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ABSTRAKT

Byly pfipraveny tii modelové amino derivaty l-adamantylbenzylaminu a nasledné
naméfeny termodynamické parametry komplexa¢nich reakci téchto latek s B-
cyklodextrinem pomoci isotermalni kalorimetrické titrace a 'H NMR. V roztoku tyto
amino derivaty vytvarely patrné vys$i asociaty a naméfend data tudiz neodpovidala
pfedpokladiim. Tento problém byl vyfeSen acetylaci a meéfeni byla opakovana
s uspokojivymi vysledky. Tyto acetylované aminy také I1épe odpovidaji konecnym

uvazovanym strukturdm.

Asociacni konstanty komplexi ve smési DMSO:H0 (3:1, v : v) se pohybovaly v rozmezi
128-329 M (ur&eno titraéni kalorimetrii) a 538-1721 M (uréeno NMR titraci). Viechny

ptipravené latky byly popsany pomoci spektralnich metod (NMR, IR, MS).

Kli¢ova slova: isotermalni kalorimetricka titrace, "H NMR titrace, B-cyklodextrin,

1-adamantylbenzylaminy

ABSTRACT

Three model derivates of 1-adamantylbenzylamines were prepared and than the
thermodynamic parameters of complexes of this substances with B-cyclodextrin were
measured by isotermal kalorimetry titration and *H NMR titration. Because of the high
unstability of free amine group probably occurred the formation of higher associates in the
B-CD solution and measured data did not correspond with the expectations. This problem
was solved by acetylation and the measurements were repeated with satisfactory results.

These N-acetylated amines also better suited to the considered structures.

Association constants of complexes in DMSO-H,0 mixture (3:1, v : v) vary 128-329 M *
(determined by titration calorimetry) and 538-1721 M™ (determined by NMR titration). All
prepared substances have been characterized by spectral methods (NMR, IR, MS).

Keywords: isotermal calorimetry titration, "H NMR titration, B-cyclodextrin,

1-adamantylbenzylamines
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UvVOD

Cilem mé prace bylo pfipravit tfi amino derivatyl-adamantylbenzylamini, lisici se délkou
vazby mezi adamantanovym skeletem a benzenovym jadrem, a také polohou na

benzenovém kruhu (m- ¢i p-).

Druha ¢ast mé prace spocivala ve zkoumani interakei téchto latek s B-cyklodextrinem a
uréeni termodynamickych parametrti. V pribéhu méteni bylo nutné se zabyvat zdsadnim
problémem, kdy v roztoku vznikaly vyssi asociaty amini. Toto se podafilo vyieSit
navazanim acetylového zbytku na pfisluSnou amino skupinu. Dale bylo nezbytné
optimalizovat podminky titra¢nich experimentli. VSechny tfi nové pfipravené N-
acetylované derivaty byly popsany fyzikalné-chemickymi metodami (NMR spektroskopie,
IR spektroskopie, MS spektroskopie).

1-Adamantylbenzylaminové skupiny v komplexech s cyklodextriny se ¢asto vyuzivaji pro

formulaci 1é¢iv. Znalost termodynamickych vlastnosti téchto komplexi nam poméha

predpovédét mozné chovani slozitéjsich latek.
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. TEORETICKA CAST
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1 ADAMANTAN

Adamantan (tricyklo[3.3.1.1*"]dekan) je bezbarva, organicka, krystalicka latka sumarniho
vzorce CigHys (Obr. 1). Adamantan je $patné rozpustny ve vodé, avSak dobie rozpustny
v uhlovodicich a vykazuje vybornou tepelnou i chemickou stabilitu. Jeho pojmenovani je
odvozeno z feckého adamantinos (vztahujici se k oceli ¢i diamantu), bezpochyby diky jeho
diamantoidni struktute. Vzhledem ke sv¢ stabilit¢ a konformacni tuhosti je 1-adamantylova

skupina hojné pouzivanym substituentem v organické chemii. 1.2

Obr. 1: Adamantan

Adamantan je struktura o minimalni energii (ve srovnani S jinymi izomery CioH1g), @ proto
Ize pro ptipravu adamantanu a jeho derivatl s tspéchem vyuzit termodynamicky fizenych
pfesmykd katalyzovanych Lewisovymi kyselinami. Proces zalozeny na izomerizaci
tetrahydrodicyklopentadienu (1) chloridem hlinitym je v Soucasnosti nejvice vyuzivanym
primyslovym zdrojem adamantanu (2). Vytézek takto provedené reakce se pohybuje
v rozmezi 15-20 %. Pokud se misto samotného AICI3 pouzije AlCl; + HCI nebo HF — BF;
1ze dosahnout vytézku az 40 %. Reakce vyuZzivajici pro katalyzu pouze chlorid hlinity, se
stala pro svou jednoduchost nejvyznamnéjsim komerénim zdrojem adamantanu, piestoze

vytézky nepiesahuji 20 % (Schéma 1). >*

H, AlCI,
—_— —_—
12 h
1 2
Schéma 1
Dalsi derivaty adamantanu se ziskavaji jeho naslednou derivatizaci. Vysoce substituované
derivaty adamantanu se rovnéz vyskytuji v soucasné ziveé ptirodé. Dosud byly prokazany
Vv zastupcich dvou rodu z ¢eledi Guttiferae (nase tiezalky). 23
Adamantan a jeho slouCeniny nabizeji pouziti ve farmacii, pfi vyrobé polymert,
v agrochemii, v elektrolytickém lesténi nerezavéjici oceli, jako srovnavaci latka
v chromatografii a *H a *C NMR spektroskopii. Nejvyznamng&ji a nejnad&jngjii je jeho

vyuziti ve farmacii. >
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O vyuziti adamantanu a jeho derivatii ve farmacii se védci zacali zabyvat poté, co byly
objeveny antivirové ucinky téchto latek vici Siroké skale vir, mimo jiné i proti
chiipkovému viru A 1 B, hepatitidé typu C ¢i herpes virim. Chiipka je hlavni pfi¢inou
akutnich respiracnich infekei vyskytujici se v rizném rozsahu a zavaznosti. Nejlepsi

antivirové uginky vykazaly amantadin (3), memantin (4) a rimantadin (5) (Obr. 2).>%7

NH,
NH, NH,

3 4 5

Obr. 2: Derivaty adamantanu

1.1 Amantadin

Amantadin (adamantan-1-amin) je specificky inhibitor dekapsida¢ni faze reprodukce
chiipkového viru. Predpoklada se, ze spojuje vodikovymi vazbami histidinovy zbytek s M2
proteinem (transmembrdnovy proton-selektivni iontovy kandl) chiipkového viru, ¢imz
tento kanal efektivné blokuje. Tento iontovy kandal plni dilezitou funkci pfi virovém
vstupu. M2 protein vSak podléha mutacim, miiZe se tedy stat, Ze dojde ke vzniku virovych

kmenti rezistentnich vii&i amantadinu.®

1.2 Memantin

Memantin (3,5-dimethyladamantan-1-amin) se vyuziva pii 1é¢bé Alzheimerovy choroby.
Mechanismus Uc¢inku spociva v tom, ze chrani mozkové bunky vici kyseliné glutamové,
které jsou touhle chorobou jiz zasazeny a to tak, Ze blokuje receptory neurotransmiterd, jez

tuto kyselinu pfenaiéeji.8

1.3 Rimantadin

Rimantadin (1-(1-adamantyl)ethan-1-amin) vykazuje také antivirovou aktivitu a bylo
prokazano, ze ma méné nezadoucich G¢inkti nez amantadin. Slouzi zejména k prevenci
proti chfipce typu A. Mechanismus ucinku neni pfesné zndm, ptredpoklada se vSak, Ze
inhibuje replikaci chiipkovych vird tim, Ze zabranuje jejich ,,rozbaleni z ochranného

kapsidu .°
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2 MIKROKALORIMETRIE

Moderni mikrokalorimetrie je vyznamna a nezbytnd experimentdlni metoda, diky niz
mizeme urcit zménu entalpie a rovnovaznou konstantu z jediného experimentu. Je stale
vice vyuzivana, protoze pracuje s malymi objemy kuréeni rovnovazné konstanty.
V supramolekularni chemii, biochemii, biotechnologii ¢i farmakologii jsou reaktanty
obvykle k dispozici v limitovanych mnozstvich a jsou velmi drahé, a proto je rozumné
zvysovat citlivost pfistroju (tudiz dojde ke snizeni pozadovaného mnozstvi reaktanti pro
jeden experiment). V uplynulych nékolika letech byla citlivost mikrokalorimetr rapidné
zvySena az na uroven n€kolika mikrokalorii ¢i jesté mensi. 0

V soucasné dobé¢ je komercné dostupné velké mnozstvi kalorimetrti, vyuzivajici rizné
experimentalni provedeni. Pouze dvé tyto metody vSak lze vyuzit ke studiu komplext
cyklodextrini. Jsou to metody diferen¢ni skenovaci kalorimetrie — DSC (defferential
scanning calorimetry) a isotermicka titra¢ni kalorimetric — ITC (isothermal titration
calorimetry). Obé metody mohou byt povazovany za navzajem se dopliujici nastroje pro
zkoumani molekularnich vztahti mezi hostem a hostitelem jak v roztoku, tak v pevném

stavu. 12

Pii DSC je zkoumany vzorek (v tuhém ¢i tekutém skupenstvi) postupné zahiivan ¢i
chlazen urcitou rychlosti a molekulové jevy zapfic¢inéné zménou teploty (fazové prechody,

tani, rozklad, atd.) jsou zaznamenany jako vydani tepla ¢i jeho absorbce.*0*?

Pii ITC experimentech je jedna latka tiCastnici se reakce postupné piidavana do roztoku
jiné latky (latek). VSechny jevy uplatiyjici se pii jednotlivych piidaveich jsou

zaznamenany v termogramu.

Vyuzitim obou metod miZeme ziskat kompletni termodynamické informace o zkoumaném

systému pii raznych molarnich pomérech 1 ‘[eplo‘[e’lch.10

2.1 Isotermalni titraéni mikrokalorimetrie

ITC je termodynamicka technika, ktera ndm umoziuje studovat interakce dvou latek. Kdyz
tyto dvé latky spolu interaguji, dochazi k uvoliiovani/absorbci tepla. Méfenim téchto
reakénich tepel mizeme ur€it rovnovaznou konstantu (K), reakéni stechiometrii (n) a
termodynamické parametry: entalpii (AH) a entropii (AS). Méfenim tychZ systému pfi

ruznych teplotdch miizeme urcit tepelnou kapacitu reakce (ACp).ll’13
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AGY = —RTInK____ AH = AU + A(pV)
AH®— AG® _ AH°
ﬂ.SD = —T ﬂc’ﬂ - AT

Zakladni termodynamické vztahy, podle kterych jsou dané velic¢iny dopocitavany.

Titra¢ni mikrokalorimetr MicroCal je nejb&znéjsi pfistroj pouzivany v mnoha védeckych

studiich termodynamiky kompletac¢nich reakei cyklodextrint. 1014

Tvar kiivky ziskany titranimi experimenty se vyrazné¢ lisi v zavislosti na koncentracich
sledovanych latek a velikosti rovnovdzné konstanty. Je-li rovnovaznd konstanta malad a
pocatecni koncentrace reaktantd jsou nizké, pak pouze mald ¢ast pridavané latky (host)

muze reagovat s latkou v cele (hostitel) kalorimetru. ***
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Obr. 3: Tvar titracni kiivky pro komplexa¢ni model 1:1 pfi malé K
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Pokud jsou pocatecni koncentrace reaktantii (hosta 1 hostitele) vyssi nebo afinita vétsi, pak

se tvar titra¢ni kiivky podstatn& méni az k sigmoidalni k¥ivce. '
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Obr. 4: Tvar titraéni ki'ivky pro komplexa¢ni model 1:1 pfi nizké i vysoké hodnoté K

Jsou-li pocateéni koncentrace reaktanti dostatecné vysoké ¢i vznikajici komplexy
dostatecné stabilni, pfidavany host reaguje s hostitelem v cele od pocatku titrace az do
stechiometrického bodu, mnozstvi uvoliovaného tepla je po celou dobu jednoho piidavku
témet konstantni. Po dosazeni stechiometrického bodu mnozstvi nezreagovaného hostitele
Vv cele rapidné poklesne, a proto se mnozstvi uvolnéného tepla obdobné snizi dokonce i pfi
pridavku nadbytku hosta (tenhle efekt mizeme vidét jako ,,rovnou Cast* v pravé ¢asti grafu,
charakterizované vysokymi molarnimi poméry). Z titracni kfivky je poté pomoci

specidlniho programu (ORIGIN) dopocitana rovnovazna konstanta a standardni molarni
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entalpie reakce. Tento software navic dokdze urcit standardni odchylku na zaklad¢ miry

rozptyleni referenénich bodi kazdé titradni kiivky.

Typicky mikrokalorimetricky titracni experiment je podle velikosti rovnovazné konstanty
tvofen 15-25 pridavky hosta o konstantnim objemu (5-10 pl) do reakéni cely naplnéné
roztokem hostitele cyklodextrinu v t¢émz roztoku. Reakéni cela je izolovana od prostiedi a
jeji teplota je regulovéana na teplotu 5—10 °C nizsi, nez je teplota okoli, aby mohlo dochézet
k ochlazovani reakci vznikajiciho tepla. Tepelné zmény ziskané titraci musi byt korigovany
na ziedovaci teplo roztoku hosta v istém roztoku neobsahujiciho hostitele, které je
ziskdano dalS§im experimentem, pfi némz je pouzito stejného poctu ptfidavkii o témze
objemu, stejné koncentrace hosta a identické slozeni rozpoustédla jako ve
vlastnim titratnim experimentu. Zfed'ovaci entalpie ziskané pii kontrolnim experimentu

jsou algebraicky odecteny od vysledki ziskanych pii titracich. %

Pti experimentech vyuzivajicich ITC techniku rozeznavame dva mozné zdroje nadhodnych
chyb. Jedna zchyb je spojena snahodnym vychylenim experimentalnich bodi od
teoretické kiivky pii kazdém praktickém experimentu. Tato chyba je dusledkem zejména
tzv. Sumu (baseline noise), objemovych vykyvli jednotlivych ptidavkd ¢i velikosti
vydaného tepla pii jednotlivych pfidavcich. Jako ,,druhy typ* chyb jsou chyby, které nejsou
zpusobeny nedokonalosti pfistroje, jako napt. malé odchylky v koncentraci vzorku, pH ¢i

iontova sila.
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3 CYKLODEXTRINY

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy slozené z gluk6zovych jednotek. Nativni CD
vznikaji enzymatickou degradaci amylozy (ptisobenim enzymu
cyklodextringlykozyltransferaza). Nejhojnéji zastoupené trojrozmérné struktury byly
popsany jako a-, B-, y-, 0-, &- a 1- cyklodextriny, které obsahuji 6, 7, 8, 9, 10 a 14
glukozovych jednotek. V praxi jsou nejéastéji vyuzivany a-, B- a y- cyklodextriny.
Pyranozovy kruh kazdé glukézové jednotky je usporadan do *C, zidlickové konformace.

Glykozidova o-1,4 vazba je zodpovédna za konformaéni flexibilitu makrocyklu. *°

Kavita CD obsahuje na své vnitini ¢asti H3 a HS protony a glykozidové kyslikové atomy,
coz dodava kavit¢ hydrofobni charakter, zatimco ,zakladna“ kavity je lemoOvana
sekundarnimi (C2, C3) ¢i primarnimi (C6) hydroxylovymi skupinami, coz ma za nasledek

hydrofilni charakter okraji kavity. *°
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Obr. 5: Struktura cyklodextrinu

Velky vyznam cyklodextrinii spociva V jejich schopnosti formovat inkluzni komplexy
s jinymi molekulami, ionty ¢i dokonce radikéaly. CD jsou ¢asto oznacovany jako ,hostitel*
(H), jind molekula oznac¢ovana jako ,host (G), zpravidla mensi, mize vstoupit do této

kavity za vzniku inkluzniho komplexu. °
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Cyklodextriny obsahujici 69 glukoézovych jednotek svym tvarem piipominaji komoly
kuzel s dutinou. Molekuly CD, jez jsou tvofeny vice nez 9 glukézovymi jednotkami si
kvili napéti na glykozidovych vazbach jiz nedokazi udrzet kruhovy tvar, jsou timto
napétim deformovany do tvaru elipsy, jez je zakfivena do tvaru sedla. Tenhle tvar
makromolekuly se uplatiuje v CD o poctu glukézovych jednotek 14. Struktury CD
obsahujici vice gluk6zovych jednotek nabyvaji komplikovangjs$ich tvarti. Pfi formovani
komplexi mohou CD mirn¢ ménit strukturu kavity tak, aby mohly co nejlépe piijmout
hosta. Velikost kavity ma vliv na pevnost a orientaci pfechodného komplexu a taktéz

ovliviuje strukturu kone¢ného komplexu.15

3.1 Modifikované cyklodextriny

Chemickou modifikaci je mozné cilené ménit fyzikalné-chemické vlastnosti cyklodextrint.
Mnohé derivaty CD byly pfipraveny za celem zlepSeni jejich komplexotvornych vlastnosti
a scilem udé¢lat je vhodnymi pro rozlicné vyuziti. Nejcastéji jsou CD substituovany
vpozici 2, 3 anebo 6 a to alkylovymi, aldehydickymi, p-toluensulfonylovymi,

sulfopropylovymi a jingmi skupinami. *°

Hlavni ptedpoklad pro modifikaci CD je vysoka nukleofilita hydroxylovych skupin na
uhlicich C2, C3 a C6. Inicia¢nim krokem je elektrofilni atak téchto pozic. Z uvedenych tii
hydroxylovych skupin je —OH skupina na uhliku C6 nejvice bazick4 a nukleofilni, -OH
skupina na uhliku C2 je nejvice kyseld a —OH skupina na C3 uhliku je z téchto tfi nejméné
reaktivni, proto elektrofilni ¢inidlo nejprve atakuje polohu C6. Reaktivnéjsi ¢inidla atakuji

polohu C6 a zaroven C2 a C3.'

3.2 Vodikové vazby v molekulach cyklodextrinii

V krystalickém stavu cyklodextriny vytvafi intra- i intermolekularni vodikové vazby, které
je stabilizuji. V makromolekuldch, jez obsahuji 69 glukézovych jednotek jsou dvé
sousedni jednotky v Cis uspotfadani a sekundarni hydroxylové skupiny vytvareji vodikové
vazby. U ,,vétsich“CD jsou dvé sousedni jednotky v trans uspotadani, coz umoziuje vznik

vodikovych vazeb mezi 3-OH a 6-OH hydroxylovou skupinou.*’
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3.3 Vazby mezi hostem a hostitelem

Vnitini kavity cyklodextrinti obsahuji molekuly vody, které jsou obklopeny hydrofobni
,»Sténou* tvorenou zejména vodikovymi atomy. Tyto molekuly vody proto nemohou plné
vytvaret vodikové vazby a jsou energeticky mén¢ stabilni v porovnani s ,,normalnimi*
molekulami vody. Kdyz je host (vhodné velikosti a nejlépe hydrofobni povahy) ptfidan
k CD, molekuly vody v kavit¢ CD jsou nahrazeny molekulou hosta. Zaclenéni molekuly
hosta vyvolava zmény struktury v CD. Pokud cyklodextriny vytvaii komplex s molekulou,

v Yo v . . ¥ six ot vz v v 17
jez je vétsi nez prostor kavity, je tato molekula zanofena v kavité jen ¢astecné.

Molekuly hosta v€lenéné v molekule CD nejsou vazany kovalentné, ale jsou stabilizovany

vodikovymi vazbami, van der Waalsovymi silami, elektrostatickymi interakcemi atd. *’
Host ma tedy obvykle uritou miru ,,svobody* pro translaéni a rotaéni pohyby. *’

Vznik krystall z komplexti cyklodextrinii je fizen zejména uspofddanim molekuly CD,
protoze tato molekula ovlada intermolekularni vazby pro vytvoreni krystalické miizky.
Neexistuje vSak jen jeden druh struktury pro urcity typ cyklodextrinu, ale 1isi se dle

molekuly hosta. Rozeznavame tii struktury: kanalkovou, klecovou a vrstevnatou.

e Klecova struktura — tahle struktura je typickd pro relativné malé molekuly, které
mohou byt uzavieny v kavité hostitele. Oba konce kavity jsou uzavieny sousednimi
molekulami, ¢imzZ je vytvofena izolovana klec.

e Kanalkova struktura — tato struktura je tvofena linedrnim hromadénim CD kruht za
vzniku sloupct, jednotlivé sloupce maji mezi sebou ,.kanalky*. Rozezndvame dva
typy uspotadani CD v jednotlivych sloupcich: ,head-to-head” a ,head-to-tail®.
Struktura ,,head-to-head* je tvotfena linearnim uspotaddnim dimerd, kde dimer je
tvofen tak, Ze dvé kavity jsou k sobé obraceny stranami se sekundarnimi
hydroxylovymi skupinami a spojeny vodikovymi vazbami. Pokud je realizovana
struktura ,head-to-tail“, jsou molekuly CD orientovany tak, Ze primarni
hydroxylové skupiny jedné kavity jsou vodikovymi vazbami spojeny se
sekundarnimi hydroxylovymi skupinami kavity nasledujici.

e Vrstevnatd struktura — tato struktura byva ¢asto pozorovana v takovych ptipadech,
kdy je molekula hosta tak velikd, Ze ¢ast molekuly nemlze byt umisténa uvnitt
kavity. Kruhy CD jsou uspofadany tak, ze vytvaii vrstvy, kde dvé sousedni vrstvy

jsou posunuty o pil molekuly (vytvari tak jakysi vzor cihlové zdi). Ta cast
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molekuly, jez neni inkludovana v kavité, vy¢niva do mezimolekularniho prostoru a

dotyka se kavity v sousedni vrstve.!’

3.4 Komplexy p-CD

B-CD komplexuje siln¢ napiiklad nékteré steroidni derivaty. Kavita B-CD je pomérné dosti
Sirokd a dokéze axidlné inkludovat naftalenovy kruh. Adamantan a jeho derivaty tvoii ve

vodnych roztocich relativng silné komplexy s B-cyklodextrinem.’

Typ inkluze zavisi nejen na velikosti a tvaru molekuly hosta, ale i na jeho fyzikaln¢
chemickych vlastnostech. Neionogenni a/nebo hydrofobni malé molekuly zpravidla vytvari
s B-CD klecovou strukturu. Vrstevnata struktura je pozorovéna u triethylendiamini a

sulfothiazoli. Komplexy B-CD s 1é¢ivy zpravidla vytvateni strukturu kanalkovou.'’
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4 NUKLEARNI MAGNETICKA REZONANCE

vvvvvv

vV chemickém, biochemickém, biologickém a medicinském V}'/Zkumu.11

Tato spektralni metoda je v podstaté rezonanéni spektrometrie, pii které se interakci
radiofrekven¢niho zafeni méni stav jadernych spind. Tato interakce se uskuteéiuje
Vv pritomnosti silného homogenniho magnetického pole, které zpiisobuje energetické

rozstépeni hladin jednotlivych spinovych stavii.

Jadra atoml se vyznacuji rGznymi hodnotami spini v zavislosti na poc¢tu protonl a

neutroni v jadre.

e Jadra se sudym podtem protontl a neutronii maji spinové kvantové &islo 0 (He, *°C,
1°0,...). Tato jadra jsou nemagneticka.

e Jadra slichym poctem protonit a neparovym pocétem neutronti maji spinové
kvantové &islo 1 (°H, “N).

e Jadra s neparovym poctem protond nebo neutronti maji spinové kvantové ¢islo 1/2,

3/2,5/2 atd.... Napiiklad *H, !B, *'P, *ClI, "Br, ... (ref. 1819

Jadra atomu, jejichZ spinové kvantové c¢islo je nenulové, jsou schopna absorbovat
radiofrekvenéni zafeni v magnetickém poli, jsou tedy méfitelnd pomoci NMR

spektroskopie.?

Potfebné mnozstvi vzorku byvéa fadoveé nékolik miligrami. Vzorek nesmi byt znecistén
paramagnetickymi latkami (ionty Fe). Pii zakladni interpretaci 'H NMR spektra se piihlizi
k poloze signali (chemicky posun), k jejich intenzité a multiplicité. Spektrometry pracuji
s konstantni intenzitou magnetického pole, jehoz stalost se udrzuje ladénim na pritomnou

referentni latku, standart (zpravidla tetramethylsilan) nebo rozpoustédlo (,,lockOVémi“).19

Pti ozéfeni silnym radiofrekvenénim zéafenim dojde ke stavu nasyceni. Tento stav nasyceni
se vraci do vychoziho rovnovazného stavu procesem relaxace. Jsou to procesy, kterymi se

snizuje celkova energie spinti a dochézi k volnému zaniku indukce. *°

4.1 Chemicky posun

Pouziti NMR spektroskopie v chemii je zaloZzené na tom, Ze strukturné rtizna jadra téhoZz

prvku maji rdzné hodnoty rezonacnich frekvenci pii konstantni intenzité magnetického
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pole. Pri¢inou existence chemického posunu je rizné stinéni jader viici pasobeni vnéjsiho
magnetického pole. Tim dostavaji signaly riznych protont rtiznou polohu, kterd se
oznacuje jako chemicky posun. Chemicky posun se vyjadiuje jako rozdil mezi
rezonan¢nimi frekvencemi signali zkoumané latky a rezonan¢ni frekvenci signalu
standardni slouc¢eniny. Udava se nejéastéji v jednotkach o, jez odpovidaji 1 ppm (tj.lO‘6
vzhledem k magnetické indukci nebo k frekvenci). Hodnoty stupnice & rostou zprava
doleva, smérem K mens$i intenzité pole. Hodnoty chemického posunu pro 'H a Bc

spektroskopii se vztahuji na tetramethylsilan (TMS), ktery méa hodnotu & = 0. 1%

Poloha signélu je veli€ina citlivé i na nepatrné zmény struktury a je stejna jen pro skutecné
ekvivalentni atomy se stejnym okolim, pficemz se uplatiiuje i vliv nevazanych atoma. U
labilnich konformaci je magneticka ekvivalence zplsobena volnou otacivosti. Signaly
obecné splyvaji, jestlize je vymeéna rychlejsi nez rozdil chemickych posuntl vyjadieny ve
frekvencnich jednotkdch (Hz). Nabyva-li bariéra rotace vétSich hodnot, presmyk se

zpomali a ekvivalence se porusuje. *5*°

Chemické posuny protontl zavisi na vnitinich a vnéjSich vlivech.
a) Vngjsi vlivy
e Rozpoustédla — molekuly zkoumané latky vytvati s molekulami rozpoustédla
kolizni komplexy, pfi kterych nastava pienos naboje.
e Teplota — Pfi zménach teploty pii méfeni spekter Ize pozorovat nové signaly, které
mohou byt zptisobeny rotacnimi izomery, konformery, tautomery,..

e Vodikové vazby — je-li proton zapojeny do vodikové vazby, nastava v spektru

posun signalu k vy§§im hodnotam 6 v porovnani se signalem volného protonu.
b) Vnitini vlivy

e Elektronové efekty — souvisi s indukénim efektem atomu nebo skupiny, na kterou je
navazany proton. Cim je proton navazany na elektronegativngjsi atom nebo
elektronakceptornéjsi skupinu, tim mensi je stinéni elektrony (tzn., ze jeho
rezonanc¢ni signal lze zjistit pii vyssi hodnoté 3).

e Diamagnetické anizotropni efekty — K stinéni protond piispivaji i magneticka pole,
ktera wvznikaji v dasledku elektrickych proudt indukovanych v elektronovych

obalech atomii nebo skupin, které jsou v sousedstvi protonu.
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e Van der Waalsovo odpuzovani — jsou-li protony blizko u sebe, miize se projevit
jejich van der Waalsovo odpuzovani. Rezonan¢ni signal protonu se pak pozoruje

pi niz§ich hodnotéch §. 1%

4.2 Intenzita signalu

Druhym vyznamnym faktorem spektra 'H NMR je integrovana intenzita signalu, ktera je
umérna poctu ekvivalentnich atomii vodiku. U rozstépenych pasi je tfeba integrovat cely
multiplet. Intenzitu spektralnich pasi charakterizuje plocha S, ktera je pod signalem.***8
Intenzitu signalu, predstavovanou integrovanou plochou zakresluji pfistroje pfimo do

spektra.'®

V NMR spektrech nepozorujeme pouze jednoduché spektralni pasy (singlety), ale i
dubletové, tripletové az multipletové spektralni pasy. Pfi¢ina tohoto §tépeni je nepifima
interakce mezi spiny jader, pfi které nastava vzajemné magnetické plisobeni mezi jadry,
respektive skupinami jader. Tato interakce se uskuteciiuje prostfednictvim vazebnych
elektront. Zakladnim principem interakce mezi spiny jader je magneticka polarizace spint

a elektroni.?°

Na ur€eni poctu ¢ar v multipletu existuji tato pravidla

a) Jestlize je rozdil v chemickém posunu interagujicich jader nulovy, splynou signaly do
jednoho rezonan¢niho signalu (singlet). Ekvivalentni protony poskytuji ostré singletove

signaly, jestliZze na sousednim atomu nejsou navdzané protony.

b) Jakmile jsou na sousednim atomu navazany protony, 1ze multiplicitu signalit m vypocitat

dle vztahu:
m=n+1,
kde:
m...pocet car v multipletu
n...pocet ekvivalentnich protonti navazanych na sousedni atomy *’

Podstatnd zména NMR stinéni, které mizeme pozorovat pfi formovani komplexii host-
hostitel, je hlavni pfi¢ina, pro¢ je tato technika zdaleka nejvyznamnéj$i metodou méfeni

asociacnich konstant a je také Casto vyuzivana pro charakterizovani konformaci téchto
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komplexti. Vodikové atomy jsou na rozdil od téch uhlikovych umistény na krajich

molekul, a proto jsou vice vystaveny intermolekularnimu stinéni. *

Velkou vyhodou NMR spektroskopie je ziskani nékolika nezavislych signalt, které mohou
byt pouzity pro vyhodnoceni supramolekuldrnich rovnovah. Pouzitim vhodnych metod
mizeme ziskat asociacni konstanty K, které se zpravidla lisi méné nez o 10 %. Odchylka
+1 % mulze byt zavad¢jici a mize zakryvat ve skutecnosti mnohem niz§i piesnost, a to
kvili nespravné zvolenym titratnim podminkam a/nebo systémové chybé. Jestlize je
odchylka vétsi nez 10 % mezi asociaénimi konstantami ziskanymi pomoci riznych signald,
jez jsou pozorovany, musi byt pozménén vypoctovy model. Ve vodikovych vazebnych
asociacich jsou samoziejmé nejvEétsi posuny pozorovany u protond ucCastnicich se
vodikovych vazeb. Tyto posuny vSak mohou byt zdroven rozmazané/zastfené kvili vyméné

s jinymi protony (napf. z rozpoustédla) a/nebo stopami kyselin & zasad. ™

V ptipadé rychlé vymény, kterd je tak typickd pro supramolekularni komplexy latek s CD,
ziskame pouze jeden ostry signal v stfedni primérné vazené pozici mezi signaly volnych a
komplexovanych molekul. V ptipadé rychlé vymény, mliZeme ziskat zaroven s asociacni
konstantou CIS (kompletaci indukovany posun) hodnotu pro pIlné¢ komplexovany stav.
Srovnani této hodnoty s pfedpokladanymi daty nam muze také pomoci rozhodnout, zdali
nekteré posuny a prislusné asociacni konstanty jsou ovlivnény ,,znecisténim* kyselinami ¢i
zasadami. Pro slabs$i komplexy je nutné pouzit pro tuto metodu vyssi koncentrace, které
v§ak mohou zménit objemové vlastnosti roztoku a tim také ovlivni skute¢né CIS a
Khodnoty. Na druhou stranu, CIS hodnota miZe byt vypocitina zjediného méfeni
S jednou presné znamou koncentraci, pokud je zndma asociacni konstanta nebo tato
konstanta mize byt spolehlivé uréena z jinych dat. Ackoli pouhé jedno méfeni umoziuje
urcit CIS, je vhodné pouzit k jejimu urceni nejméné dvé meéteni. Metoda ziskani posunil
molekul hosta i hostitele z jediného méfeni je obzvlast dulezita, jestlize rotace systému je
tak slozitd, ze nelze pozorovat vSechny signdly v bézném jednorozmérném spektru nebo
jestlize pomér signal/Sum je nedostatecny k tomu, aby probéhla cela ¢asove naroc¢na titrace.
V takovémto piipadé ndm dovoluje dvourozmérna technika méfeni jako je COSY

analyzovat mnoho piekryvajicich se signali.™

4.3 Rozpoustédla v 'H NMR

Pfi praktickém provedeni se studuji latky v roztocich, vétsinou koncentrovangjsich.?
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Podminkou pouziti rozpoustédla je, aby bylo chemicky inertni, dobfe rozpoustélo
zkoumanou latku, magneticky izotropni a neobsahovalo magneticky neekvivalentni

vodikové atomy. 20

Tetrachlormetan ¢i sirouhlik nevytvaii zadny rezonancni signal. Aceton, chloroform,
DMSO, benzen, kyselina trifluoroctova, dioxan ¢i voda poskytuji jeden rezona¢ni signal.
Deuterovana rozpoustédla jako je chloroform-d, aceton-ds, DMSO-ds, benzen-dg, pyridin-
ds apod. nedavaji rezonan¢ni signal. Obsahuji vSak malé mnozstvi nedeuterovanych
molekul, a proto se ve spektru mize objevit tzv. rezidualni signal ptislusSnych protont,
které je tfeba pfi interpretaci eliminovat. Pfi pouziti deuterovanych rozpoustédel jako je
tézka voda DO, ethanol-ds a jinych, se protony navazané na heteroatomech (O, N, S)
zkoumanych sloucenin substituuji deuteriem, coz zpusobi vymizeni signdlu a zruSeni
spinovych interakci.”’

Nejuzivangj$im deuterovanym rozpoustédlem je CDCls. 18.19

4.4 3C NMR spektroskopie

Velky vyznam ma i *C NMR spektroskopie, pracujici s pfirozenou koncentraci tohoto
izotopu. V bézném spektru je kazdy signal §tépen hlavné protony vazanymi na dany atom
C. Toto $tépeni je mozno dekaplingem zrusit, takZze se ztrati informace o poctu
navazanych protond, ale dojde ke zvySeni relativni intenzity signdlu vici Sumu. Pfi
dekaplingu dochazi k ozafeni vzorku sekundarnim zdrojem o frekvenci ur¢itého signalu,
dojde k nasyceni a ,,vymazani* tohoto signalu ze spektra. Soucasné splynou multiplety,
jejichZ rozstépeni bylo vyvolano timto signdlem. V praxi se pii méfeni BC NMR spekter
pouziva Sirokopasmovy dekapling (tzv. broad-band decoupling) a vSechny signaly uhlikt
jsou pozorovany jako singlety. Tento pfistup zvysuje citlivost méfeni (vysku signédlu nad

Sumem), nebot’ nedochézi k rozméliiovani intenzity signalu do ptipadného multiple‘cu.19

4.5 Urceni vazebné konstanty

Formulace komplexii mezi hostem a hostitelem je zakladni a dudlezity proces
Vv supramolekularni chemii. Selektivita v komplexaci je dulezita vlastnost v urovani
molekularni rozpoznavaci schopnosti molekuly hostitele, ktera rozliSuje mezi riznymi

druhy hosta. 2
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Hlavni zpGsob urcCeni vazebné konstanty je zaloZzen na jednoduchém vazebném

rovnovazném modelu:
a.H+b.G == C
pak plati:

[€]
([H], = a.[C])® .([G],- & .[C])®

K =

kde:

a,b...stecheometrie
C...komplex
[C]...koncentrace komplexu

[H]o, [G]o...proménné, které 1ze nastavit jako experimentalni podminky

45.1 Urceni vazebné konstanty pomoci NMR spektroskopie

K uréeni stechiometrie se nejcastéji pouziva Continuous variation method (Job's plot). Pti

pouziti této metody musi byt dodrzeno:
e udrzeni sumy [H]o a [G]o konstantni (o)
e zmeéna [H]pod 0 do a
e moznost zjisténi [C]
e zpracovani dat (Job’s plot)

Stecheometrie (ﬁ} je ziskana ze soufadnice x v maximu kfivky (viz Obr. 12), kde y =

[H],

[Clax=m Sy

Z této rovnice (X = i ) vyplyva, ze pii komplexaci 1:1 nabyva x

hodnoty 0,5, nebot’ a =b =1. V ptipadé komplexace 1:2 x =0,333. 2

Koncentrace komplexu byva zpravidla obtizné zjistitelna s dostateCnou piesnosti, proto se
pouziva misto této hodnoty néjaky experimentalné dostupny parametr. V piipadé NMR a
rychlé vymény to byva zpravidla rozdil chemickych posuni pro sledované jadro
v nekomplexovaném stavu a v roztoku komplexu, tedy |[5-3¢| vyndsobeny molarnim

zlomkem komponenty komplexu obsahujici sledované jadro. 2



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

28

II. PRAKTICKA CAST
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5 PRISTROJE A VYBAVENI

Pro kvalitativni i kvantitativni analyzu reakénich smési byl pouzit plynovy chromatograf
s kvadrupdlovym hmotnostnim detektorem Shimadzu GC-MS QP2010, kolona Supelco
SLB-5ms 30m x 0,25mm x 0,2 um. Teplotni program: 100 °C/5 min; 25 °C/ min; 250 °C.
Teplota nasttiku 250 °C. Nosny plyn: He. lontovy zdroj: 200 °C, 70 eV. Analyzy byly
provadény v rezimu konstantni linearni rychlosti 40,8 cm/s. Teploty tani byly naméteny na
Koflerové bloku a nejsou korigovany. IC spektra méfena na piistroji Nicolet technikou KBr
tablet. Spektra NMR byla méfena na ptistroji BRUKER AM-300 pii frekvenci 300 MHz
pro *H a 75,5 MHz pro 3¢, jako inertni standart bylo pouzivéano rozpoustédlo.

Termodynamika interakci byla studovana na piistroji MicroCal VP-ITC s reakéni celou o
pracovnim objemu 1,4 ml, automatickou byretou o objemu 250 pl. Experimenty byly

provadény pii teploté okolo 303,00 K.

ESI-MS analyza byla provedena na Esquire LC ion-trap hmotnostnim spektometru (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) vybaveného ESI zdrojem. Roztok vzorku (8,8 um
Vv rozpous$tédle methanol-voda, 1:1, v : v) byl vstiiknut do iontového zdroje 0 rychlosti
pritoku 3 pL/min skrz kovovou kapilaru a za vysokého napéti (£3,5 kV). Dalsi
instrumentalni podminky byly nasledujici: teplota susiciho plynu 250 °C, rychlost pritoku
susiciho plynu 5 dm®min, tlak atomizéru 41,37 kPa. Jako susici i rozprasujici plyn byl
pouzit dusik. Napéti na skimmeru a oktop6lu bylo upraveno a optimalizovano pted kazdym

experimentem.
Komer¢ni B- a a- CD byl susen do Am = 0 pfi teploté 328,0 K a tlaku 27 kPa.

Vsechny pfipravené vzorky ligandi i roztoky cyklodextrinti byly pfed méfenim vzdy

odplynény na pfistroji ThermoVac pfi teploté 300,0 K.
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6 PRIPRAVA LATEK
6.1 N-acetyl-2-(1-adamantyl)-1-[(4-aminomethyl)fenyl]ethan-1-on

6.1.1 Acetylace 2-(1-adamantyl)-1-[(4-aminomethyl)fenyl]ethan-1-onu

0 0
Ac,0O, pyridin
1h,25°C H
NH, NY
1b © 2p

192,8 mg (0,6808 mmol) vychozi latky bylo smichano s2 cm® pyridinu a 0,2 cm®

acetanhydridu. Smés byla michana za laboratorni teploty pod CaCl, uzavérem po dobu 1 h.
Pribéh reakce byl sledovan TLC. Po vymizeni vychozi latky byla reakéni smés vlita na led,
kdyz led roztal, byla ptfidana rozpoustédla DEE : HEX (v poméru 2 : 1), vSe bylo
kvantitativné pievedeno do délicky a smés byla 4 x promyta danymi rozpoustédly. Poté
byly organické podily spojeny a promyty vodnym roztokem NaHCOs3, 5% roztokem HCI,
destilovanou vodou s malym mnozstvim DEE a nasycenym roztokem NaCl a vysuSeny nad
Na;SOs. Rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO. Byl ziskan svétle Zluty olej, ktery byl
rozpu$tén v hexanu a byl nechan krystalizovat v mrazaku pii —18 °C. Smés byla poté

prefiltrovana pies fritu, byly ziskany bilozluté krystalky. Vytézek byl 43 %.

Bod tani: 84-88 °C

EI-MS: 41(8); 43(16); 77(14); 79(20); 93(13); 105(17); 106(15); 135(17); 176(55);
253(10); 266(100); 267(22) m/z (%).

'"H NMR (DMSO/D;0): & = 1,50 (dd, 12H, CHz(Ad)); 1,82 (s, 3H, CH,(Ad)); 1,88 (s, 3H,

COCHsa); 2,50 (t, 1H, NH); 2,66 (s, 2H, CH2(Ad)); 4,27 (s, 2H,CH>NH); 7,32 (d, 2H, Ph),
7,85 (d, 2H, Ph) ppm.

13C NMR (CDCl3): & = 23,3 (CH), 28,9 (CHs); 34,2 (C); 37,0 (CH,); 43,2 (CH,); 43,4 (C);
51,5 (C); 127,8 (CHs); 129,0 (CH3); 138,3 (C); 143,5 (C); 170,3 (C); 200,5 (C) ppm.
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IR (KBr): 3261 (s); 3079 (s); 2903 (s); 2844 (s); 2673 (w); 2655 (w); 1652 (m); 1609 (m);
1561 (s); 1426(m); 1371 (s); 1350 (w), 1286 (s); 1263 (s); 1214 (m); 1100 (m); 1027 (s);
983 (m); 915 (w); 813 (m); 771 (m); 623 (w); 585 (s); 511 (m) cm™.

6.2 N-acetyl-(1-adamantyl)-[(4-aminomethyl)fenylJmethanon

6.2.1 Redukce (1-adamantyl)-[(4-azidomethyl)fenylJmethanonu

N,
W Fe MeOH, HCI W
170h 25°C, -N,
(6]

K 195,8 mg (0,6629 mmol) 1-adamantyl-)-[(4-azidomethyl)fenylJmethanonu bylo pfidano
40 cm® cca 0,05M methanolické HCl a 158 mg (2,843 mmol) Zeleza. Smés byla michana
za laboratorni teploty pod CaCl, uzavérem. Reakéni smés byla monitorovana pomoci TLC.
V priibéhu reakce byla také kontrolovana kyselost, postupné byly pfidany 2 cm® konc. HCI.
Vzdy po spotfebovani veskerého zeleza bylo pfidavano cca 50 mg (0,8953 mmol) dal§iho
Fe az do skonceni reakce. Reakce probihala 170 h. Reakéni smés byla zalkalizovana cca
10% NaOH. Vznikla smés byla pfevedena do délici nalevky a promyta 10 x 20 ml
DEE:HEX (1:1). Organické podily byly spojeny a promyty NaCl, vysuSeny nad Na;SOa.
Rozpoustédlo odpafeno na RVO. 1-adamantyl-[(4-aminomethyl)fenyl]methanon 1c byl
ziskan jako zluty olej. Vytézek byl 70 %.

EI-MS: 79(18); 93(16); 105(5); 106(6); 107(10); 134(20); 135(100); 136(11); 252(10) m/z
(%).

6.2.2 Acetylace (1-adamantyl)-[(4-aminomethyl)fenylJmethanonu

NH, o N/ﬁ\
Ac,O pyridin H
2 hod, 25 °C
(0] (0]
1c 2c
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125,6 mg (0,4666 mmol) vychozi latky bylo smichano s 1,256 cm® pyridinu a 0,1256 cm®
acetanhydridu. Smés byla michana za laboratorni teploty pod CaCl; uzavérem po dobu 2 h.
Pribéh reakce byl sledovan TLC. Po vymizeni vychozi latky byla rekéni smés vlita na led,
po roztani ledu byl pfidan DEE a vSe bylo kvantitativné pievedeno do délicky, smés byla 4
x promyta DEE. Pii posledni extrakci bylo pfidano malé mnozstvi hexanu. Organické
podily byly spojeny, promyty vodnym roztokem NaHCOj3, 5% roztokem HCI, destilovanou
vodou s malym mnozstvim DEE a roztokem NaCl, vysuSeno nad Na,SO,4. Rozpoustédlo
odpaieno na RVO. Byl ziskéan svétle Zluty olej, ktery byl pteciStén na koloné s mobilni fazi

PE:EA 1:1. Olej v mrazaku pti —18 °C zkrystalizoval. VytéZzek byl 40 %.

Bod tani: 114-117 °C

EI-MS: 43(6); 67(7); 79(20); 89(5); 91(5); 93(15); 107(10); 135(100); 176(8); 311(9) m/z
(%).

IH NMR (DMSO/D;0): & =1,74 (m, 6H, CHs+Ad); 1,98 (d, 6H, Ad); 2,05 (m, 6H, Ad);
4,44 (d, 2H, CH,); 6,10 (s, 1H); 7,27 (d, 2H, Ph); 7,51 (d, 2H, Ph) ppm.

3C NMR (CDCls): 8 = 23,3 (CH); 28,3 (CH3); 36,7 (CH.); 39,3 (CH,); 43,5 (C); 47,1
(C); 127,6 (CHs); 138,9 (C); 140,7 (C); 170,9 (C); 209,8 (C) ppm.

IR (KBr): 325 (s); 3085 (s); 2904 (s); 2848 (s); 2658 (m); 1686 (s); 1646 (s); 1612 (m);
1548 (s); 1452 (s); 1421 (m); 1406 (w); 1375 (m); 1344 (w); 1292 (s); 1273 (s); 1237 (s);
1180 (m); 1122 (m); 1099 (m); 989 (s); 931 (m); 837 (w); 742 (s); 687 (m); 641 (s); 595
(s); 495 (s) cm™.

6.3 N-acetyl-2-(1-adamantyl)-1-[(3-aminomethyl)fenyl]ethan-1-on

6.3.1 Priprava Grignardova ¢inidla

M
@VBF - @VMQE“

DEE, 2h,35°C

0,6358 g (21,16 mmol) hot¢iku a malé mnozstvi jodu bylo v batice zahiivano na teplotu

170 °C az do vystupu ruzovych par. Poté co se pary piestaly uvoliovat, bylo do vychladlé
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banky ptes septum piidano 20 cm® DEE. Smés byla na vodni lazni zahfata k varu.
Nasledné¢ byl stiikackou po kapkach piidanl-adamantylmethylbromid (21,8 mmol),
rozpustény v 5 cm® DEE. Po piidani veskeréhol-adamantylmethylbromidu byla reakcni
smés michana a zahtivana jesté 1 h. Reakcni smés byla po vychladnuti pfevedena kanylou
do vyzihaného a argonem promytého valce. Poté byla acidimetrickou titraci stanovena

koncentrace pripraveného Grignardova ¢inidla.

6.3.2 Priprava 2-(1-adamantyl)-1-[(3-methyl)fenyl]ethan-1-onu

Cl
(0]
Z@v \@/&O LiCl, Cucl, AlCI,
MgBr
THE, 1,5 h, -5 °C

Do tiihrdl¢é banky promyté argonem bylo pfidéno 24,5 cm® predestilovaného THF.

Postupné (po rozpusténi predchoziho) byly pridavany slozky katalyzatoru v nasledujicim
pofadi: LiCl (37,8 mg, 0,7362 mmol), CuCl (36,8 mg, 0,3681 mmol) a AICl; (51 mg,
0,3681 mmol). Po rozpu§téni posledniho chloridu bylo pfidano 1,63 cm® 3-methyl
benzoylchloridu (12,27 mmol). Reakéni smés byla ochlazena na —5 °C (pomoci smési led +
voda + NaCl), pfidano veSkeré Grignardovo <¢&inidlo (12,27 mmol) pfipravené
Vv pfedchozim bod¢ a za stalého chlazeni byla reakéni smés michana jest¢ 5 min. Poté byl
led odstranén a smés byla michana jeSt€ 1 h za laboratorni teploty. Dale bylo ptidano 50

cm?® 1M-HCI a michéano dalgich 15 min.

Reakéni smés byla promyta 3 x 20 cm® DEE, organické podily spojeny a 3 x 15 cm®
extrahovany K,CO3; a 1 x NH4Cl. Spojené etherové podily byly suseny nad Na,SO,4. Po
odpafeni rozpoustédla na RVO bylo provedeno precisténi pomoci sloupcové
chromatografie v mobilni fazi PE - ziskan 1,2-bis(1-adamantyl)ethan, poté mobilni faze
zménéna na PE:EA 1:1 — ziskan pozadovany 2-(1-adamantyl)-1-[(3-methyl)fenyl]ethan-1-
on. Vytézek byl 92 %.

EI-MS: 41(6); 65(9); 77(6); 79(10); 91(40): 92(8); 93(8): 119(100): 120(9); 135(18);
253(19); 268(33); 269(7) M/z (%).
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6.3.3 Priprava 2-(1-adamantyl)-1-[(3-brommethyl)fenyl]ethan-1-on

o} 0
N-bromsukcinimid
CCla, 27 h, 80 °C Br

K 2,3329 g (8,858 mmol) 2-(1-adamantyl)-1-[(3-methyl)fenyl]ethan-1-onu bylo ptidano 16
cm® piedestilovaného CCls, 1,577 g (8,858 mmol) N-bromsukcinimidu a katalytické

mnozstvi dibenzoylperoxidu. Reakéni smés byla osvécena wolframovou lampou a
zahfivana na olejové lazni k varu (pod zpétnym chladicem), michano pod CaCl; uzavérem.
Aktudlni stav reakéni smési byl kontrolovan pomoci TLC a GC-MS. Po 8,5 hod jiz
nedochazelo k pfeméné dalsi vychozi latky, pfestoze bylo zreagovano teprve 55 % vychozi
latky, proto bylo pfiddno malé mnozstvi dibenzoylperoxidu. I ptfesto nedoslo k uplnému
zreagovani vychozi latky, bylo proto do reakéni smési pfidano 10 % N-bromsukcinimidu a
po dvou hod dalsich 5 %. Reakce byla ukonc¢ena po 27 hodinach zahiivani. Reakéni smés
byla piefiltrovana ptes fritu a filtrat odpafen na RVO. Surovy produkt byl ziskan jako
hnédy olej. Vytézek byl 97 %.

E1-MS: 41(8); 65(5); 77(8); 79(16); 81(5); 89(11); 90(25); 91(26); 92(9); 93(15)"; 105(6);
107(6); 118(15); 119(33); 133(7); 135(36); 197(17); 199(17); 253(13); 267(100); 268(25)
miz (%).

6.3.4 Priprava 2-(1-adamantyl)-1-[(3-azidomethyl)fenyl]ethan-1-onu

0 0
NaN,
Br N,
aceton, 3,5 h, 60 °C, -NaBr

K25431 g (7,323 mmol) 2-(1-adamantyl)-1-[(3-brommethyl)fenyl]ethan-1-onu bylo

ptidano 15 cm® acetonu a 7,13 g ( 73,24 mmol) NaNs. Vznikla smés byla zahtivdna na
olejové lazni (pod zpétnym chladicem) k varu, pod argonovou atmosférou. Reakce
probihala 3,5 h. Po skonceni rekce byla pfidana destilovana voda, aby doslo k rozpusténi
nezreagovaného NaNj a takto vznikla smés byla kvantitativné pfevedena do délici nalevky

a extrahovéana 4 x 20 cm® DEE. Organické podily byly spojeny a suSeny nad Na,SO4. Po
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odpareni rozpoustédla na RVO obsahoval surovy produkt velké mnozstvi vody, proto byl
rozpu$tén v hexanu a opét suSen nad NaySO4. Po odpatfeni hexanu byl ziskan hnédy ole;j,
ktery byl nasledné precistén pomoci sloupcové chromatografie v mobilni fazi PE:EA 16:1.
2-(1-Adamantyl)-1-[(3-azidomethyl)fenyl]ethan-1-on byl ziskan jako nazloutly olej ve
vytézku 55 %.

6.3.5 Redukce 2-(1-adamantyl)-1-[(3-azidomethyl)fenyl]ethan-1-onu

o o)
N Fe, MeOH, HCI
* 170h,25°C, N, NH
1d

K 1,2447 g (4,023 mmol) azidu bylo ptidano 65,5 cm® 0,5M methanolické HCl a 1,0044 g

(17,98 mmol) zeleza. Smés byla michana za laboratorni teploty pod CaCl, uzavérem.

Reak¢ni smés byla monitorovana pomoci TLC. Reakce byla skoncena po 3,5 h. Reakéni
smés byla zalkalizovana cca 8% NaOH. Vznikla smés byla pfevedena do délici nalevky a
promyta 10 x 20 cm® DEE:HEX (1:1). Organické podily byly spojeny a promyty NaCl,
vysuseny nad Nap;SO4. Rozpoustédlo odpateno na RVO. Byl ziskédn nazloutly olej, ktery
byl poté precistén sloupcovou chromatografii v mobilni fazi CHCIl3:MeOH 1:3. Byl tak
ziskéan 2-(1-adamantyl)-1-[(3-aminomethyl)fenyl]ethan-1-on (1d) ve vytézku 80 %.

EI-MS: 41(14); 53(6); 55(10); 67(10): 76(6): 77(37); 79(32); 81(7); 89(7); 91(16); 92(6);
93(15); 104(11); 105(14); 106(25); 107(9); 118(19); 119(6); 134(100); 135(31); 253(11);
266(53); 267(11) m/z (%).

6.3.6 Acetylace 2-(1-adamantyl)-1-[(3-aminomethyl)fenyl]ethan-1-onu

o}
o) - o
Ac,0, pyridin Jk
NH, 2h, 25 °C N
1d 2d
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K 415,7 mg (1,467 mmol) 2-(1-adamantyl)-1-[(3-aminomethyl)fenyl]ethan-1-onu 1d bylo
ptidano 4,157 ecm® pyridinu a 0,4157 cm?® acetanhydridu. Dale postup stejny jako u 2.2.3.2..
Odpatenim rozpoustédla na RVO byla ziskana bilé krystalicka latka. Vytézek byl 74 %.

Bod tani : 115-120 °C

EI-MS: 43(18), 55(5), 67(11), 73(5), 77(23), 79(33), 81(8), 89(8), 90(7), 91(18), 43(18),
92(6), 93(22), 104(3), 105(18), 105(35), 107(17), 118(26), 119(11), 134(13), 135(100),
136(11), 148(20), 149(9), 172(7), 176(73), 177(8), 190(10), 253(93), 254(19), 266(65),
267(14), 325(5) m/z (%).

'H NMR (DMSO/D;0): § = 1,66 (m, 12H, CHo(Ad)); 1,94 (s, 3H, CHa); 2,04 (s, 3H);
2,70 (s, 2H); 4,47 (d, 2H, CH,NH); 6,16 (s, 1H); 7,41 (m, 2H, Ph); 7,82 (d, 2H, Ph) ppm.

3C NMR (CDCl3): & = 23,4 (CH); 28.9n (CHs); 34,2 (C); 37,0 (CH,); 43,4 (CH,); 43,6
(C); 51,5 (C); 127,6 (CH); 129,0 (CH); 132,3 (CH); 139,2 (C); 170,4 (C); 200,3 (C) ppm.
IR (KBr): 3251 (s); 3077 (S); 2990 (w); 2905 (s); 2846 (S); 2674 (w); 2660 (w); 1672 (S);
1644 (s); 1600 (m); 1553 (s); 1437 (s); 1371 (m); 1290 (m); 1251 (m); 1026 (m); 803 (w);
760 (m); 582 (w); 515 (m) cm™.

RTG: viz ptiloha P1
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7 TERMODYNAMIKA INTERAKCI

Pro méfeni termodynamiky interakci (acetylovanych) amind s f-CD byly do vialek
piipravovany roztoky ligandii o objemu 2 em®. Jako rozpoustédlo byla vyuzivana smés
DMSO:H,O vpoméru 3:1 (v:v). Déle byl pfipraven roztok cyklodextrinu, ktery byl

rozpustén v téze smési rozpoustédel. Roztok B-CD byl pfipravovan do odmémé banky o

objemu 25 cm®. Jeden experiment byl tvofen dvémi titracemi a jednim zfed'ovanim.

Tab. I: Pfipravené amino derivaty

poloha na
benzenovém
kruhu
la 0 m H
1b 1 p H
1c 0 p H
1d 1 m H

N—R
H

Tab. Il: Pfipravené N-acetylované derivaty

poloha na

\ R
benzenovém
kruhu
2a 0 m COCH3
2b 1 p COCHj3;
2C 0 p COCHs3
2d 1 m COCHj3;

Tab. 111:Vychozi koncentrace latek

koncentrace koncentrace
B-CD ligandu
[mM] [mM]
1b 0,3183 3,3892
2a 0,9536 7,05283
2b 0,9536 10,5687
2C 0,9611 10,4841
2d 0,9387 9,4827
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Latky obsahujici ve své struktufe 1-adamantyl(benzyl)aminy se vyuzivaji ve vyrobé 1éciv.
Vzhledem Kk vysoké lipofilit¢ adamantanu miuize dochazet k rychlejSimu pronikani 1é¢ivych
latek skrze biomembrany, rozpustnost ve vodé muize byt vyznamné zvySena prave
vytvofenim komplexu s B-CD. Zkoumani komplexi amino derivatd s cyklodextriny
pomaha ptredpovédét chovani syntetizovanych 1éCivych latek osahujicich tento skelet pfi
komplexaci s B-CD. V ptipadé¢ potieby pak lze vzniklé problémy feSit jiz na této
elementarni trovni a usetfit tak ¢as, ndmahu a v neposledni fad¢ finan¢ni prostredky, které
by byly spojené s pfipravou téchto 1é¢ivych latek. Dalsi vyhodou téchto pokust je, ze
dokézeme ptesnéji lokalizovat mozny zdroj problémt, vime-li, Ze interakce amino derivata

s B-CD je bezproblémova.

8.1 Priprava latek

8.1.1 N-acetyl-2-(1-adamantyl)-1-[(4-aminomethyl)fenyl]ethan-1-on

Acetylace aminu 1b byla provadéna reakci s acetanhydridem a pyridinem, kde pyridin
slouzi k navazani uvoliujici se kyseliny octové. Reakce byla provadéna za ptitomnosti
suSidla CaCl,, aby nedochazelo k jiméani vody do reakéni smési. Po skoneni reakce byla
smés vlita na led, acetylovany amin byl z vodného roztoku extrahovan smési DEE:HEX.
Organicky podil byl poté vzdy promyty NaHCOj3; (zneutralizovani ptebyte¢nych kyselin),
5% HCI (zbaveni se piebyte¢ného pyridinu), destilovanou vodou s malym mnozstvim DEE
(odstranéni zbyvajicich, dosud neodstranénych kyselin kyselin) a roztokem NaCl
(odstranéni zbytku vody, ktery mohl v organickém podilu zistat po extrakci). SuSenim nad
Na,SO, byly odstranény posledni zbytky vody. Vytézek cinil jen 43%. Patrné doslo
k velkym ztratam pii extrakcich, nebot’ bylo pouzito malé mnozstvi vychozi latky. Ur¢ité

mnozstvi pozadované latky patrné nevykrystalizovalo a ptfeslo do mate¢ného louhu.

8.1.2 N-acetyl-(1-adamantyl)-[(4-aminomethyl)fenylJmethanon

Ptiprava aminu 1c probihala pfidanim methanolické HCI a pentakarbonylovaného zeleza
K prislusnému azidu. Rychlost reakce zavisela na mnozstvi HCl v methanolu. V tomto
pfipadé byl pouZzit méalo koncentrovany roztok, a proto reakce probihala pomérné dosti

dlouhou dobu. V priubéhu reakce bylo nutné kontrolovat kyselost smési. pH smési bylo



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

ur¢ovano pH papirky. Pii zjisténi nedostatecné kyselosti byla ke smési ptidana
koncentrovana HCI. Po ukonceni reakce bylo pH smési pirevedeno do alkalické oblasti a
tento roztok byl peclivé promyty DEE:HEX 1:1 a ziskany organicky podil byl promyty

koncentrovanym roztokem NaCl. Vytézek ¢inil 70 %.

Acetylace aminu 1c byla provadéna shodnym postupem jako v bodé¢ 3.1.1.1.. Rozdilem
bylo, ze amin 1c byl z reak¢éni smési extrahovan nikoliv smési DEE:HEX, ale pouze DEE,
ke kterému bylo pfi poslednim promyti DEE pifidano malé mnozstvi HEX. Pfi piidani
vétsiho mnozstvi HEX dochdzelo ke srazeni. Ziskany surovy amid 2¢ bylo nutné piecistit
na sloupcové chromatografii. Vytézek €inil jen 40% patrn€ proto, Ze jiz mnozstvi vychozi
latky bylo nizké a ztraty zpuisobené pii manipulaci s roztoky byly tudiz relativné vysoké.

cv w7

odstranéni smési produkt-necistota, které by byly obtizné dé¢litelné.

8.1.3 N-acetyl-2-(1-adamantyl)-1-[(3-aminomethyl)fenyl]ethan-1-on

Pro ptipravu N-acetyl-2-(1-adamantyl)-1-[(3-aminomethyl)fenyl]ethan-1-onu 2d bylo nutné
ptipravit Grignardovo ¢inidlo. Toto ¢inidlo bylo pak vyuzito pro piipravu 2-(1-adamantyl)-
1-[(3-methyl)fenyl]ethan-1-onu. Reakéni smés obsahujici tuto latku byla extrahovana DEE.
Tento ethericky podil byl nasledné promyt K,COj3 (zbaveni kyselin) a NH4Cl (odstranéni

méd’natych iontll). Reakce probihala pod argonovou atmosférou. Vytézek Cinil 92 %.

Produkt této ptipravy byl pfeciStén na sloupcové chromatografii. Pie€istény produkt byl
pouzit k radikalové bromaci pomoci N-bromsukcinimidu. Vznik radikali byl iniciovan
katalyzatorem dibenzoylperoxidem, zahfatim a osvicenim wolframovou lampou. CaCl;
zabranil pfistupu vzdusné vlhkosti do reakéni smési. Kdyz po delSim case a piidani
katalyzatoru nedochézelo k zreagovani veskeré vychozi latky, bylo nutné ptidat dalsi N-

bromsukcinimid.

Ptiprava azidu byla provedena vyuzitim NaNjz a acetonu jako rozpoustédla. Reakce
probihala pod argonovou atmosférou. Po ukonceni reakce a zpracovani reakéni smési bylo
nutné surovy produkt precistit na sloupcové chromatografii. Vytézek byl 55 %, tedy nizsi
nez u predchozich reakci. K vétSim ztratdm doSlo nejspiSe pii Cisténi sloupcovou

chromatografii.
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Piiprava aminu 1d probihala obdobn¢ jako u pifedchoziho aminu 1c pfidanim methanolické
HCI a pentakarbonylovaného zeleza k piislusnému azidu. Pro tuhle reakci vSak byl
pfipraven novy koncentrovanéjSi roztok HCI v MeOH, reakce tudiz probchla
nékolikandsobné rychleji. Zpracovani reakéni smési dale probihalo stejnym zplsobem.

Surovy amin 1d musel byt pie¢istén pomoci sloupcové chromatografie.

Acetylace aminu 1d probihala shodné s acetylaci aminu 1c.

8.2 Termodynamika interakci

Pii méfeni termodynamiky samotnych amind s f-CD byla opakované namétena dodatecna
tepla. Pfi odecitani zfed’ovacich tepel od titra¢nich pokusti byly ziskany kiivky, které neslo
upravit na model komplext 1:1, ale ani model 2:1 neposkytuje po prolozeni pftislusné

ktivky experimentalnimi daty smysluplné hodnoty termodynamickych parametra (Obr. 6).
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Obr. 6: Termodynamika aminu 1b
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Je tedy mozné predpokladat, ze v roztoku ligandu vznikaji vyssi asociaty. Kviili potlaceni
tvorby téchto asociatii byly snizeny vychozi koncentrace. Bohuzel pfi snizeni koncentraci
jsou experimenty znacéné zkresleny Sumem a zatizeny velkou chybou, tudiz
nereprodukovatelné. Obr. 7 pfedstavuje zifed'ovaci experiment samotného aminu, z ¢ehoz
usuzuji pravé vznik téchto vyssich asociatt, nebot’ ziskana data nejdou prolozit kiivkou pro

jednoduchy disocia¢ni model.

00 L L L L L L L L L L I B
0,5 a" -
-1,0 4 -

1,5 i

kcal/mole of injectant

-2,0 1 .

-2,5 u -
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0200020406081012141618202224
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Obr. 7: Zited’ovaci experiment aminu 1b

Vysoka reaktivita podobnych amino-derivati byla jiz diive feSena acetylaci této volné
amino skupiny. Pfi naméfeni termodynamiky N-acetylovanych aminti s f-CD byly ziskany

vysledky, které zhruba odpovidaly predpokladim.
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Rozhodla jsem se tedy takto fesit i mlj problém s vysokou reaktivitou piipravenych amino-
derivati. Pro naméteni ,,nejlepSich® termodynamickych vysledkli jsem musela spravné
zvolit hodnotu vychozich koncentraci. LepSich vysledkii jsem doséhla pii zvySovani
koncentraci (Obr. 8). Takto zvySovat koncentrace vSak nelze donekonec¢na, protoze pii

zvysovani mnozstvi ligandu nedojde k rozpusténi veskeré latky.
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Obr. 8: Termodynamika N-acetylovaného aminu 2b

Veskeré experimenty byly provadény ve smési DMSO-H;0 v poméru 3:1. Tato smés se
jevila jako nejvhodnéjsi stanoveni pozadovanych termodynamickych parametrii, protoze
umoznovala pfipraveni méfitelnych koncentraci ligandt. Pfi pouziti samotného DMSO
dojde k rapidnimu snizeni asocia¢ni konstanty (viz NMR titrace) a velmi mala uvoliiovana

tepla neumoznuji raciondlni analyzu kalorimetrickych experimentalnich dat. Vysledky
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stanovovani termodynamickych parametra latek 2a—2d jsou shrnuty v Tab. IV. Protoze i
za nejoptimalnéjSich podminek byla naméfena data zatizena relativné silnym Sumem a
protoze asociacni konstanty jsou relativné nizké nedochazelo pti prokladani modelovych
kiivek experimentalnimi daty ke konvergenci iterace ke smysluplné hodnoté parametru n
(stechiometrie komplexu). Proto byl tento parametr pro iterace nastaven jako neproménny
n=1. Tento postup byl pozd¢ji ospravedinén stanovenim stechiometrie komplexi pomoci
NMR Job’s plotu. Cilem dal$iho zkoumani bude zvySovani rozpustnosti v tomto ¢i jinych

rozpoustédlech.

8.3 NMR titrace

NMR spektroskopie je nedestruktivni metoda strukturni analyzy. Spolu s infracervenou

spektroskopii a hmotnostni spektrometrii jsou zékladnimi metodami pro identifikaci latek.

Pti NMR titraci dochézi k posunu signalti sledovanych jader (v nasem piipadé protontt),
ktery byva oznacovan jako CIS — complexation induced shift (alternativné znaceny AJ).
Chemicky posun je ovliviiovan fadou faktort (elektronegativita substituentli, magneticka
anizotropie, sterické efekty, teplota, koncentrace, rozpoustédlo atd.). Nejvyznamnéjsi z
nich je elektronegativita substituentl. Plati, Zze s rostouci elektronegativitou sousedniho
atoml nebo skupiny roste hodnota chemického posunu 6. ProtoZe chemické posun
ovliviiuji 1 atomy, které se nachazeji (nebo alesponl n¢jakou dobu setrvavaji) v geometrické
blizkosti studovaného jadra bez nutnosti byt vdzan ve stejné molekule, je tato metoda

vhodna pro studium inkluznich nekovalentnich komplexii.

Prestoze velikost CIS nesouvisi ptimo s polohou méteného jadra v kavité, nejvétsi posuny
jsme zaznamenali u vodikll na adamantanovém skeletu. Titrace byly provadény tak, Ze
k roztoku ligandu v NMR kyveté byly pfidavany alikvotni podily roztoku cyklodextrinu.
Zavislost takto ziskanych CIS vybranych protont ligandu na koncentraci cyklodextrinu
byla zpracovéna v programu ORIGIN. Experimentdlni body byly prolozeny vhodnym
matematickym modelem a prolozeni bylo optimalizovano standardni metodou nejmensich
ctverci. Pro vztah mezi pozorovanym parametrem CIS a koncentraci latky, ktera CIS

zpusobuje lze odvodit vztah

CIS=CIS,,, -— 0
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ktery je rovnici pravouhlé hyperboly s parametry K a ClSpx. Nelinearni regresi 1ze pak tyto

parametry zjistit.

Piiklad vysledkd a zpracovani takové NMR titrace, kdy k roztoku hosta 2b byl v NMR
kyveté postupné pridavan roztok B-CD ve smési DMSO-dg:D,0 (3:1, v:v) je znazornén na
Obr. 9. Prava &ast Obr. 9 piedstavuje &asti ¢tyf "H NMR spekter naméfenych pro roztoky
latky 2b se vristajici koncentraci 3-CD. Dobfe je patrny posun signalu Ad-H3 smérem
K vy$§im hodnotam ppm. V levé casti Obr. 9 je pak graf zavislosti CIS na ccp
s prolozenymi kiivkami a ptislusnymi parametry pro dva sledované protony — Ad-H3 a Ad-
H20 (Ph-CH,-NH). Pii titraci latky 2b B-cyklodextrinem (Obr. 9, vpravo) dochazelo
K rozstépeni signalu pivodné enantiotopnich vodikd v poloze 11 (Ad-CH,-CO-Ph). Pii
titraci volného aminu 1b B-cyklodextrinem v ¢istém DMSO jsme tento proces
nepozorovali. Jednoznaéné vysvétleni tohoto jevu je obtizné, ale ziejmé se jedna o projev

rigidni a konzervativni podoby komplexu.
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Obr. 9:Titrace latky 2b s B-cyklodextrinem

S cilem objasnit povahu jevu, ktery zpisobil rozstépeni signalu H11 byly provedeny dalsi
NMR experimenty. Smés latky 2b s p-cyklodextrinem (1:1, mol) v DMSO-ds:D,0 (3:1,
v:v) byla méfena za raznych teplot. Pii zvySovani teploty miizeme pozorovat jednak posun
signall smérem k pivodnim hodnotdm pro nekomplexovany amid (dtsledek klesajici
hodnoty K a tim zmenseni obsahu komplexu ve smési), a také sblizovani chemickych

posunt diastereotopniho AB systému s koalescenci ptiblizné pii 60 °C (Obr. 10).
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Obr. 10: Teplotni zavislost podoby *H NMR spektra smési 2b a B-CD (1:1, mol) ve smési
DMSO-dg: DO (3:1, viv)

Béhem zvySovani teploty se chemické posuny signdlti adamantanovych protonti posunuji
k ptivodnim hodnotam pro nekomplexovany ligand, ale ani pfi 70°C jich zcela nedosahnou.
Neni ziejmé, zda tento zbytkovy posun je dan pouze vyssi teplotou nebo zda I za vysoké
teploty dochazi k méfitelné asociaci hosta a hostitele. Proto byl proveden titracni
experiment pti 60°C jehoz pribéh a vysledek je na Obr. 11. Pfi titraci latky 2b pfi teploté
60 °C muzeme pozorovat zvySujici se mnozstvi komplexu (posun signalu Ad-H3 doleva),
taktéZ je mozné sledovat opétovné rozstépeni signalu vodikli v poloze 11. Neni prekvapivé,
ze zjisténa K pii 60°C je podstatné nizsi nez pii 30°C, nicméné lze konstatovat, ze I pii
vysoké teploté je v roztoku nezanedbatelna koncentrace komplexu. Znovuobjevené Stépeni

H11 signalu je pravdépodobné disledek zvysujici se koncentrace komplexu v roztoku.
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Obr. 11: Titrace latky 2b B-cyklodextrinem pti 60 °C

V poslednim NMR experimentu byl sledovan vliv slozeni rozpoustédla na tvar signalu
protoni H11. Pfi postupnych piidavcich deuterované vody k roztoku aminu 2b s 3-CD
v DMSO je opét mozné pozorovat rozstépeni piivodniho A, systému na diastereotopni AB
systétm. (Obr. 12, spodni spektrum pfedstavuje samotny amid 2b Vv uvedené smési
rozpoustédel, v ostatnich spektrech je podil amidu 2b a B-CD 1:1, mol). Opét je
pravdépodobné, Ze rozstépeni signalu souvisi s rostouci K se zvySujicim se obsahem

polarni slozky rozpoustédla.

Obdobné rozstépeni odpovidajiciho signalu bylo pozorovano i pro samotny amin 1b pokud
byla titrace provadéna ve smésném rozpoustédle DMSO-ds:D,0 (3:1, v:v) a dale (i kdyz
V podstatné mensi mife) i pro amid 2d . Jev, ktery rozstépeni zpusobuje se tak ziejmé
netyka pouze latky 2b, ale je obecny pro strukturni motiv Ad-CH,-CO-Ph komplexovany
B-CD. Chemicka neekvivalence CH; skupiny mtize byt zpisobena anizotropnim vlivem
sousedni karbonylové skupiny pii soucasném ,zmraZeni“ nesymetrické konformace

molekuly hosta v disledku kompletace.
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Obr. 12: Zavislost smési 2b a B-CD na slozeni rozpoustédla DMSO-ds:D,0 pii
postupnych ptidavcich D,O

NMR titraci byly stanoveny asociacni konstanty, které se od konstant, namétenych
kalorimetricky, li$i. Konstanty namétené NMR titraci jsou vyssi nez kalorimetricky
stanovené. Nesoulad mezi hodnotami ziskanymi pomoci isotermické kalorimetrické titrace
a NMR titrace nepiesahujici jeden fad je vSak akceptovatelny vzhledem ke zcela odlisnému

principu obou méfeni.

Tab. 1V: Namétené asociacni konstanty NMR titraci a isotermalni kalorimetrickou titraci

K (NMR) [M']  K(TC)[M™* -AH [kI'mol'] -AS [J-mol™K] n[1]

1b 1142 + 128 - - ; )
2a 538 70 128 + 4 6283 + 141 11 1.00
2b 1206 + 107 329+3 8416 + 51 16 1.00
2b" 435+ 74 - - - -

2c 767 75 258+ 9 6714 + 158 11 1.00
2d 1721 + 34 219+5 7394 + 105 14 1.00

# mé&feno pii 30 °C; ® méfeno pti 60 °C
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Pii NMR titraci latek a-cyklodextrinem nebyly ve spektru patrné piky, které by odpovidaly
komplexovanym strukturam. Piedpokladam tedy, ze komplexy N-acetylovanych amint se

s a-CD netvofi, nebo pouze s velmi malou hodnotou K.

Pfi vyhodnocovani ITC dat jsem vychazela z faktu, ze mezi 3-CD a acetylovanym aminem
nastava komplexace 1:1. Tato hypotéza byla ovéfena pomoci NMR metody Job’s plot pro
amid 2b.
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Obr. 13: Job’s plot pro amid 2b

Po prolozeni bodii Gaussovou kiivkou jsem zjistila, Ze se jednd o stecheometrii 1:1, nebot’
maximum na ose X je v bod¢ 0,49. Coz znamena, Ze pii této koncentraci reaktantli dochazi
k vytvoreni maximalniho mnozstvi komplexii, nebot’ nenastava nedostatek jedné ¢i druhé

ze slozek komplexu.
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8.4 ESI-MS
Tab. V: Namétené hodnoty m/z metodou ESI-MS
Nekomplexovany Nekomplexovany
P Y Dimer P Y B-CD + amid
amid amid + Na

vypoctené naméfené vypoctené naméfené vypoctené naméfené vypoctené naméfené

Amid hodnoty  hodnoty hodnoty hodnoty hodnoty hodnoty hodnoty hodnoty
2b 325,2 326,3 650,4 651,5 348,2 348,3 1460,6 1460,7
2c 311,2 312,2 622,4 623,5 334,2 334,2 1446,6 1446,8
2d 325,2 326,3 650,4 651,5 348,2 348,2 1460,6 1460,7

Schopnost tvorit komplexy s B-CD vsech nové pripravenych amidt byla studovana pomoci
ESI-MS spektroskopie. Tato technika umoziuje ionizaci velkych molekul, aniz by je
Stépila, coz znamena, ze tyto molekuly mohou byt analyzovany neporusené. Pro latku se ve
spektru objevuji série pikd. Ve vSech ptipadech byla potvrzena existence komplexi, nebot’

byly zaznamenany odpovidajici [amid+CD+H]" signaly (Tab. V).

Ze zaznamu spekter je zfejmé, ze vSechny studované N-acetylované aminy vytvafi dimery,

které je mozno racionalizovat dvojim zpusobem, jak je uvedeno na Obr. 14.

Obr. 14: Mozna podoba dimert pro latku 2b
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ZAVER

Ptipravila jsem vSechny tfi pozadované 1-adamantylbenzylaminy. Méfeni termodynamiky
komplexace téchto amino derivati vSak nepfinaselo spravné vysledky pravdépodobné
v dtsledku vysoké reaktivity jejich volné amino skupiny. Tento problém jsem vyftesila N-
acetylaci. Termodynamicka méfeni takto upravenych latek piinesla uspokojivé vysledky,
bylo vSak nutné optimalizovat vychozi koncentrace latek. Asociac¢ni konstanty se pro
vSechny ¢tyfi studované N-acetylované 1-adamantylbenzylaminy podafilo urcit také
pomoci NMR titraci. Stechiometrie komplext 1:1 byla prokazana pomoci Job’s plotu.

Tvorba asociatli studovanych amidi s 3-CD v poméru 1:1 byla potvrzena 1 pomoci ESI-

MS.

Z hodnot asociaénich konstant vyplyva, Ze del$i amidy se strukturnim motivem Ad-CH,-
CO-Ph jsou v kavité cyklodextrinu vazany pevnéji, nez amidy kratké Ad-CO-Ph.
Z termodynamickych parametrii je pak ziejmé, ze vSechny studované kompletace jsou
fizené entalpicky.

Béhem NMR titraci latek 1b, 2b a 2d ve smésném rozpoustédle DMSO-dg:D,0 (3:1, v:iv)
bylo pozorovano rozstépeni signalu ptivodné enantiotopnich vodiki mezi adamantanovym

substituentem a karbonylovou skupinou na AB systém. Tento jev je pfisuzovan komplexaci

stabilizované nesymetrické konformaci hosta.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CIS kompletaci indukovany posun — complexation induced shift
CD cyklodextrin

DEE diethylether

DMSO dimethylsulfoxid

EA ethylacetat

HEX hexan

ITC isotermalni titracni mikrokalorimetrie
MeOH methanol

NMR nukledrni magneticka rezonance

PE petrolether

RVO rota¢ni vakuova odparka

TLC tenkovrstevna chromatografie

THF tetrahydrofuran



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka o4

SEZNAM OBRAZKU

OB, 11 AGAMANTAN. ......ciiiiiiieci e 12
Obr. 2: Derivaty adamantanU..............cceoiverueeiieieeseeieeseesesseesee e seeseessesseesseessesseesseessenns 13
Obr. 3: Tvar titra¢ni kiivky pro komplexacni model 1:1 pfi nizké hodnoté K................. 15

Obr. 4: Tvar titra¢ni kiivky pro komplexa¢ni model 1:1 pfi nizké i vysoké hodnoté K.... 16

Obr. 5: Struktura CYKIOUEXEINU ........ccoiiiiiieiiiee e 18
Obr. 6: Termodynamika aminu 1b ........ccccoeiiiiiiiiiic e 41
Obr. 7: Zied’'ovaci experiment aminu 10 ..........cccoooiiiiiiiiinii e, 42
Obr. 8: Termodynamika N-acetylovaného aminu 2D............ccoceevvreriniieninisesceiee, 43
Obr. 9:Titrace latky 2b s B-CYKIOUEXIINEM......cooiiiiiiiiiiieee e, 45

Obr. 10: Teplotni zavislost podoby "H NMR spektra smési 2b a -CD (1:1, mol)

ve sSmEsi DMSO-Ug: D20 (311, ViVeuuiiiiiiieiiiii e 46
Obr. 11: Titrace latky 2b B-cyklodextrinem pii 60 °C........cccovverierierineieneneseseeeeeeean, 47
Obr. 12: Zavislost smé&si 2b a B-CD na slozeni rozpoustédla DMSO-ds:D,0

pii postupnych piidaveich DoO ... 48
Obr. 13: Job’s plot pro amid 2D........cceoiieie e 49

Obr. 14: Mozna podoba dimerti pro 1atku 20 ... 50



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

SEZNAM TABULEK

Tab. I: Piipravené amino deTIVALY ..........cooiriiieieiieiieite sttt 38
Tab. I1: Pfipravené N-acetylované deriVALY ........ccccvcvueriveieeieieeseeieseese e seese e sae e 38
Tab. H1:Vychozi Koncentrace TAteK .........c.oovivriieieiieiie e 38

Tab. 1V:Naméfené asocia¢ni konstanty NMR titraci a isotermalni
KAlOrTMETIICKOU TITEACT.....c.viviiiciieee e 48

Tab. V: Namétené hodnoty m/z metodou ESI-MS..........ccoooiiiiiiiii e 50



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

56

SEZNAM PRILOH
Piiloha P1: Molekularni struktura latky 2d
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PRILOHA P I: MOLEKULARNI STRUKTURA LATKY 2d

Obrazek znazornuje jednu ze dvou molekul v asymetrické jednotce latky 2d, druha
molekula je konformaénim enantiomerem s velmi podobnymi absolutnimi hodnotami

geometrickych parametra.

Sumarni vzorec Ca1H27NO
M, 325,455
Soustava monoklinicka
Prostorova grupa P2i/n
a[A] 1,2874 + 0,0004
b[A] 9,6192 = 0,0003
C[A] 27,5824 + 0,001
a[°] 90,00
BL°] 96,653 + 0,003
v[°] 90,00
Z 8
TIK] 120 +2
R 0,0525




PRILOHA P 2: NMR TITRACE LATEK 2a, 2¢c A 2d
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