
Př́ıprava cyklodextriny modifikovaných
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Studijńı obor: 3942R002 – Nanomateriály
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Abstrakt

Tři nejběžněǰśı cyklodextriny (α-, β- a γ-CD) byly persubsti-

tuovány na uhĺıćıch C-6 sulfanylovou funkčńı skupinou. Dále byly

připraveny zlaté nanočástice, které byly funkcionalizovány těmito

CD na základě afinity śıry ke zlatu. Proběhlo testováńı senzo-

rové odezvy funkcionalizovaných AuNP na sedmnácti vybraných

léčivech. Přes veškerou snahu se nepodařilo identifikovat strukturńı

motiv zodpovědný za senzorvou odezvu.

Kĺıčová slova: zlaté nanočástice, cyklodextriny, funkcionalizace,

léčiva, senzorový systém

Abstract

Three most common cyclodextrins (α-, β- and γ-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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2.1 Nanomateriály . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

2.1.1 Historie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

2.1.2 Vlastnosti . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
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Seznam zkratek

CD cyklodextrin

COV variačńı koeficient

DMF dimethylformamid

DMSO N,N -dimethylsulfoxid

ESEM environmentálńı skenovaćı elektronová mikroskopie

LC-MS kapalinová chromatografie s hmotnostńı spektrometríı

NIS N -jodsukcinimid

NMR nukleárńı magnetická rezonance

NOE jaderný Overhauser̊uv efekt

NOESY NMR spektroskopie s NOE

NP nanočástice

SEM skenovaćı elektronová mikroskopie
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1 Úvod

Tato bakalářská práce pojednává o zlatých nanočástićıch modifikovaných cyklodex-

triny a jejich použit́ı v senzorových aplikaćıch.

Nanotechnologie se v posledńı době staly přitažlivou vědńı discipĺınou pod́ılej́ıćı

se na rapidńım rozmachu mnoha odvětv́ı. Zejména nanočástice jsou pro své unikátńı

chemické i fyzikálńı vlastnosti v́ıce než vhodné pro tvorbu a vylepšováńı senzorových

systémů v analytické chemii. V dnešńı době jsou k dispozici mnohé druhy nanočástic

s r̊uznými velikostmi a tvary. Dı́ky r̊uznorodosti mohou vznikat senzorové systémy

založené na rozmanitých metodách (Luo et al., 2006).

Makrocyklické sloučeniny slouž́ıćı jako hostitelé pro jiné molekuly jsou často

syntetizovány a přiváděj́ı značnou pozornost. Otev́ıraj́ı široké pole možných využit́ı

nejen v supramolekulárńı chemii. Cyklodextriny jsou např́ıč všemi makrocykly jedny

z nejd̊uležitěǰśıch. Jsou to totiž př́ırodńı látky, produkty přirozených proces̊u, nav́ıc

rozpustné ve vodě, relativně levné, dostupné, netoxické a snadno modifikovatelné

(Ogoshi a Harada, 2008).

Pro funkcionalizaci zlatých nanočástic lze využ́ıt thiolových derivát̊u cyklodex-

trin̊u. Vzniká tak senzorový systém vhodný k testováńı odezvy ve vodných roztoćıch.

V teoretické části budou popsány vlastnosti zlatých nanočástic a možnosti je-

jich př́ıpravy. Dále budou představeny cyklodextriny a dostupné cesty syntézy jejich

derivát̊u. Experimentálńı část bude zaměřena na př́ıpravu persubstituovaných cyk-

lodextrin̊u a zlatých nanočástic. Proběhne jejich funkcionalizace a charakteristika.

Funkcionalizované nanočástice budou použity pro testováńı senzorové odezvy.
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2 Teoretická část

2.1 Nanomateriály

”
Nano“ vyjadřuje násobek – jednu miliardtinu (10−9) jakékoliv základńı jednotky

Mezinárodńı soustavy jednotek (SI). Nanotechnologie jsou takové technologie, které

využ́ıvaj́ı neobvyklých vlastnost́ı materiál̊u pro výrobu nových struktur splňuj́ıćıch

definici nanomateriálu (Hošek, 2010).

Do této doby zat́ım ještě nebyl jednoznačně vymezen význam pojmů
”
nanoma-

teriály“ ani
”
nanočástice“. Existuje však mnoho norem, které se tyto pojmy snaž́ı

definovat. Většina z nich se výrazně shoduje v tom, že nanomateriály jsou takové

materiály, které maj́ı alepoň jeden vněǰśı rozměr velikosti v řádu nanometr̊u nebo

vnitřńı nebo povrchovou strukturu v řádu nanometr̊u, konkrétně pak 1–100 nm

(Dohnalová a Dohnal, 2015).

Nanočástice jsou pak takové nanomateriály, které maj́ı v řádu nanometr̊u veli-

kost všech svých rozměr̊u. Mluv́ı se o takzvaných 0D částićıch, protože maj́ı v nula

dimenźıch makroskopický rozměr. Do této kategorie se řad́ı i kvantové tečky, klastry

atomů i fullereny. Podle tohoto děleńı se dále rozlǐsuj́ı 1D útvary, tedy nanovlákna

nebo např́ıklad uhĺıkové nanotrubičky. 2D materiály jsou tenké filmy nebo nanopo-

vrchy, např́ıklad grafen. Do skupiny 3D útvar̊u spadaj́ı polykrystaly, jejichž domény

jsou ve velikostech nanometr̊u (Wijesena, 2018)

Rozlǐsuj́ı se jak př́ırodńı, samovolně se vyskytuj́ıćı nanočástice, tak umělé, ne-

chtěně nebo ćıleně člověkem vytvořené (Siegel et al., 2014).

2.1.1 Historie

Nanomateriály však nejsou pouze novodobou záležitost́ı. Jak již bylo předesláno,

nanomateriály se vyskytovaly a vyskytuj́ı v př́ırodě i samovolně. Ku př́ıkladu může

sloužit takzvaný lotosový efekt. ESEM ukázala, že kapičky vody jsou od povrchu lo-

tosového listu odpuzovány. Tato hydrofobńı vlastnost je zapř́ıčiněna chloupky o na-

norozměrech, které zajǐst’uj́ı, že voda rychle odteče a odplav́ı s sebou i nečistoty.
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Tento jev našel své uplatněńı ve vývoji nátěrových barev. Daľśım př́ıkladem je tlapka

gekona, která je d́ıky jemným chloupk̊um velmi přilnavá i k hladkým povrch̊um. Dále

můžou být uvedena motýĺı kř́ıdla. Některá své barvy źıskávaj́ı d́ıky rozptylu světla

na povrchových nanostrukturách (Schulenburg, 2007).

Živá i neživá př́ıroda zná a použ́ıvá
”
nano“ již celá tiśıcilet́ı. Je zjevné, že na-

notechnologie jsou př́ırodńı záležitost́ı. Většina životńıch proces̊u prob́ıhá v nano-

rozměrech a celá řada biologických materiál̊u a objekt̊u může být zařazena mezi

nanomateriály. Možnosti živé př́ırody jsou ale omezené, člověk oproti ńı dokáže

pro vznik a funkci nanomateriál̊u vytvořit speciálńı podmı́nky. Proto jich začalo

s př́ıchodem civilizace vznikat mnohem v́ıce. Metody nanotechnologie umělo lidstvo

použ́ıvat, i když si je ani neuvědomovalo (Kub́ınek a Stránská, 2007).

Důkazy o výskytu nanočástic pocháźı již ze šestého stolet́ı př. n. l. Slavným

př́ıkladem je damascénská ocel vyrobená v jižńı Indii. Vyráběly se z ńı sečné zbraně

s charakteristickými vrstevnicemi, které vynikaly svou ostrost́ı, tvrdost́ı a odolnost́ı

proti zlomeńı. Později se ukázalo, že struktura obsahuje cementitová nanovlákna

a uhĺıkové nanotrubičky (Reibold et al., 2006).

Stař́ı Egypt’ané použ́ıvali nanočástice pro léčebné a diagnostické účely. Zlaté

nanočástice ve vodném roztoku, tedy takzvané
”
rozpustné zlato“, bylo využ́ıváno

k estetickým účel̊um, k barveńı skla a keramiky. Nanočástice PbS byly použ́ıvány

k barveńı vlas̊u pro dosažeńı dlouhodobého černého zbarveńı.

Ve čtvrtém stolet́ı n. l. byl vyroben takzvaný Lykurg̊uv pohár (Lycurgus byl

v Řecké mytologii král územı́ dnešńıho Řecka). Mluv́ı se o něm v souvislosti se

změnou barvy nanočástic, která záviśı na umı́stěńı zdroje světla. Při osv́ıceńı poháru

zvněǰsku se světlo od poháru odráž́ı a ten se pak jev́ı jako zelený. Pokud je zdroj

světla uvnitř poháru, procházej́ıćı paprsky dávaj́ı poháru barvu červenou, viz fo-

tografii na obrázku 2.1 (Freestone et al., 2007). Ve skle poháru je prokázáno malé

množstv́ı stř́ıbrných a zlatých nanočástic, ovšem technologie výroby dodnes neńı

známa. Později, ve středověku, se použ́ıvaly prášky r̊uzných kov̊u a látek pro dosažeńı

zaj́ımavého barevného efektu skla. Jednalo se předevš́ım o zlato, stř́ıbro, śıru a selen

(Pr̊udek, 2016).

S př́ıchodem pr̊umyslové revoluce se ve velkém množstv́ı zač́ınaj́ı objevovat daľśı

nanočástice – saze. Vznikaj́ı nedokonalým spalováńım organických látek, např́ıklad

při hořeńı v motorech. Jedná se vlastně o nanočástice amorfńıho uhĺıku o veli-

kosti 10–500 nm (Kittelson, 1998). Obrovské množstv́ı saźı je pak spotřebováno

v gumárenském pr̊umyslu. Dodnes se tak jedná o nejpouž́ıvaněǰśı nanomateriál.
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Obrázek 2.1: Lykurg̊uv pohár. Převzato z (The Trustees of the British Museum,
2017)

V roce 1857 vytvořil Michael Faraday, anglický chemik a fyzik, koloidńı roz-

tok zlata a popsal rozd́ıly mezi objemovým zlatem a zlatými nanočásticemi – tehdy

ještě nazývanými pouze jako koloidńı roztok. Popsané rozd́ıly spoč́ıvaly hlavně v op-

tických vlastnostech (Faraday, 1857). A v roce 1861 britský chemik Thomas Graham

popsal suspenzi obsahuj́ıćı částice o rozměrech 1–100 nm. Položili tak základy oboru

nazývaného koloidńı chemie (Kub́ınek, 2011).

2.1.2 Vlastnosti

Nanočástice jsou využ́ıvány pro svoje zaj́ımavé vlastnosti prameńıćı právě z jejich

nezvyklých rozměr̊u. Jednou z nich je např́ıklad velký specifický povrch. Soubor

nanočástic má mnohokrát větš́ı poměr povrchu k objemu než běžně použ́ıvané ma-

teriály. Pro představu: krychle s hranou délky 1 m má objem 1 m3 a povrch 6 m2.

Rozřezáńım této krychle na 1000 menš́ıch krychliček z̊ustává objem materiálu stejný,

povrch se však navýš́ı na 60 m2. Při vytvořeńı částic s hranou délky v řádu nano-

metr̊u se povrch navýš́ı 109krát.

Daľśı významné vlastnosti souviśı s kvantovými jevy. Nanočástice obsahuj́ı malé

množstv́ı atomů a d́ıky velkému zakřiveńı povrchu se zač́ınaj́ı kvantové efekty pro-

jevovat v odlǐsnostech uspořádáńı elektronových hladin. Toho lze pak využ́ıt v re-

doxńıch vlastnostech takových nanočástic (Li et al., 2018).

U zlatých nanočátic si pak lze např́ıkad všimnout jejich zvláštńı barvy. Všichni

věd́ı, jakou má zlato barvu, pokud je ale vytvořen roztok s jeho nanočásticemi,
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dostává barvu červenou. Tak je tomu v př́ıpadě nanočástic s pr̊uměrem kolem 20 nm.

S větš́ımi nanočásticemi se roztok stává v́ıce a v́ıce fialověǰśım. Tato skutečnost je

zp̊usobena absorpćı světla. Vlnové délky v oblasti zelené barvy, tedy kolem 530 nm

jsou pohlcovány systémy nanočástic o všech pr̊uměrech. Rozd́ıl nastává v oblasti

barvy červené, kolem 650 nm. Tato oblast je malými nanočásticemi absorbována

málo, skoro všechno červené světlo je tedy propuštěno. Ovšem u větš́ıch, agrego-

vaných nanočátic, je tato oblast silně pohlcována a roztok dostává fialovou barvu

(Gee, 2013).

2.2 Zlaté nanočástice

2.2.1 Př́ıprava

Nanočástice lze připravit dvěma základńımi metodami, a to metodou
”
top-down“,

tedy
”
shora dol̊u“, nebo

”
bottom-up“,

”
zdola nahoru“. Metodou

”
top-down“, taktéž

zvanou jako fyzikálńı cesta, jsou nanočástice vytvářeny z větš́ıch celk̊u postupným

broušeńım, mlet́ım nebo drceńım. Metoda
”
bottom-up“, chemická cesta př́ıpravy,

má opačný směr. Jedná se o vytvořeńı nanočástic spojováńım jednotlivých atomů

ve větš́ı agregáty, nejčastěji redukćı soĺı kov̊u. U obou metod je d̊uležitá následná

stabilizace vzniklých nanočástic, tedy zabráněńı jejich shlukováńı. Ta může být bud’

elektrostatická, nebo sférická – nanočástice jsou obaleny ionty, respektive moleku-

lami, které agregaci zabráńı (Řezńıčková et al., 2014). Dále budou popisovány pouze

cesty chemické.

Nejznáměǰśı a dodnes nejpouž́ıvaněǰśı př́ıprava zlatých nanočástic byla popsána

již v roce 1951 americkým chemikem Johnem Turkevichem. Př́ıprava spoč́ıvá v re-

dukci tetrachlorozlatité kyseliny ve vodě (Turkevich, 1951). V roce 1970 byl po-

stup vylepšen. Zlaté nanočástice byly připraveny zahřát́ım roztoku soli této kyseliny

a následnou redukćı citronanem sodným (Frens, 1973). Citronan sodný je v této

reakci často použ́ıvaným redukčńım činidlem. V molekule se hydroxylová funkčńı

skupina na prostředńım uhĺıku oxiduje na keton a prostředńı karboxylová skupina

na oxid uhličitý. Vzniká tak acetondikarboxylová kyselina. Vhodným redukčńım

činidlem je však také proto, že jak samotný citronan sodný, tak i jeho oxidovaná

forma slouž́ı zároveň jako stabilizátory – iontově stabilizuj́ı zlaté nanočástice, viz

obrázek 2.2 (Václavek, 2009).

Daľśı často použ́ıvaná př́ıprava je takzvaná Brustova–Schiffrinova metoda. Jedná

se o syntézu ve dvoufázovém systému toluen-voda. Tetrachlorozlatitá kyselina je po-
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Obrázek 2.2: Schéma př́ıpravy zlatých nanočástic

moćı tetraoktylamoniumbromidu převedena z vodného roztoku do organické fáze.

Trifenylfosfin dá za vznik komplexńı zlatité sloučenině, ze které je zlato redu-

kováno tetrahydridoboritanem sodným do zlatých nanočástic (Brust et al., 1994).

Možnost́ı př́ıpravy zlatých nanočástic je však mnohem v́ıce, např́ıklad redukce

chloro(trifenylfosfanu) zlatného diboranem v benzenu nebo redukce zlatité soli bo-

rohydridem sodným se stabilizaćı alkanthiolem (Řezńıčková et al., 2014).

Hitem je také takzvaná
”
green synthesis“. Ta má v principu sńıžit dopad na

životńı prostřed́ı a zvýšit účinnost jak materiálovou, tak energetickou. Při
”
green“

syntéze nanočástic se k redukci tetrachlorozlatitanu využ́ıvá př́ırodńıch zdroj̊u. Bylo

zjǐstěno, že rostlinné extrakty jsou jako redukčńı činidla vhodněǰśı než jiné orga-

nismy, protože produkuj́ı menš́ı a stabilněǰśı nanočástice. Z řad rostlin bylo jako

redukčńıch činidel vyzkoušeno mnohé, např́ıklad extrakty z aloe vera, černého čaje,

hrušky, koriandru nebo máty (Iravani, 2011). Těmito metodami lze však připravit

pouze relativně velké nanočástice s velkým koeficientem variace, až 45 % (metody

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

2.2.2 Senzorové systémy

V analytické chemii se použ́ıvá široká škála senzorových systémů založených na

mnoha r̊uzných typech interakćı jako např́ıklad polarizaci, přenosu energie, elek-

trochemii, změně barvy a daľśıch (Liu a Lu, 2006). Dı́ky vhodným optickým,

elektrickým, termálńım a katalytickým vlastnostem je jedńım z nich také detekce

založená na nanočástićıch drahých kov̊u, zejména pak zlata (Guo a Wang, 2007).

Senzorový systém se zlatými nanočásticemi může fungovat následovně: Na ko-

loidńı zlaté nanočástice se naváž́ı určité sloučeniny, které jsou schopny zároveň in-

teragovat i s analyty. Sloučeniny pak spolu s analyty vytvoř́ı shluky AuNP. Pokud

jsou aglomeráty AuNP v nanorozměrech, zp̊usob́ı změnu barvy roztoku, viz kapitolu

2.1.2. Pokud jsou však tyto aglomeráty př́ılǐs velké a těžké, v roztoku sedimentuj́ı

a t́ım dojde k jeho odbarveńı, jak je znázorněno na obrázku 2.3 (Wen et. al, 2016).

Takové systémy se použ́ıvaj́ı např́ıklad pro stanoveńı stopového množstv́ı olov-

natých iont̊u, detekci neurotransmiteru dopaminu a stanoveńı jeho koncentrace nebo
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Obrázek 2.3: Ukázka senzorového systému na principu sedimentace

pro odlǐseńı izomer̊u aromatických látek nebo enantiomer̊u α-aminokyselin pomoćı

cyklodextrin̊u (Kalát, 2016).

Daľśım př́ıkladem senzoru založeného na modifikovaných AuNP je systém, který

je široce uplatňován v běžném životě. Nalezneme ho např́ıklad v těhotenském testu.

Pokud je žena těhotná, zvýš́ı se u ńı hladina hormonu choriogonadortropinu (hCG),

který je vylučován moč́ı. Na obrázku 2.4 je těhotenský test, který se děĺı na tři

části. V prvńı obsahuje AuNP modifikované protilátkou na tento hormon. Ve druhé,

testovaćı části, je obsažena odlǐsná protilátka a ve třet́ı, kontrolńı části, je obsažen

imunoglobin. Materiál těhotenského testu umožňuje vzĺınáńı moči postupně přes

tyto tři oblasti. Moč obsahuj́ıćı hormon hCG na sebe při vzĺınáńı v prvńı části naváže

modifikované AuNP. Část AuNP se zastav́ı v druhé části, kde se na druhou protilátku

naváže hCG. Ve třet́ı části se na imunoglobin naváže zbytek AuNP. Koncentrace

AuNP vytvoř́ı viditelné proužky. Při negativńım výsledku se kv̊uli absenci hCG

vytvoř́ı proužek pouze v kontrolńı části na imunoglobinu (Yeh et al., 2014).

Obrázek 2.4: Princip těhotenského testu. Převzato z (Yeh et al., 2014) a upraveno
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2.3 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) vznikaj́ı modifikaćı škrobu, kterou katalyzuje enzym glukosyl-

transferáza. Obvykle vznikaj́ı tři cyklodextriny: α, β a γ (Wiedenhoff, 1996). Jedná

se o cyklické oligosacharidy, které jsou složené z jednotek α-d-glukopyranózy, tedy

cyklické formy d-glukózy. Tyto jsou α[1 → 4] glykosidickými vazbami propojené

v cyklus. Nejběžněǰśı cyklodextriny maj́ı glukózových jednotek 6 (α-CD), 7 (β-CD)

a 8 (γ-CD), viz obrázek 2.5, existuj́ı však i daľśı cyklodextriny, které maj́ı bud’

5 glukózových jednotek, nebo 9 a v́ıce. Tyto jsou ale pro malou rigiditu kavity

použ́ıvané zř́ıdkakdy (Řezanka, 2016).

Obrázek 2.5: Strukturńı vzorec molekuly cyklodextrinu

Cyklodextriny maj́ı tvar dutého komolého kužele. Primárńı okraj (užš́ı, obvykle

znázorňovaný jako dolńı okraj) je tvořen primárńımi hydroxylovými skupinami, tedy

těmi na uhĺıku C-6. Sekundárńı (širš́ı, horńı okraj) tvoř́ı sekundárńı hydroxylové

skupiny vázané na uhĺıćıch C-2 a C-3. Do kavity cyklodextrinu směřuj́ı glykosidické

atomy kysĺıku a C-H vazby, viz obrázek 2.6.

2.3.1 Vlastnosti cyklodextrin̊u

Orientace hydroxylových skupin a vazeb v cyklodextrinu zp̊usobuje, že jejich

zevněǰsek je hydrofilńı, cyklodextriny jsou proto rozpustné v polárńıch roz-

pouštědlech. U β-CD je pozorována sńıžená rozpustnost ve vodě, viz tabulku 2.1.

To je vysvětlováno intramolekulárńımi vod́ıkovými můstky, které zabraňuj́ı tvorbě
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Obrázek 2.6: Tvar cyklodextrinu a orientace hydroxylových skupin

můstk̊u s molekulami vody (Valente a Söderman, 2014). Kavita cyklodextrin̊u je

výrazně méně hydrofilńı, v polárńım rozpouštědle se proto chová jako relativně li-

pofilńı (Connors, 1997). Polarita uvnitř cyklodextrinu klesá s jeho rozměry, nejvyšš́ı

je tedy u γ-CD, nejnižš́ı u α-CD. Některé d̊uležité vlastnosti vyjádřitelné hodnotou

jsou shrnuty v tabulce 2.1.

Tabulka 2.1: Vlastnosti cyklodextrin̊u (Szejtli, 1998)
α β γ

počet glukózových jednotek 6 7 8
molárńı hmotnost [g ·mol−1] 973 1135 1297
rozpustnost ve vodě [g · (100 ml)−1, 25 ◦C] 14,5 1,85 23,2
výška [nm] 0,79 0,79 0,79
pr̊uměr primárńıho okraje [nm] 0,45–1,32 0,61–1,49 0,77–1,61
pr̊uměr sekundárńıho okraje [nm] 0,57–1,37 0,68–1,53 0,95–1,69

2.3.2 Inkluzńı komplexy

Nižš́ı polarita dutiny přisṕıvá k velmi d̊uležité vlastnosti cyklodextrin̊u ve vodném

prostřed́ı – tvorbě takzvaných inkluzńıch komplex̊u s hydrofobńımi molekulami. Tyto

komplexy typu hostitel-host (z anglického host-guest) dávaj́ı cyklodextrin̊um funkci

”
molekulárńıch lapač̊u“. Stávaj́ı se tak nosiči sloučenin organických, anorganických

i (organo)kovových, a to ve formě neutrálńıch molekul, kationt̊u, aniont̊u, ale dokonce

i radikál̊u (Dodziuk, 2006 a Surmová, 2014). Když je takový host s vhodnou velikost́ı

a relativně hydrofobńı povahou přidán k cyklodextrinu, molekuly vody v jeho kavitě

jsou nahrazeny molekulami hosta. Pokud je molekula hosta větš́ı než kavita hostitele,

může být tato zanořena v kavitě jen částečně (Matelová, 2011).
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Molekula hosta vnořená do kavity cyklodextrinu zde neńı vázána kovalentně,

ale nevazebnými interakcemi. Komplexace je tedy děj snadno reversibilńı, jak je

znázorněno na obrázku 2.7. Śıly ř́ıd́ıćı komplexaci cyklodextrin̊u mohou zahrno-

vat elektrostatickou interakci, van der Waalsovy interakce, hydrofobńı interakce,

vod́ıkové můstky, śıly na základě přenosu náboje, disperzńı śıly atd. Na základě

analýzy struktury molekuly hosta je možné dopředu posoudit, zda daný inkluzńı

komplex vznikne, či nikoliv. Oproti tomu změny enthalpie a entropie nejsou dobrá

kritéria pro toto posouzeńı.

Obvykle se za majoritńı ř́ıdićı śıly považuj́ı van der Waalsovy a hydrofobńı inter-

akce, zat́ımco interakce elektrostatické a vod́ıkové můstky mohou významně ovlivnit

konformaci jednotlivých inkluzńıch komplex̊u (Liu a Guo, 2002).

Obrázek 2.7: Schéma tvorby inkluzńıch komplex̊u

2.3.3 Využit́ı cyklodextrin̊u

Výše popsaná schopnost tvořit komplexy je základem pro většinu aplikaćı cyklodex-

trin̊u. Využ́ıvá skutečnosti, že molekuly ukryté v dutině jsou vyčleněny z interakćı

v roztoku. T́ım je např́ıklad zvýšena rozpusnost léčiva, napomáhá také při stabi-

lizaci nestabilńıch host̊u, izolaci nevhodných látek nebo kontrole těkavosti a subli-

mace. (Becket at al., 1999). V supramolekulárńıch aplikaćıch je komplexace d̊uvodem

skladby cyklodextrin̊u do nadmolekulárńıch struktur (Horský a Jindřich, 2013).

Fakt, že cyklodextriny jsou v kategorii bezpečných chemikálíı (GRAS – generally

recognised as safe), dává možnost jejich použit́ı v potravinářstv́ı. β-CD je nav́ıc ve-

den jako př́ıdatná látka pod označeńım E 459 a řad́ı se do skupiny nosič̊u a stabi-

lizátor̊u1. V tomto odvětv́ı se využ́ıvaj́ı k ochraně lipofilńıch komponent citlivých

na kysĺık nebo na degradaci, rozpouštěńı barviv a vitamin̊u, stabilizaci chut́ı, v̊uńı,

1Rozhodnut́ı 2012/288/EU, dostupné online z:
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2012:144:0041:0042:EN:PDF
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vitamin̊u a esenciálńıch olej̊u před nežádoućımi změnami, nebo naopak k potlačeńı

chut́ı a v̊uńı nebo kontrole postupného uvolňováńı určitých potravinových složek

(Astray et al., 2009).

Postupného uvolňováńı v̊uńı je dále využito např́ıklad ve farmacii a kosmetice.

Farmaceutický pr̊umysl řešil problém s množstv́ım látek, které jsou nerozpustné ve

vodě. Dř́ıve řešeńı spoč́ıvalo v použ́ıt́ı organických rozpouštědel, povrchově aktivńıch

látek nebo změn pH. Tato však často zp̊usobovala podrážděńı nebo jiné vedleǰśı

účinky (Del Valle, 2004). Začalo se tedy využ́ıvat cyklodextrin̊u a jejich tvorby kom-

plex̊u, které se po styku s tělesnými tekutinami opět rozpadnou. Cyklodextriny jsou

nav́ıc netoxické, což je prokázáno t́ım, že pouze 2–4 % cyklodextrinu se absorbuje

v tenkém střevě a zbytek je degradován a přijat jako glukóza (Loftssona, 1999).

2.4 Cyklodextriny modifikované zlaté nanočástice

2.4.1 Deriváty cyklodextrin̊u

Cyklodextriny jsou modifikovány z mnoha d̊uvod̊u – pro zvýšeńı rozpustnosti,

zlepšeńı komplexotvornosti, pro katalytické nebo analytické účely nebo pro možnost

přichyceńı k r̊uzným povrch̊um (Řezanka, 2016). Zp̊usoby modifikace zálež́ı na

požadovaných vlastnostech produktu. Pokud je např́ıklad ćılem zvýšit rozpust-

nost cyklodextrinu, hydroxylové skupiny jsou substituovány jinými v́ıce hydrofilńımi

funkčńımi skupinami (Estrada a Vigh, 2012).

Produkt takové substituce však může být směśı několika složek – r̊uzně substi-

tuovaných cyklodextrin̊u. Pokud je vyžadován jediný izomer derivátu, nejsch̊udněǰśı

variantou je syntéza persubstituovaného cyklodextrinu (na obrázku 2.8 vlevo). To

znamená, že na každé glukózové jednotce je substituována vždy stejná hydroxylová

skupina. Syntéza jiných derivát̊u je značně náročněǰśı z d̊uvodu vysokého počtu

možných produkt̊u (Wenz, 1994). Pro monosubstituované cyklodextriny (na obrázku

2.8 vpravo) existuj́ı tři možné izomery, deśıtky izomer̊u existuj́ı pro disubstituované

cyklodextriny a přes sto pro trisubstituované (Řezanka, 2018). Při syntéze nových

derivát̊u se vycháźı z toho, že modifikace již substituovaných cyklodextrin̊u je snazš́ı

než syntéza každého nového derivátu z nesubstituovaných cyklodextrin̊u.

Modifikačńı reakce cyklodextrin̊u prob́ıhaj́ı na hydroxylových skupinách. Ty

jsou nukleofilńı, a proto se jedná o elektrofilńı substituce. V cyklodextrinech jsou

tři typy hydroxylových skupin na každé glukózové jednotce a každá z nich má

jinou reaktivitu. Primárńı hydroxylové skupiny na uhĺıku C-6 jsou nejméně ky-
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Obrázek 2.8: Ukázka persubstituovaného (vlevo) a monosubstituovaného CD
(vpravo)

selé a nejpř́ıstupněǰśı pro reakce. Na uhĺıćıch C-2 jsou nejv́ıce kyselé a na C-3

nejméně př́ıstupné (Khan et al., 1998). Proto, pokud jsou všechny hydroxylové sku-

piny v př́ıtomnosti báze deprotonované, elektrofilńı substituce proběhne přednostně

na uhĺıku C-6. V př́ıpadě větš́ı reaktivity činidla by substituce proběhla i na

sekundárńım okraji (Dodziuk, 2006).

Př́ıtomná báze nejdř́ıve deprotonuje hydroxylovou skupinu na uhĺıku C-2, protože

ta je nejv́ıce kyselá, pKa = 12,2 (Sallas a Darcy, 2008). Proto použit́ı odpov́ıdaj́ıćıho

množstv́ı báze vede přednostně k substituci na uhĺıku C-2. Substituce na C-3 je

tedy nejsložitěǰśı. Existuj́ı však činidla, která ji reaguj́ıce s kavitou usnadňuj́ı, ba

dokonce určuj́ı jako jedinou možnou substituci (Jindřich a Tǐslerová, 2005). Daľśım

aspektem v modifikaci cyklodextrin̊u jsou samozřejmě rozpouštědla, ve kterých re-

akce prob́ıhaj́ı. Ty mohou ovlivňovat deprotonaci a tedy nukleofilitu hydroxylových

skupin (Řezanka, 2018).

Syntéza thiolových cyklodextrin̊u potřebných v experimentálńı části této práce

je elektrofilńı substitućı na uhĺıku C-6. Nejčastěǰśı cesta př́ıpravy per-6-sulfanyl-

CD vede přes per-6-halogeno-CD, kteréžto jsou účelnými prekurzory, mohou být

snadno přeměněny v jiné deriváty (Řezanka, 2018). Tyto perhalogenované cyklodex-

triny vznikaj́ı reakćı nativńıho cyklodextrinu s trifenylfosfinem a bromem, respektive

jodem. Výtěžky těchto reakćı se v nejedné literatuře pohybuj́ı nad 80–90 %. (Ga-

delle a Defaye, 1991; Takeo et al., 1974). Jejich přeměna v thiolový derivát prob́ıhá

přidáńım thiomočoviny. Tento postup funguje u bromo- i jodo-CD s výtěžky o něco

nižš́ımi, 70–80 % (Rojas et al., 1995; Gorin et al., 1996).

Daľśı variantou vzniku per-6-halogeno-CD je např́ıklad postup uvedený Liu

et al. (2013). Jedná se o reakci nativńıho cyklodextrinu s XtalFlour-E R©, 4-(1-

pyrrolidino)pyridinem a tetraethylammonium halogenidem. Syntéza je složitěǰśı než

výše uvedené postupy, poskytuje však produkty s výtěžky výhradně nad 90 %.
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2.4.2 Afinita śıry ke zlatu

Senzorový systém na základě zlatých nanočástic a modifikovaných cyklodex-

trin̊u využ́ıvá afinity śıry ke zlatu. Obecně vazba śıry ke kovovým povrch̊um je

d̊uležité téma při katalytických reakćıch, v elektrochemii, povrchové fyzice a daľśıch

odvětv́ıch, a tak bylo potřeba d̊ukladně porozumět vlastnostem této vazby (Bartho-

lomew et al., 1982). Výrazněǰśı afinita je u śıry pozorována právě ke zlatu. Au-S

komplex̊u se pak využ́ıvá v biologických aplikaćıch, medićıně a diagnostice. Proble-

matikou Au-S vazby se zabývalo mnoho výzkumů a ke komplex̊um zlata se śırou

bylo zjǐstěno např́ıklad následuj́ıćı. Když je śıra př́ıtomna v monovrstvě, jej́ı atomy

se chovaj́ı jako slabé elektronakceptory. Při přibýváńı vrstev se vazba Au-S oslabuje,

což vede ke vzniku S-S můstk̊u, které jsou stabilněǰśı. Při vyšš́ıch koncentraćıch se

zač́ınaj́ı vyskytovat uskupeńı Sn, kde n > 2 (Rodriguez et al., 2003). Energie vazby

sulfanylové skupiny (-SH) se zlatem je 167–209 kJ/mol, což je energie vyšš́ı než

u vod́ıkových můstk̊u a téměř srovnatelná s kovalentńımi vazbami (Pensa et al.,

2012).

Konkrétńı podstata vazby Au-S však neńı přesně známa. Obecně je do schémat

zakreslována zp̊usobem uvedeným na obrázku 2.9.

Obrázek 2.9: Schéma vzniku vazby Au-S

2.4.3 Př́ıprava a použit́ı AuNP s thiolovými CD

Zlaté nanočástice modifikované cyklodextriny lze připravit jednoduše – smı́cháńım

jednotlivých komponent. Roztoky připravených zlatých nanočástic a nasyntetizo-

vaných derivát̊u cyklodextrin̊u jsou přidány k sobě a smı́chány. Vytvoř́ı se vazba mezi

śırou ze sulfanylové funkčńı skupiny a zlatem. Je možné připravit zlaté nanočástice

i př́ımo v roztoku s thiolovaným cyklodextrinem. Kyselina tetrachlorozlatitá je

v tomto př́ıpadě redukována tetrahydridoboritanem sodným v roztoku s SH-CD.
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Následně jsou modifikované zlaté nanočástice vysráženy acetonitrilem (Liu a Jiang,

2007).

Cyklodextriny modifikované zlaté nanočástice maj́ı svá využit́ı v senzorové che-

mii. Některá z nich jsou zmı́něna již v kapitole 2.2.2 a naprostá většina je založena

na tvorbě inkluzńıch komplex̊u. Jádrem této práce jsou takto modifikované AuNP

použité při detekci léčiv ve vodných roztoćıch. Předpokládá se, že u některých dojde

k vytvořeńı inkluzńıch komplex̊u a následné sedimentaci a odbarveńı roztoku.

Daľśı aplikace tohoto senzorového systému je např́ıklad detekce otisk̊u prst̊u,

kde cyklodextriny slouž́ı jako nosiče barvy (Becue et al., 2007). Velký potenciál je

také v př́ıpravě supramolekulárńıch hydrogel̊u. Jing et al. (2008) vytvořili hydrogel

přidáńım monosubstituovaných cyklodextrin̊u do roztoku zlatých nanočástic s po-

lymerem – poly(ethylenoxid)100-(propylenoxid)70-(ethylenoxid)100 a zkoumali jeho

sol-gel-sol přechody. Ukazuje se, že taková směs může sloužit jako nosič léčiv,

která se v roztoku naváž́ı a v gelu transportuj́ı. Daľśım př́ıkladem je př́ıprava

tř́ıdimenzionálńıch nanočásticových struktur, které jsou vytvořeny
”
slepeńım“ fun-

kcionalizovaných AuNP pomoćı fulleren̊u (Liu et al., 2001).
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3 Experimentálńı část

Výchoźı látky a rozpouštědla pro syntézy byly dodány běžnými dodavateli. Se-

dmnáct vybraných léčiv bylo laskavě poskytnuto doc. RNDr. Ing. Pavlem Řezankou,

Ph.D., z Vysoké školy chemicko-technologické v Praze. 1H i 13C NMR spektra byla

naměřena doc. Ing. Bohumilem Dolenským, Ph.D., z téže vysoké školy na Bruker

Avance IIITM při frekvenci 500 MHz, vzorky byly rozpouštěny v DMSO. Sńımky

zlatých nanočástic byly poř́ızeny Ing. Pavlem Kejzlarem, Ph.D., z Technické univer-

zity v Liberci na UHR FE-SEM Carl Zeiss ULTRA Plus při 2 kV.

3.1 Syntéza modifikovaných cyklodextrin̊u

Nejprve byla provedena dvoustupňová syntéza požadovaných α, β i γ per-

6-deoxy-per-6-sulfanylcyklodextrin̊u přes meziprodukty per-6-deoxy-per-6-

jodocyklodextriny.

3.1.1 Syntéza per-6-deoxy-per-6-jodocyklodextrin̊u

Prvńı krok syntézy vycháźı z postupu, který napsali Chmurski a Defaye (2000).

Cyklodextrin byl nejprve čtyři hodiny sušen na olejové vakuové pumpě při teplotě

90 ◦C. Vysušený cyklodextrin (2 g, 12,3 mmol)1 byl úplně rozpuštěn 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 přidány k roztoku cyklodextrinu. Tato reakčńı směs byla po

dobu dvaceti hodin mı́chána pod argonovou atmosférou a zahř́ıvána na 90 ◦C.

Po ukončeńı reakce a vychladnut́ı směsi byl přidán čistý methanol (cca 20 ml).

Roztok byl po třiceti minutách mı́cháńı zchlazen v ledové lázni. Byl přidán 3M roztok

methanolátu sodného v methanolu (14 ml). Po daľśıch třiceti minutách mı́cháńı byl

roztok pro vysrážeńı produktu vylit do ledu a zfiltrován přes fritu S3. Pevná fáze byla

1Uvedená látková množstv́ı odpov́ıdaj́ı glukózovým jednotkám, nikoliv celým molekulám cyk-
lodextrin̊u. Dı́ky tomu jsou při stejné hmotnosti stejná látková množstv́ı pro r̊uzné typy cyklodex-
trin̊u.
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třikrát promyta povařeńım v methanolu (cca 25 ml) a vysušena na rotačńı vakuové

odparce. Výslednými produkty byly lehce nahnědlé práškovité látky ve výtěžćıch

71 % pro α-, 87 % pro β- a 60 % pro γ-CD. Naměřená 1H NMR data se shoduj́ı

s daty uvedenými v literatuře (Liu et al., 2013).

3.1.2 Syntéza per-6-deoxy-per-6-sulfanylcyklodextrin̊u

Druhý krok byl proveden podobně, jako jej popsal Benkhaled et al. (2008). Produkt

předchoźı syntézy byl d̊ukladně vysušen a rozpuštěn (1 g, 3,7 mmol) v DMF (10 ml).

K roztoku byla přidána thiomočovina (0,3 g, 4 mmol). Tato reakčńı směs byla

mı́chána a zahř́ıvána pod argonovou atmosférou na 70 ◦C po dobu devatenácti hodin.

Po ukončeńı reakce a vychladnut́ı byla směs zahuštěna na rotačńı vakuové od-

parce. Po obdržeńı nažloutlé olejovité kapaliny byla tato rozpuštěna v 0,12M roztoku

hydroxidu sodného (50 ml). Roztok byl po dobu jedné hodiny refluxován pod argono-

vou atmosférou. Po zchladnut́ı byl pro vysrážeńı přidán 1,5M roztok hydrogenśıranu

draselného. Pevná fáze byla oddělena na centrifuze (8000 rpm, 5 min). Źıskaný pro-

dukt byl znovu rozpuštěn ve 0,12M roztoku hydroxidu sodného, vysrážen 1,5M roz-

tokem hydrogenśıranu draselného. Pevná fáze byla opět oddělena na centrifuze. Pro

vysušešńı byl produkt zmražen na −80 ◦C a umı́stěn na dvacet hodin do lyofilizátoru

(0,002 mbar). Výslednými produkty byly světle žluté prášky s výtěžky 71 % pro α-,

76 % pro β- a 81 % pro γ-CD. Naměřená 1H NMR data se shoduj́ı s daty uvedenými

v literatuře (Dobado et al., 2004).

3.2 Př́ıprava zlatých nanočástic

Zlaté nanočástice byly připraveny podle postupu popsaného v práci Kaláta (2016).

Před př́ıpravou zlatých nanočástic bylo všechno chemické nádob́ı, se kterým

nanočástice později měly přij́ıt do styku, řádně vymyto lučavkou královskou. Ta

byla připravena podle návodu (Collins, 2012). Koncentrovaná 36% kyselina chlo-

rovod́ıková byla pomalu přilita ke koncentrované 68% kyselině dusičné v poměru

3:1. Všechno sklo bylo opatrně omyto t́ımto roztokem a následně destilovanou vo-

dou. Do takto promyté baňky bylo odměřeno 240 ml destilované vody. Ta byla pod

zpětným chladičem přivedena k varu. Byl přidán roztok tetrachlorozlatitanu dra-

selného (0,025 g v 10 ml vody, 0,07 mmol). Po rozpuštěńı byl přidán roztok citrátu

sodného (dihydrát) (0,072 g v 10 ml vody, 0,24 mmol). Vše bylo refluxováno po

dobu patnácti minut a poté ponecháno ke zchladnut́ı.
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3.3 Funkcionalizace zlatých nanočástic cyklodextriny

Funkcionalizace nanočástic byla provedena lehce modifikovaným postupem uve-

deným v diplomové práci (Kalát, 2016). Per-6-deoxy-per-6-sulfanylcyklodextrin

(0,013 g, 0,07 mmol) byl rozpuštěn v roztoku hydroxidu sodného (1 mg v 5 ml vody)

a byl přidán ke zlatým nanočástićım (80 ml). Roztok byl dvacet hodin mı́chán při

laboratorńı teplotě. Směs byla homogenizována v ultrazvukové lázni po dobu pěti

minut.

Nanočástice byly separovány na centrifuze (20 000 rpm, 15 min). Supernatant

byl odebrán, nanočástice byly dispergovány v destilované vodě (80 ml) a opět ho-

mogenizovány v ultrazvukové lázni. Postup separace byl zopakován celkem třikrát.

3.4 Analýza roztok̊u léčiv

Nejprve byly připraveny zásobńı roztoky léčiv ve vodě o koncentraci 1 mg na 1 ml.

K 1 ml (koncentrace AuNP je cca 10−9 mol/l) roztoku funkcionalizovaných zlatých

nanočástic bylo v prvńı sérii testováńı přidáno 0,2 ml ze zásobńıho roztoku, v druhé

sérii testováńı byl přidán takový objem, aby odpov́ıdal látkovému množstv́ı 0,5 mmol

(viz tabulku 4.1). Každý roztok byl homogenizován třepáńım a ponechán 24 hodin

při laboratorńı teplotě.
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4 Výsledky a diskuze

4.1 Syntéza persubstituovaných cyklodextrin̊u

Nejprve byla provedena syntéza persubstituovaných cyklodextrin̊u a to pro tři typy

cyklodextrin̊u – α-, β- a γ-CD. Požadovaným produktem byl per-6-deoxy-per-6-

sulfanylcyklodextrin. Modifikace měla podobu dvoukrokové syntézy. V prvńım kroku

vzniknul persubstituovaný cyklodextrin s atomy jodu na uhĺıćıch C-6. Zprvu bylo

postupováno podle literatury (Benkhaled et al., 2008). Tento postup však poskyto-

val velmi nečistý produkt. Ani při opakované syntéze se nepodařilo izolovat produkt

v práškovitém stavu, který by se v 1H a 13C NMR naměřených datech shodoval

s literaturou. Byl proto vyhledán jiný postup (Chmurski a Defaye, 2000). Navázáńı

atomů jodu pomoćı molekuly NIS (namı́sto I2 v předchoźım př́ıpadě) vykazovalo

značně vyšš́ı čistotu i výtěžnost (viz obrázek 4.1). Touto cestou tak byly nasynteti-

zovány všechny tři cyklodextriny. V literatuře jsou uvedeny výtěžky 81, 89 a 81 %,

syntéza tedy proběhla bez velkých odchylek.

Obrázek 4.1: Reakce vzniku persubstituovaného meziproduktu

V druhém kroku – př́ıpravě per-6-deoxy-per-6-sulfanylcyklodextrinu – podle uve-

dené literatury (Benkhaled et al., 2008) se syntéza zprvu také nedařila. U závěrečné

fáze sušeńı nastával problém. Barevně přijatelná práškovitá látka vysrážená hydro-

genśıranem draselným byla umı́stěna na rotačńı vakuovou odparku. Zde po chv́ıli
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sušeńı zčernala a zhrudkovatěla. To bylo pravděpodobně zp̊usobeno oxidaćı. Byla

proto navržena vlastńı, výše uvedená metoda vysušeńı. Produkt byl zmražen

a umı́stěn do lyofilizátoru. Ponechal si svou barvu a většina zbytkových látek vy-

sublimovala. Výtěžky reakćı se př́ılǐs nelǐśı od těch uvedených v literatuře, tedy 80,

82 a 76 %. Reakce je i s výtěžky znázorněna na obrázku 4.2.

Obrázek 4.2: Reakce vzniku persubstituovaného produktu

4.2 Př́ıprava funkcionalizovaných zlatých nanočástic

Př́ıprava zlatých nanočástic redukćı citrátem poskytla sytě červený roztok. Takto

vzniklé částice byly skladovány v lednici, kde vydržely až šest měśıc̊u nesedimentovat

a neagregovat. Pro testováńı senzorové odezvy je proto jejich použit́ı vhodné.

Při prvńım provedeńı funkcionalizace byl rozpuštěný per-6-deoxy-per-6-

sulfanylcyklodextrin přidán k roztoku zlatých nanočástic a prakticky ihned umı́stěn

do ultrazvukové lázně a centrifugován. Odeb́ıraný supernatant byl však barevný, ob-

sahoval tedy nanočástice. Byla proto zvolena deľśı doba mı́cháńı roztoku a následně

i vyšš́ı rychlost a deľśı doba centrifugace. Supernatant byl po úpravě postupu čirý.

Funkcionalizované zlaté nanočástice byly pozorovány skenovaćım elektronovým

mikroskopem. Jejich velikost se pohybuje v rozmeźı 20–50 nm, viz fotografii ze SEM

na obrázku 4.3.

4.2.1 Zkouška stability

Po vytvořeńı konečných roztok̊u funkcionalizovaných AuNP byla testována jejich

stabilita při r̊uzném pH. Byly připraveny koncentrované roztoky kyseliny chloro-

vod́ıkové a hydroxidu sodného. Po kapkách byly tyto odděleně přidávány k roztok̊um

funkcionalizovaných AuNP. Při okyselováńı nebyla pozorována změna u žádných

funkcionalizovaných AuNP. Roztoky s pH zásaditým zprvu lehce zčervenaly,

s daľśımi př́ıdavky hydroxidu však z̊ustávaly beze změn. Soudě podle těchto reakćı,
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pH roztoku nemá vliv na stabilitu funkcionalizovaných AuNP, a proto ani pH roz-

tok̊u léčiv (které nemuśı být vždy 7) nebude mı́t žádný vliv při testováńı senzorové

odezvy.

Obrázek 4.3: Fotografie AuNP ze SEM

4.3 Testováńı senzorové odezvy

Pro testováńı senzorové odezvy bylo od každého ze tř́ı typ̊u funkcionalizovaných

AuNP vytvořeno sedmnáct roztok̊u se sedmnácti r̊uznými léčivy. V prvńı sérii tes-

továńı byla přidávána stejná hmotnost léčiv, v druhé sérii bylo přidáváno stejné

látkové množstv́ı. Takto vytvořené roztoky byly ponechány 24 hodin při laboratorńı

teplotě. Během této doby se některé roztoky odbarvily. Předpokládá se, že toto od-

barveńı je zp̊usobeno tvorbou inkluzńıch komplex̊u mezi léčivy a CD a následnou

agregaćı a sedimentaćı, jak je popsáno v kapitole 2.2.2.

Na obrázku 4.4 je fotografie s ukázkou sedimentace roztok̊u léčiv s AuNP funkci-

onalizovanými per-6-deoxy-per-6-sulfanyl-β-cyklodextrinem. Všechny výsledky jsou

pak přehledně zpracovány v tabulce 4.11 (mezi oběma sériemi testováńı nebyl rozd́ıl

v sedimentaci, proto jsou v tabulce uvedeny výsledky pouze jedné ze séríı).

1Pro vyloučeńı záměny léčiv jsou v pr̊uběhu všech experiment̊u zachována tatáž pořadová č́ısla,
která jim byla přǐrazena v obsáhleǰśım seznamu, ze kterého bylo vyb́ıráno.
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Tabulka 4.1: Přehled léčiv, sedimentace 

pořadové 

číslo 

název strukturní vzorec molární 

hmotnost 

[g/mol] 

molární 

přídavek 

[μl] 

sedimentace 

AuNP + 

α-CD-SH 

AuNP + 

β-CD-SH 

AuNP + 

γ-CD-SH 

 

2 

 

Acidum salicylicum 

 

 

138,03 

 

70 

 

ANO 

 

ANO 

 

ANO 

 

4 

 

Ambroxoli 

hydrochloridum 

 

 

411,96 

 

205 

 

ANO 

 

ANO 

 

ANO 

13 Carbethopendecini 

bromidum 

 

 

421,26 

 

210 

 

NE 

 

NE 

 

NE 

 

16 

 

Cetirizine 

hydrochloridum 

 

 

 

460,11 

 

 

230 

 

 

ANO 

 

 

ANO 

 

 

NE 

17 Cinchocaini 

hydrochloricum 

 

 

343,23 

 

170 

 

ANO 

 

NE 

 

ANO 



 

31 

 

21 

 

Dexamethasone 

sodium 

metasulfobenzoate 
 

 

 

598,16 

 

 

300 

 

 

NE 

 

 

NE 

 

 

NE 

 

 

22 

 

 

Dextromethorphan

i hydrobromidum  

 

 

351,12 

 

 

175 

 

 

ANO 

 

 

NE 

 

 

NE 

 

 

24 

 

 

Diclofenacum 

natricum  

 

 

317,00 

 

 

160 

 

 

NE 

 

 

NE 

 

 

NE 

 

 

27 

 

 

Diltiazemi 

hydrochloricum 

 

 

 

450,14 

 

 

225 

 

 

ANO 

 

 

NE 

 

 

ANO 

 

28 

 

Donepezil 

hydrochloride 

 

 

 

415,19 

 

 

210 

 

 

ANO 

 

 

ANO 

 

 

ANO 

29 Dopamini 

hydrochloridum  

 

189,06 

 

95 

 

ANO 

 

ANO 

 

ANO 



 

32 

 

31 

 

Doxazosini mesilas 

 

 

451,19 

 

225 

 

NE 

 

NE 

 

NE 

 

34 

 

Fenpiverin bromid 

 

 

416,15 

 

210 

 

ANO 

 

ANO 

 

ANO 

37 Fluoxetini 

hydrochloridum 

 

 

345,11 

 

175 

 

ANO 

 

NE 

 

NE 

 

52 

 

Levocetirizine 

dihydrochloride 

 

 

460,11 

 

230 

 

ANO 

 

ANO 

 

NE 

 

75 

 

Propamidine 

isethionate 
 

 

438,16 

 

220 

 

ANO 

 

ANO 

 

ANO 

 

83 

 

Sulfadimidinum 

 

 

278,08 

 

140 

 

NE 

 

NE 

 

NE 

 



Obrázek 4.4: Fotografie typického výsledku senzorové odezvy – odbarveńı roztok̊u

4.3.1 Porovnáńı výsledk̊u s p̌redešlými experimenty

Na téma nanočásticových senzorových systému již byly provedeny obdobné experi-

menty. Ćılem této práce bylo výsledky předešlých experiment̊u ověřit. Kalát (2016)

došel k závěr̊um, že léčivo se vnoř́ı do kavity cyklodextrinu, pokud ve své molekule

obsahuje relativně lipofilńı skupinu. Pokud obsahuje dvě lipofilńı skupiny, které jsou

v̊uči sobě ve vhodné konformaci, může se vnořit do dvou cyklodextrin̊u zároveň (viz

obrázek 4.5). Pokud jsou tyto cyklodextriny navázány na AuNP, vytvoř́ı komplexńı

śıt’ a celý agregát sedimentuje.

Obrázek 4.5: Znázorněńı vzniku inkluzńıho komplexu nebo př́ıčiny jeho nevytvořeńı.
Převzato z (Kalát, 2016)
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Aby mohla být tato teorie ověřena, bylo pro experimenty vybráno právě těchto

sedmnáct léčiv. Vyb́ıráno bylo podle toho, zda maj́ı potenciál potvrdit nebo vyvrátit

teorii. Obsahuj́ı r̊uzné lipofilńı i polárńı substituenty v r̊uzných polohách v̊uči sobě.

Nav́ıc byly testovány odezvy hned se třemi cyklodextriny namı́sto jednoho, nebot’

r̊uzné velikosti kavit CD mohou tvořit komplexy s r̊uzně velkými substituenty léčiv.

Mezi dvěma sériemi testováńı nebyl pozorován žádný rozd́ıl v sedimentaci. Lze

tedy předpokládat, že odbarveńı bylo zp̊usobeno tvorbou inkluzńıch komplex̊u,

ześıt’ováńım a následnou sedimentaćı, nikoliv vysokou koncentraćı léčiv.

Výsledky však předpokládanou teorii neověřily. Kombinace dvojic léčivo-CD,

které sedimentovaly, neposkytuj́ı jasné indicie, podle kterých by bylo možné jedno-

značně určit, který strukturńı motiv zp̊usobuje komplexaci. Rozpor s teoríı nastává

např́ıklad hned u léčiva acidum salicylicum (kyselina salicylová) s pořadovým

č́ıslem 2. Ze struktury je zřejmé, že molekula obsahuje pouze jednu lipofilńı část,

a proto by podle teorie měla vytvořit komplex pouze s jedńım cyklodextrinem a ne-

sedimentovat. Sedimentace však byla pozorována u všech třech homolog̊u CD. Daľśı

rozpor je pozorován např́ıklad u léčiva cinchocaini hydrohloricum, pořadové č́ıslo

17. Žádný z předpoklad̊u teorie nevysvětluje, proč s α- a γ-CD léčivo vytvořilo kom-

plex, ale s β-CD nikoliv. Výskyt takto výrazných odchylek od teorie ve výsledćıch

experimentu je př́ılǐs velký na to, aby teorii podpořil. Na základě źıskaných infor-

maćı lze soudit, že komplexace cyklodextrin̊u s jinými látkami bude proces složitěǰśı.

O vytvořeńı či nevytvořeńı inkluzńıho komplexu neńı možné rozhodnout pouze na

základě lipofility substituentu a konformaci molekuly. Výsledky předešlých experi-

ment̊u (Kalát, 2016) jsou tak nejsṕı̌s d́ılem št’astné náhody.

4.4 Hodnoceńı a daľśı výzkum

Pro lepš́ı pochopeńı teorie inkluzńıch komplex̊u je třeba daľśıch experiment̊u.

Z těchto výsledk̊u vyplývá, že daľśı testováńı odezvy by mělo proběhnout opět s mi-

nimálně třemi typy cyklodextrin̊u. Dále bude vhodné vybrat značně větš́ı počet

léčiv a jejich roztoky připravit v r̊uzných koncentraćıch (v testovaćıch roztoćıch bylo

106krát v́ıce molekul léčiva než AuNP, proto je možné koncentraci roztok̊u léčiv

výrazně sńıžit), ale i v r̊uzných rozpouštědlech. Testováńı provádět i při jiných než la-

boratorńıch teplotách, ve v́ıce r̊uzných objemech a sedimentaci pozorovat v pr̊uběhu,

ne pouze jednou na konci testováńı.

Při analýze roztok̊u a vyhodnocováńı výsledk̊u by bylo vhodné využ́ıt jaderného

Overhauserova efektu (NOE) v NMR spektroskopii (NOESY). Při ozařováńı protonu
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lze prostřednictv́ım dipolárńıch reakćı magnetizaci přenést i na okolńı protony. Ve

2D spektru jsou pak identifikovatelné i ty vod́ıky, které nejsou vázány př́ımo, ale jsou

si bĺızko v prostoru. NOESY hraje d̊uležitou roli při analýze struktury, konfigurace

a konformace organických sloučenin (Popa, 2015). V těchto experimentech by pak

podala d̊uležitou informaci o inkluzńıch komplexech, tedy zda v̊ubec vznikly, které

části léčiv jsou zanořeny v cyklodextrinech, v jakém poměru složek (léčivo : cy-

klodextrin) jsou komplexy tvořeny, nebo dokonce, jak jsou stabilńı. Pomoćı NMR

titrace je totiž možné zjistit i asociačńı konstanty CD a léčiv.

Pokud by komplexace cyklodextrin̊u s organickými látkami byla řádně pro-

zkoumána, našla by rozsáhlé využit́ı – např́ıklad při, v této práci nast́ıněné, analýze

vodných roztok̊u. Takové testováńı nab́ıźı mnoho výhod. Od jednoduchosti – stač́ı

zkoumaný vzorek přidat k připravenému roztoku funkcionalizovaných AuNP in

situ –, přes časovou nenáročnost – sedimentace se objevovala nejdéle v řádech ho-

din –, až po cenu analýzy – př́ıprava jednoho vzorku pro senzorovou odezvu nevyjde

na v́ıce než 5 Kč, což je oproti např́ıklad LC-MS skoro o tři řády nižš́ı částka.
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5 Závěr

V této práci bylo pojednáno o senzorových systémech na bázi modifikovaných zlatých

nanočástic. V teoretické části jsou charakterizovány nanomateriály a je popsána

jejich historie. Konkrétně jsou ukázány významné vlastnosti zlatých nanočástic

a popsány r̊uzné zp̊usoby jejich výroby. Jsou představeny také cyklodextriny,

vysvětlen jejich vznik, shrnuty vlastnosti a ukázán alespoň zlomek z jejich možného

využit́ı. Tato dvě témata jsou pak spojena v jedno, j́ımž jsou právě senzorové apli-

kace. Zlaté nanočástice modifikované persubstituovanými cyklodextriny lze využ́ıt

na detekci látek ve vodném prostřed́ı.

Náplńı experimentálńı části byla syntéza persubstituovaných cyklodextrin̊u. Byly

připraveny deriváty tř́ı cyklodextrin̊u (α-, β- a γ-CD), od každého homologu per-6-

deoxy-per-6-sulfanyl-CD. Zlaté nanočástice byly připraveny redukćı citrátem. Tyto

pak byly funkcionalizovány nasyntetizovanými cyklodextriny. Se všemi třemi typy

modifikovaných zlatých nanočástic bylo provedeno testováńı senzorové odezvy na

sedmnácti vybraných léčivech – byly vytvořeny jejich roztoky a byla pozorována

př́ıpadná sedimentace a odbarveńı roztoku.

Ćılem práce bylo ověřit teorii tvorby inkluzńıch komplex̊u r̊uzných látek s cy-

klodextriny popsanou v práci Ing. Kaláta (2016). Výsledky však této teorii neod-

pov́ıdaly. Neposkytly kĺıč k vysvětleńı komplexace, naopak, nyńı je očekáván mno-

hem složitěǰśı mechanismus, než se p̊uvodně předpokládalo. Byl proto navržen daľśı

postup v těchto experimentech, který, jak doufám, vnese světlo do této problema-

tiky.
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JINDŘICH, Jindřich a Iva TIŠLEROVÁ, 2005. Simple Preparation of
3I-O-Substituted β-Cyclodextrin Derivatives Using Cinnamyl Bromide. The
Journal of Organic Chemistry, 70(22), 9054–9055. ISSN: 0022-3263, 1520-6904.
DOI: 10.1021/jo051339c

JING, Bo, Xiao CHEN, Xudong WANG, Yurong ZHAO a Huayu QIU, 2008.
Sol-Gel-Sol Transition of Gold Nanoparticle-Based Supramolecular Hydrogels
Induced by Cyclodextrin Inclusion. ChemPhysChem, 9(2), 249–252. ISSN:
14394235, 14397641. DOI: 10.1002/cphc.200700625
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Bati ve Zĺıně, Fakulta technologická. Vedoućı práce: Mgr. Robert Vı́cha, Ph.D.

OGOSHI, Tomoki a Akira HARADA, 2008. Chemical Sensors Based on
Cyclodextrin Derivatives. Sensors, 8(8), 4961–4982. ISSN: 1424-8220. DOI:
10.3390/s8084961

PENSA, Evangelina, Emiliano CORTÉS, Gastón CORTHEY, Pilar CARRO,
Carolina VERICAT, Mariano H. FONTICELLI, Guillermo BENÍTEZ, Aldo A.
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