklodextrini

Nejprve byla provedena dvoustupnova syntéza pozadovanych o, 1 ~ per-
6-deoxy-per-6-sulfanylcyklodextrini = pfes  meziprodukty  per-6-deoxy-per-6-
jodocyklodextriny.

3.1.1 Syntéza per-6-deoxy-per-6-jodocyklodextrini

Prvni krok syntézy vychézi z postupu, ktery napsali Chmurski a Defaye (2000).
Cyklodextrin byl nejprve ¢tyti hodiny susen na olejové vakuové pumpé pfi teploté
90 °C. Vysuseny cyklodextrin (2 g, 12,3 mmol)* byl tiplné rozpustén v DMF (40 ml).
NIS (8,3 g, 36,9 mmol = 3 ekvivalenty na 1 hydroxylovou skupinu na C-6) a PhP3
(9,7 g, 36,9 mmol) byly pridany k roztoku cyklodextrinu. Tato reakéni smés byla po
dobu dvaceti hodin michana pod argonovou atmosférou a zahtivana na 90 °C.

Po ukonceni reakce a vychladnuti smési byl ptidan ¢isty methanol (cca 20 ml).
Roztok byl po tticeti minutach michani zchlazen v ledové lazni. Byl pridan 3M roztok
methanolatu sodného v methanolu (14 ml). Po dalsich tficeti minutach michéni byl

roztok pro vysrazeni produktu vylit do ledu a zfiltrovan pres fritu S3. Pevna faze byla

1'Uvedend latkova mnozstvi odpovidaji glukézovym jednotkdm, nikoliv celym molekuldm cyk-
lodextrinu. Diky tomu jsou pii stejné hmotnosti stejnd latkova mnozstvi pro ruzné typy cyklodex-
trina.
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trikrat promyta povarenim v methanolu (cca 25 ml) a vysusena na rota¢ni vakuové
odparce. Vyslednymi produkty byly lehce nahnédlé praskovité latky ve vytézcich
71 % pro a-, 87 % pro - a 60 % pro v-CD. Naméiend 'H NMR data se shoduji
s daty uvedenymi v literatufe (Liu et al., 2013).

3.1.2 Syntéza per-6-deoxy-per-6-sulfanylcyklodextrini

Druhy krok byl proveden podobné, jako jej popsal Benkhaled et al. (2008). Produkt
predchozi syntézy byl dukladné vysusen a rozpustén (1 g, 3,7 mmol) v DMF (10 ml).
K roztoku byla ptiddna thiomocovina (0,3 g, 4 mmol). Tato reakéni smés byla
michana a zahfivana pod argonovou atmosférou na 70 °C po dobu devatenacti hodin.

Po ukonceni reakce a vychladnuti byla smés zahusténa na rotaéni vakuové od-
parce. Po obdrzeni nazloutlé olejovité kapaliny byla tato rozpusténa v 0,12M roztoku
hydroxidu sodného (50 ml). Roztok byl po dobu jedné hodiny refluxovén pod argono-
vou atmosférou. Po zchladnuti byl pro vysrazeni ptidan 1,5M roztok hydrogensiranu
draselného. Pevna faze byla oddélena na centrifuze (8000 rpm, 5 min). Ziskany pro-
dukt byl znovu rozpustén ve 0,12M roztoku hydroxidu sodného, vysrazen 1,5M roz-
tokem hydrogensiranu draselného. Pevna faze byla opét oddélena na centrifuze. Pro
vysusesni byl produkt zmrazen na —80 °C a umistén na dvacet hodin do lyofilizatoru
(0,002 mbar). Vyslednymi produkty byly svétle zluté prasky s vytézky 71 % pro a-,
76 % pro B- a 81 % pro y-CD. Naméiens 'H NMR data se shoduji s daty uvedenymi
v literatufe (Dobado et al., 2004).

3.2 Ptiprava zlatych nanocastic

Zlaté nanocéstice byly pripraveny podle postupu popsaného v praci Kalata (2016).
Ptred pripravou zlatych nanocastic bylo vSechno chemické nadobi, se kterym
nanocastice pozdéji meély piijit do styku, fadné vymyto lucavkou krélovskou. Ta
byla pripravena podle ndvodu (Collins, 2012). Koncentrovana 36% kyselina chlo-
rovodikova byla pomalu prilita ke koncentrované 68% kyseliné dusicné v pomeéru
3:1. Vsechno sklo bylo opatrné omyto timto roztokem a néasledné destilovanou vo-
dou. Do takto promyté banky bylo odméreno 240 ml destilované vody. Ta byla pod
zpétnym chladicem pfivedena k varu. Byl pridan roztok tetrachlorozlatitanu dra-
selného (0,025 g v 10 ml vody, 0,07 mmol). Po rozpusténi byl pfidan roztok citratu
sodného (dihydréat) (0,072 g v 10 ml vody, 0,24 mmol). Ve bylo refluxovdno po

dobu patnacti minut a poté ponechano ke zchladnuti.
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3.3 Funkcionalizace zlatych nanocastic cyklodextriny

Funkcionalizace nanoc¢astic byla provedena lehce modifikovanym postupem uve-
denym v diplomové praci (Kalat, 2016). Per-6-deoxy-per-6-sulfanylcyklodextrin
(0,013 g, 0,07 mmol) byl rozpustén v roztoku hydroxidu sodného (1 mg v 5 ml vody)
a byl pridan ke zlatym nanocasticim (80 ml). Roztok byl dvacet hodin michén pii
laboratorni teploté. Smés byla homogenizovana v ultrazvukové lazni po dobu péti
minut.

Nanocéstice byly separovany na centrifuze (20 000 rpm, 15 min). Supernatant
byl odebran, nanocéstice byly dispergovény v destilované vodé (80 ml) a opét ho-

mogenizovany v ultrazvukové lazni. Postup separace byl zopakovan celkem ttikrat.

3.4 Analyza roztoku léciv

Nejprve byly pripraveny zasobni roztoky 1é¢iv ve vodé o koncentraci 1 mg na 1 ml.
K 1 ml (koncentrace AuNP je cca 1072 mol/1) roztoku funkcionalizovanych zlatych
nanocastic bylo v prvni sérii testovani pridano 0,2 ml ze zasobniho roztoku, v druhé
sérii testovani byl pridan takovy objem, aby odpovidal latkovému mnozstvi 0,5 mmol
(viz tabulku 4.1). Kazdy roztok byl homogenizovén tfepéanim a ponechan 24 hodin

pri laboratorni teploteé.
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4 \Vysledky a diskuze

4.1 Syntéza persubstituovanych cyklodextrinii

Nejprve byla provedena syntéza persubstituovanych cyklodextrini a to pro tii typy
cyklodextrinu — -, - a v-CD. Pozadovanym produktem byl per-6-deoxy-per-6-
sulfanylcyklodextrin. Modifikace méla podobu dvoukrokové syntézy. V prvnim kroku
vzniknul persubstituovany cyklodextrin s atomy jodu na uhlicich C-6. Zprvu bylo
postupovéano podle literatury (Benkhaled et al., 2008). Tento postup vsak poskyto-
val velmi necisty produkt. Ani pti opakované syntéze se nepodarilo izolovat produkt
v pragkovitém stavu, ktery by se v 'H a 3C NMR naméienych datech shodoval
s literaturou. Byl proto vyhledan jiny postup (Chmurski a Defaye, 2000). Navazani
atomu jodu pomocf molekuly NIS (namisto I, v predchozim pripadé) vykazovalo
zovany vsechny tii cyklodextriny. V literatute jsou uvedeny vytézky 81, 89 a 81 %,
syntéza tedy probéhla bez velkych odchylek.

1. Qv |, PPh,, DMF |
o 0
HO
90°C,20h OHp

2. MeONa

n=6,0-CD  71%
n=7,B-CD  87%
n=87y-CD  60%

Obréazek 4.1: Reakce vzniku persubstituovaného meziproduktu
V druhém kroku — pripravé per-6-deoxy-per-6-sulfanylcyklodextrinu — podle uve-
dené literatury (Benkhaled et al., 2008) se syntéza zprvu také nedafila. U zdvéreéné

faze suseni nastaval problém. Barevné prijatelnd praskovita latka vysrazena hydro-

gensiranem draselnym byla umisténa na rotacni vakuovou odparku. Zde po chvili
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suSeni z¢ernala a zhrudkovatéla. To bylo pravdépodobné zpusobeno oxidaci. Byla
proto navrzena vlastni, vyse uvedend metoda vysuseni. Produkt byl zmrazen
a umistén do lyofilizatoru. Ponechal si svou barvu a vétsina zbytkovych latek vy-
sublimovala. Vytézky reakci se prilis nelisi od téch uvedenych v literature, tedy 80,

82 a 76 %. Reakce je i s vytézky znazornéna na obrdzku 4.2.

| ﬂ HS
C 0
PN
0 H,N 0
HO =) MW rho on
n 70°C, 19 h n

n=6, a—CD 71%
n=7,p3-CD 76 %
n=38,y-CD 81%

Obréazek 4.2: Reakce vzniku persubstituovaného produktu

4.2 Ptiprava funkcionalizovanych zlatych nanodastic

Priprava zlatych nanocastic redukei citratem poskytla syté ¢erveny roztok. Takto
vzniklé ¢astice byly skladovany v lednici, kde vydrzely az Sest mésici nesedimentovat
a neagregovat. Pro testovani senzorové odezvy je proto jejich pouziti vhodné.

Pti prvnim provedeni funkcionalizace byl rozpustény per-6-deoxy-per-6-
sulfanylcyklodextrin pridan k roztoku zlatych nanocastic a prakticky ihned umistén
do ultrazvukové lazné a centrifugovan. Odebirany supernatant byl vsak barevny, ob-
sahoval tedy nanocastice. Byla proto zvolena delsi doba michani roztoku a nasledné
i vyssi rychlost a delsi doba centrifugace. Supernatant byl po upravé postupu ¢iry.

Funkcionalizované zlaté nanocastice byly pozorovany skenovacim elektronovym
mikroskopem. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi 20-50 nm, viz fotografii ze SEM

na obrazku 4.3.

4.2.1 Zkouska stability

Po vytvoreni konecnych roztoku funkcionalizovanych AuNP byla testovana jejich
stabilita pfi ruzném pH. Byly pfipraveny koncentrované roztoky kyseliny chloro-
vodikové a hydroxidu sodného. Po kapkach byly tyto oddélené pridavany k roztokum
funkcionalizovanych AuNP. Pii okyselovani nebyla pozorovana zména u zadnych
funkcionalizovanych AuNP. Roztoky s pH zasaditym zprvu lehce zcervenaly,

s dalsimi pfidavky hydroxidu vsak zustavaly beze zmén. Soudé podle téchto reakei,
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pH roztoku nemad vliv na stabilitu funkcionalizovanych AuNP, a proto ani pH roz-
toku 1éciv (které nemusi byt vzdy 7) nebude mit zadny vliv pii testovani senzorové

odezvy.

200 mm

Obrazek 4.3: Fotografie AuNP ze SEM

4.3 Testovani senzorové odezvy

Pro testovani senzorové odezvy bylo od kazdého ze tii typu funkcionalizovanych
AuNP vytvoreno sedmnéct roztoku se sedmnacti ruznymi 1écivy. V prvni sérii tes-
tovani byla pridavana stejna hmotnost 1é¢iv, v druhé sérii bylo pridavano stejné
latkové mnozstvi. Takto vytvorené roztoky byly ponechany 24 hodin pii laboratorni
teploté. Béhem této doby se nékteré roztoky odbarvily. Predpoklada se, ze toto od-
barveni je zpusobeno tvorbou inkluznich komplextu mezi 1é¢ivy a CD a naslednou
agregaci a sedimentaci, jak je popsano v kapitole 2.2.2.

Na obréazku 4.4 je fotografie s ukazkou sedimentace roztoku lé¢iv s AuNP funkci-
onalizovanymi per-6-deoxy-per-6-sulfanyl-3-cyklodextrinem. Vsechny vysledky jsou
pak prehledné zpracovany v tabulce 4.1' (mezi obéma sériemi testovani nebyl rozdil

v sedimentaci, proto jsou v tabulce uvedeny vysledky pouze jedné ze sérii).

'Pro vylouéeni zdmény 1é¢iv jsou v pritbéhu viech experimentti zachovana tatdz poradova ¢isla,
ktera jim byla pfifazena v obsahlejsim seznamu, ze kterého bylo vybirdano.
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Tabulka 4.1: Piehled 1é¢iv, sedimentace
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Obrazek 4.4: Fotografie typického vysledku senzorové odezvy — odbarveni roztoku

4.3.1 Porovnani vysledkii s predeSlymi experimenty

Na téma nanocasticovych senzorovych systému jiz byly provedeny obdobné experi-
menty. Cilem této prace bylo vysledky predeslych experimentu ovérit. Kalat (2016)
dosel k zavérum, ze 1écivo se vnoti do kavity cyklodextrinu, pokud ve své molekule
obsahuje relativneé lipofilni skupinu. Pokud obsahuje dvé lipofilni skupiny, které jsou
vici sobé ve vhodné konformaci, muze se vnofit do dvou cyklodextrint zaroven (viz
obrazek 4.5). Pokud jsou tyto cyklodextriny navazény na AuNP, vytvoii komplexni

sit a cely agregdt sedimentuje.

sITIIIIEN,

Hydrofilni
skupina

- OH
Hydrofilni

skupina =

Stericka O:N
neshoda

Obrézek 4.5: Znazornéni vzniku inkluzniho komplexu nebo pficiny jeho nevytvoreni.
Prevzato z (Kalat, 2016)
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Aby mohla byt tato teorie ovérena, bylo pro experimenty vybrano pravé téchto
sedmnact léciv. Vybirano bylo podle toho, zda maji potencial potvrdit nebo vyvratit
teorii. Obsahuji rtizné lipofilni i polarni substituenty v ruznych polohach vuéi sobé.
Navic byly testovdny odezvy hned se tfemi cyklodextriny namisto jednoho, nebot
ruzné velikosti kavit CD mohou tvorit komplexy s ruzné velkymi substituenty 1éciv.

Mezi dvéma sériemi testovani nebyl pozorovan zadny rozdil v sedimentaci. Lze
tedy predpokladat, ze odbarveni bylo zpusobeno tvorbou inkluznich komplexu,
zesitovanim a néslednou sedimentaci, nikoliv vysokou koncentraci 1é¢iv.

Vysledky vsak predpokladanou teorii neovérily. Kombinace dvojic 1écivo-CD,
které sedimentovaly, neposkytuji jasné indicie, podle kterych by bylo mozné jedno-
znacné urcit, ktery strukturni motiv zpusobuje komplexaci. Rozpor s teorii nastava
napiiklad hned u lé¢iva acidum salicylicum (kyselina salicylovd) s pofadovym
¢islem 2. Ze struktury je zrejmé, ze molekula obsahuje pouze jednu lipofilni ¢ast,
a proto by podle teorie méla vytvorit komplex pouze s jednim cyklodextrinem a ne-
sedimentovat. Sedimentace vSak byla pozorovana u vsech tfech homologu CD. Dals{
rozpor je pozorovan napiiklad u léciva cinchocaini hydrohloricum, potadové c¢islo
17. Zédny z predpokladil teorie nevysvétluje, proc s a- a y-CD 1é¢ivo vytvorilo kom-
plex, ale s 5-CD nikoliv. Vyskyt takto vyraznych odchylek od teorie ve vysledcich
experimentu je prilis velky na to, aby teorii podpofil. Na zdkladé ziskanych infor-
O vytvoreni ¢i nevytvoreni inkluzniho komplexu neni mozné rozhodnout pouze na
zakladé lipofility substituentu a konformaci molekuly. Vysledky predeslych experi-
mentu (Kaldt, 2016) jsou tak nejspis dilem §fastné nadhody.

4.4 Hodnoceni a dalsi vyzkum

Pro lepsi pochopeni teorie inkluznich komplexu je treba dalsich experimentu.
7 téchto vysledku vyplyva, ze dalsi testovani odezvy by meélo probéhnout opét s mi-
nimalné tremi typy cyklodextrinti. Déale bude vhodné vybrat znaéné veétsi pocet
1é¢iv a jejich roztoky pripravit v ruznych koncentracich (v testovacich roztocich bylo
10°krat vice molekul 1é¢iva nez AuNP, proto je mozné koncentraci roztoku 1éciv
vyrazné snizit), ale i v ruznych rozpoustédlech. Testovani provadét i pii jinych nez la-
boratornich teplotach, ve vice ruznych objemech a sedimentaci pozorovat v prubéhu,
ne pouze jednou na konci testovani.

Pti analyze roztoku a vyhodnocovani vysledku by bylo vhodné vyuzit jaderného
Overhauserova efektu (NOE) v NMR spektroskopii (NOESY). Pii ozafovani protonu
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lze prostrednictvim dipolarnich reakci magnetizaci prenést i na okolni protony. Ve
2D spektru jsou pak identifikovatelné i ty vodiky, které nejsou vazany primo, ale jsou
si blizko v prostoru. NOESY hraje dulezitou roli pti analyze struktury, konfigurace
a konformace organickych sloucenin (Popa, 2015). V téchto experimentech by pak
podala dulezitou informaci o inkluznich komplexech, tedy zda viubec vznikly, které
¢asti 16¢iv jsou zanofeny v cyklodextrinech, v jakém poméru slozek (lé¢ivo : cy-
klodextrin) jsou komplexy tvoreny, nebo dokonce, jak jsou stabilni. Pomoci NMR
titrace je totiz mozné zjistit i asociaéni konstanty CD a 1éciv.

Pokud by komplexace cyklodextrinu s organickymi latkami byla tadné pro-
zkoumana, nasla by rozsahlé vyuziti — naptiklad pti, v této praci nastinéné, analyze
vodnych roztoku. Takové testovani nabizi mnoho vyhod. Od jednoduchosti — staci
zkoumany vzorek pridat k pfipravenému roztoku funkcionalizovanych AuNP in
situ —, pres ¢asovou nenarocnost — sedimentace se objevovala nejdéle v radech ho-
din —, az po cenu analyzy — priprava jednoho vzorku pro senzorovou odezvu nevyjde

na vice nez 5 K¢, coz je oproti napriklad LC-MS skoro o ti fady nizsi ¢astka.
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5 Zavér

V této praci bylo pojednano o senzorovych systémech na bazi modifikovanych zlatych
nanocastic. V teoretické ¢asti jsou charakterizovany nanomateridly a je popsana
jejich historie. Konkrétné jsou ukazany vyznamné vlastnosti zlatych nanocastic
a popsany ruzné zpusoby jejich vyroby. Jsou predstaveny také cyklodextriny,
vysvétlen jejich vznik, shrnuty vlastnosti a ukazan alespon zlomek z jejich mozného
vyuziti. Tato dvé témata jsou pak spojena v jedno, jimz jsou pravé senzorové apli-
kace. Zlaté nanocastice modifikované persubstituovanymi cyklodextriny lze vyuzit
na detekci latek ve vodném prostredi.

Naplni experimentalni ¢asti byla syntéza persubstituovanych cyklodextrinu. Byly
pripraveny derivaty tif cyklodextrina (a-, f- a 7-CD), od kazdého homologu per-6-
deoxy-per-6-sulfanyl-CD. Zlaté nanocastice byly pripraveny redukei citratem. Tyto
pak byly funkcionalizovany nasyntetizovanymi cyklodextriny. Se vSemi tfemi typy
modifikovanych zlatych nanocastic bylo provedeno testovani senzorové odezvy na
sedmnacti vybranych léc¢ivech — byly vytvotreny jejich roztoky a byla pozorovana
pripadnd sedimentace a odbarveni roztoku.

Cilem préace bylo ovérit teorii tvorby inkluznich komplexu ruznych latek s cy-
klodextriny popsanou v préci Ing. Kaldta (2016). Vysledky vsak této teorii neod-
povidaly. Neposkytly kli¢ k vysvétleni komplexace, naopak, nyni je ocekavan mno-
postup v téchto experimentech, ktery, jak doufam, vnese svétlo do této problema-
tiky:.
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