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ABSTRAKT

Cucurbit[n]urily pfedstavuji zajimavou, V poslednich letech intenzivné studovanou
skupinu makrocyklickych molekul, s lipofilni kavitou, Se schopnosti vazat neutralni
a zejména kladné nabité ligandy. Skupina znamych CBn zahrnuje strukturni typy kdy
n=5,6,7,8,10,14, pficemz vSechny tyto typy se vyskytuji v surovych reakénich smésich pii
ptipravé CBn. Jednotlivé CBn se ze surovych smési izoluji naroénymi krystalizacnimi
postupy nebo za pomoci selektivni vazby na vhodné hostujici ligandy. Oba zminéné
ptistupy vyjadiuji vhodné analytické metody pro zjiSténi obsahu jednotlivych CBn
ve smésich b&éhem purifikacniho procesu. Ptredlozena diplomova prace popisuje sérii
piipravy reak¢nich smési cucurbit[n]urild a jejich nasledné analyzy pomoci modernich
instrumentalnich metod (IR, ESI-MS, NMR). Nejdiive byly studovany pomoci ESI-MS
komeréné dostupné standardy CB6, CB7 a jejich smési pfipravené v piedem vypocitaném
poméru. Byla zkoumdna reprodukovatelnost méfeni a vztah poméru intenzit signald
k molarnimu zastoupeni komponent ve smési. Dale byly studovany pomoci ESI-MS

sloZeni ptipravenych reakénich smési.

Kli¢ova slova: Cucurbit[n]urily, hostujici ligandy, hmotnostni spektrometrie, nuklearni

magneticka rezonance



ABSTRACT

Cucurbit[n]uril represent an interesting in recent years intensively studied group
of macrocyclic molecules with lipophilic cavity, with the ability to bind neutral
and especially positively charged ligands. The group CBn involves known structure types
where n=5,6,7,8,10,14. All of these types are, found in the crude reaction mixtures
in the preparation of CBn. The individual CBn is isolated from the crude mixture
by intensive crystallization processes or by a selective binding to the appropriate visiting
ligands. Both of these approaches represent a suitable analytical methods for the detection
of the individual CBn in mixtures during the purification process. This thesis describes the
preparation of a series of reaction mixtures cucurbit[n]uril and their subsequent analysis
using modern instrumental methods (IR, ESI-MS, NMR). They were first studied by
ESI-MS, commercially available standards CB6, CB7 and mixtures thereof prepared
inadvance calculated ratio. The measurement of reproducibility was investigated
and the relationship of the ratio of intensities of thesignals to the molar
representation of the components in the mixture. They were also studied by ESI-MS

composition prepared by the reaction mixtures.

Keywords: Cucurbit[n]uril, visiting ligands, mass spectrometry, nuclear magnetic

resonance
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UvVOoD

V teoretické ¢asti jsou uvedeny fyzikalné-chemické vlastnosti cucurbit[n]urilti, jako
je naptiklad jejich rozpustnost a schopnost tvotit komplexy s riznymi latkami. Dale jsou
popsany Vlastnosti, struktury a syntézy pro vznik vSech doposud prozkoumanych CBn
homologt. V posledni kapitole teoretické ¢asti jsou popsany modifikované CBn a jejich

syntézy.

Cilem prace bylo pfipravit vychozi latku glykoluril a surové reakéni smési
cucurbit[n]urili, které byly nésledné analyzovany pomoci modernich instrumentalnich
metod. V experimentalni a diskusni ¢asti jsou rozebrany komeréné dostupné standardy
CBG6, CB7 a jejich ptipravené smési 1,17:1. Nésledn€ jsou v diskuzni ¢asti popsany syntézy
produktii CBn artznych intermediatd, které mohou vznikat v pribchu syntéz. VSechny
pfipravené reak¢éni smési byly interpretovany pomoci hmotnostni spektrometrie a nuklearni

magnetické rezonance.
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TEORETICKA CAST
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1 CUCURBIT[N]JURILY

Cucurbit[n]urily (CBn) jsou makrocyklické slouceniny (Obr. 1), které se uplatiiuji
jako hostitelské molekuly v supramolekularni chemii. Symbol n udava pocet
glykolurilovych jednotek v makrocyklu. * Tvar cucurbit[n]urilu je soudkovity, s dutinkou
uvnitt. Molekuly je mozno pfirovnat ke koralku, nejlépe se vSak tvar cucurbit[n]urilu
ptiblizuje vydlabané dyni, od které se odvozuje i jejich nazev. Cucurbit[n]urily tvoii velmi
dobfe stabilni hostitel-host komplexy s kladné nabitymi molekulami, jako bipyrimidinium,

imidazolium a s koordina&né nenasycenymi kovovymi ionty. 2°

Obr. 1: Cucurbit[7]uril

1.1 Vlastnosti a struktura cucurbit[n]urili

Cucurbit[n]urily maji rizny pocet glykolurilovych jednotek (Obr. 2) spojenych
dvojici methylenovych mistki. Byly izolovany homology CBn n = 5,6,7,8, 10 a 14. Vyska
makrocyklu od CB5 do CB8 se neméni, prumér vstupniho otvoru se zvétsi vice nez 2,5x.

V Tabulce 1 jsou uvedeny strukturni parametry CBn homologi. *

Systematicky nazev molekuly je piili§ slozity, proto byl pfijat nazev cucurbit[n]uril.
Anglicky systematicky nazev pro CB6 podle IUPAC je dodecahydro-1H,4H,14H,17H-
2, 16:3,15-dimethano5H, 6H, 7H, 8H, 9H, 10H, 11H, 12H, 13H, 18H, 19H, 20H, 21H,
22H, 23H, 24H, 25H, 26H-2, 3, 44, 5a, 6a, 7a, 8a, 9a, 10a, 11a, 12a, 13a, 15, 16, 173,
18a, 19a, 20a, 21a, 22a, 23a, 24a, 25a, 26a—
tetracosaazabispentaleno[1°°,6°:57,6”",7" |cycloocty[1”°,27,3°":3 4’ |pentaleno(1°,6°5
,6,7)cycloocta(l,2,3gh:1°,2°,3’~g’h”)cycloocta(1,2,3¢d:5,6,7—c’d’)dipentalene—1,4,6,8,
10, 12, 14, 17, 19, 21, 23, 25-dodecone. °
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Obr. 2: Struktury cucurbit[n]urild ziskané metodou RTG krystalovou difrakei *

Tabulka 1: Strukturni parametry CBn *

T e
N"?‘Iﬂ—cH,— AN

— b —

Lt f d
- — i, wEm AR ]

_N\g},ﬂ CHa legrerersassl) |
CB[n]:n=5,6,7,8 e A

CB5 CB6 CB7 CBS8

Vnéjsi primér [A] a 13,1 14,4 16,0 17,5
Priimér kavity [A] b 4.4 5,8 7,3 8,8

Primér portal [A] o 2,4 3,9 5,4 6,9
Vyska [A] d 91 91 9,1 9,1

Objem kavity [A%] - 82 164 279 479

1.11  Rozpustnost cucurbit[n]urili

Nejveétsi nevyhodou CBn a diivodem, pro€ se s nimi relativné Spatné pracuje, je jejich
velmi nizkd rozpustnost jelikoz se nerozpousti v zadném organickém rozpoustédle.

Vyjimkou je tCB14. Rozpustnost CBn ve vod¢ se zvysuje v piitomnosti soli kovii a to tim,
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ze se ionty kovu koordinuji na karbonylové skupiny a zaroven jsou solvatovany vodou.
CB6 a CB8 jsou Vv podstat¢ ve vodé nerozpustné. Koncentrace nasyceného roztoku
jemensi nez 0,02 mM. CB5 a CB7 jsou rozpustné ve vodé aasi 1000x rozpustnéjsi

nez CB6.° Rozpustnost CB5—CBS se vyrazné zvysuje ve vodném roztoku kyseliny. !

1.1.2  Elektrostaticky potencial

Elektrostatické¢ efekty se uplatiiuji ve vodnych a organickych roztocich. Obr. 3
znazoriuje elektrostaticky potencidl CB7 a B-CD, kdy cervené az modré zbarveni
znazoriiuje rozsah 126-335 kJ-mol™*. Na kyslikovych atomech karbonylovych skupin
je parcialni zaporny naboj, zatimco uvniti molekuly je rozlozeni elektronové hustoty
neutralni az kladné. Je ziejmé, Ze elektrostaticky potencidl na portadlu a v dutiné CB7
je vyrazné negativnéj$i nez pro pS-CD. Tento rozdil v elektrostatickém potencialu
ma vyrazny vliv na jejich rozpoznavaci chovani a to tak, ze CB7 se chova oproti f-CD vice

selektivng a mé afinitu spise ke kladng nabitym molekuldm. °

Obr. 3: Elektrostaticky potencial a) CB7 a b) 8-CD °

1.1.3  Hydrofobni efekt cucurbit[n]urili

Nepolarni cast organické molekuly ve vodném prostfedi ma tendenci vnikat
do nepolarni ¢asti kavity CBn. Pivod efektu spociva ve vlastnostech vody, ktera
je pouzita jako rozpoustédlo. Voda vytvaii intermolekularni vodikové mustky

zavzniku  strukturované nekone¢né sit¢  vzajemné  propojenych  molekul
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pfipominajicich uspofadani pevné faze. Pokud se dostanou dvé nepoldrni molekuly
blizko sebe, zacne se uplatiiovat interakce. Velikost piisluSnych sil je az o fad vétsi
nez Van der Walsovy sily a saha do vzdalenosti 10 nm. Nepolarni latky maji v povaze
se shlukovat, coz muaze vést k naruSeni vodikovych mustki mezi molekulami vody.
V ptipadé roztoku s CBn ma latka snahu svou nepoléarni ¢asti vniknout do nepolarni kavity

CBn a zabranit tim kontaktu nepolarni ¢asti s vodou. 8

1.2 Jednotlivi zastupci cucurbit[n]urild a jejich komplexy

Cucurbit[n]urily jsou schopny tvofit komplexy s organickymi molekulami
a s kationty kovi Vv zavislosti na velikosti dutiny cucurbit[n]urilu. S rostoucim poctem
jednotek v makrocyklu CBn se zvétSuje rozmér vnitini kavity. Nizkomolekularni latky
se na cucurbit[n]urily vazi interné, neboli uvnitf dutiny nebo externé, kde interaguji
s kysliky karbonylovych skupin a nevstupuji do dutiny cucurbit[n]urilu. Komplexaéni
schopnosti CBn se vyuziva naptiklad v ekologii pii ¢isténi odpadnich vod. Byla prokazana
jejich schopnost vézat barviva a tézké kovy. V biomediciné jsou CBn zkoumany
pro ptipravu detektorti slouZzicich k detekci nékterych dulezitych latek piimo v téle,

napiiklad mé&Feni koncentraci neurotransmiterd. °

1.2.1  Externi komplexy

CBn interaguji s kationty kovi alkalickych zemin a lanthanodd na zakladé ion-

dipolové interakce. *°

1.2.1.1 Externi komplexy cucurbit[6]urilu s kationty kovii vV pevné fazi

Ve vodném roztoku CBn v pfitomnosti kationtu kovil (lanthanoidy, Ag, Co, Cu)
dochdzi pii laboratorni teploté k vytvareni koordinacnich komplext, které se vylucuji
V podobé krystalii. Byl prokdzan vznik polymerti, kde je CB6 koordinovan do polymerni
struktury za pouziti kovu v poméru CB6:kation kovu 1:1. Vzdy je vazano nékolik molekul

vody s prislusnym podtem aniontd. **?
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Obr. 4: Externi komplex CB6 s kationtem kovu

1.2.1.2 Externi komplexy cucurbit[6]urilu s kationty kovii v roztoku

Pomoci kalorimetru byly stanoveny asociacni konstanty rtznych kationti s CB6
(Tabulka 2). Méfeni na kalorimetru bylo provadéno s kationty alkalickych kovii v prostiedi
voda/kyselina mraven¢i v poméru 1:1. Vysledky méfeni byly porovnany s asocia¢nimi
konstantami pftislusnych kationt s [18]-crown-6 etherem ve vodé. Diky vysoké rigidité
vykazoval komplex CB6 vyssi stabilitu, ale zaroven niz$i selektivitu nez [18]-crown-6
ether. CBn nepftizpusobuji karbonylovy portal velikosti kationtu, a tak velikost asociaéni
konstanty neni tolik zavisla na velikosti CBn. [18]-crown-6 ether tvoii nejstabilngjsi
asociaty s kovy alkalickych zemin a to zejména S Ba®* a s alkalickych kovi

s K* jak napovidaji hodnoty K. *34

Tabulka 2: log K ’externich komplextt CB6 a [18]-crown-6 ether s kationty kovi

Li* Na* K* ca* Ba®* Sr*
CB6 2,38 3,23 2,79 2,8 2,83 3,18
[18]-crown-6 - 0,80 2,03 <05 3,87 2,72

1.2.2  Interni komplexy cucurbit[6]urilu

Interni komplexy se nejlépe tvoii mezi CB6 s alkylamoniovymi solemi. Aminové

skupiny se vazi ke karbonylovym skupinam ion-dipélovou interakci. Pfi tvorbé internich
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komplexi hraje hlavni roli hydrofobni efekt, kdy se nepolarni ¢ast organické molekuly

umisti uvnitf hydrofobni kavity CB6. 15

Obr. 5: Interni komplex CB6 a alkylamoniové soli

1.2.3  Cucurbit[5]uril

CB5 ma schopnost interné vazat plyny (Kr, Xe, No, CO, Ar,...) a rozpoustédla
jako je CH3OH. ® CB5 tvoii slabé host-hostitel komplexy sa, P a y-cyklodextriny.
Molekula CB5 se vyznacuje uzkym portalem lemovanym karbonylovymi skupinami, které
poskytuji vstup do dutiny CB5 mén& objemnym molekulam. Tao et al. " ve své praci

zkoumali hexamethylentetramin, ktery je schopen na molekule CB5 tvoftit vicka.

1.2.4  Cucurbit[6]uril

Cucrbit[6]uril je slozen ze Sesti glykolurilovych jednotek navzajem propojenych
methylenovymi mistky. CB6 se velmi dobfe vaze ve vodé na alkalické kovy, kovy
alkalickych zemin a aromatické uhlovodiky. '® Rozpustnost CB6 se zvysuje v 0,2 molarnim
roztoku Na,SO,4 (66 mM), LiCl (0,94 mM), KCI (37 mM) nebo CaCl, (70 mM).

V roce 1996 Kim et al. ** op&tovn& zkoumali rozpustnost CB6 ve vodném roztoku
chloridu sodného. Rentgenovou difrakci CB6°Na4+°(H20)17°(SO42')2°THF bylo prokazéano,
ze ionty sodiku pisobi jako vicka k zapouzdieni v THF (Obr. 6).
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Obr. 6: P¥idani vi¢ka na CB6 a jeho odstranéni. Koule: THF, Polokoule: Na®, Kliny:
H,0 *°

1.2.5  Cucurbit[7]uril

Cucurbit[7]uril je rozpustny ve vod€. Velikost CB7 umoziuje navazani vétsich
hostt, jako jsou napiiklad adamantan, naftalen, ferrocen nebo stilben. %% Nau et al. %
pouzili CB7¢2,3—diazabicyklo[2.2.2]oct-2—en a byla tim byla prokazana velmi nizka

polarizovatelnost dutiny CB7. CB7 tvoii slaby externi komplex s Cgo. %

Obr. 7: Krystalova struktura CB7 s ferrocenu 2°

1.2.6  Cucurbit[8]uril

Stejné jako CBS a CB7 véaze na sebe pomoci ion-dipdlové interakce kladné nabité
hosty. Cucurbit[8]uril je schopen vazat v dutin¢ dvé aromaticka jadra vedle sebe. %Yo et
al. % prokazali, ze CBS8 tvofi stadou latek stabilni CT komplexy (Charge Transfer
complex) v kavit¢ (Obr 8). CT komplexy (neboli elektron—donor—akceptor komplex)

vznikaji mezi elektron deficitnimi ¢astmi a elektron bohatymi ¢astmi druhé molekuly.
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-N, )4 N-
Mvy-* HN e

_;OJ—O:- HO‘@'OH
MPE-* HB CB[8]

Obr. 8: Tvorba CT komplexu v CB8 (MV?* — methyl viologen, MPE®" — N,N"-dimethyl-
bipyridyliumylethylen, HN — 2,6-dihydroxynaftalen, HB — 1,4-dihydroxybenzen)

1.2.7  Cucurbit[10]uril

CB10 s deseti podjednotkami je mozné ziskat z reakcni smési izolaci pouze ve formeé
inkluzniho komplexu s CB5, avSak ve stopovém mnozstvi. 25 Separace samotného CB10
je provadéna vyvazanim CBS5 triazinovym derivatem, Snimz tvoii CB10 stabilngjsi
komplex. Triazinovy derivat se nasledné vymyje methanolem a pro dokonalé¢ vyvazani
se opétovné promyje acetanhydridem. Pro dokonalé odstranéni acetanhydridu se CB10
promyje DMSO zavzniku samotného CB10. % Dosud nebyly popsany zadné dalsi
komplexy s CB10.

1.2.8  Cucurbit[14]uril

Tzv. tCB14  (twisted  cucurbit[14]uril)  je  rozsahly  cucurbit[n]uril
se 14 glykolurilovymi jednotkami, které jsou spojeny 28 methylenovymi mistky. I kdyz
je slozen ze 14 spojeni glykoluril-(CH,), tak v poloviné struktury (14—glykoluril-(CH,),)
jetCB14 zkroucen o 360°. Dusledkem toho nema tCB14, na rozdil od vétsiny
cucurbit[n]urild, normalni kavitu. Molekula tCB14 vykazuje mnoho specialnich vlastnosti.

Mezi takové vlastnosti patfi strukturdlni flexibilita, kterd mtize korigovat vazby
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na organické molekuly nebo kovové ionty. Zkrouceny cucurbit[14]uril vykazuje dobrou

rozpustnost ve vodé a v organickych rozpoustédlech (DMSO, DMF). 21

O=@=Euv* - 360°

") 450

b
%‘a

360°

- OO
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Obr. 9: Zkrouceny cucurbit[14]uril *
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2 ANALOGICKE SLOUCENINY CBN A JEJICH KOMPLEXY

Analogické slouceniny jsou makrocykly, které maji jiné uspotfadani glykolurilovych
jednotek. Jedna se o struktury nor-seco-cucurbit[n]urilu, kterym chybi jeden nebo vice
methylenovych mustki. Methylenové mustky spojuji  cyklus se  sousedicimi
glykolurilovymi jednotkami v polohach 1,1 a 1,6. Na rozdil od vétsiny cucrbit[n]urilti maji
invertované cucurbit[n]urily ekvatorialni vodiky, které miti dovnitt kavity. Tzn., ze maji
jednu invertovanou glykolurilovou jednotku, kterd spojuje sousedici jednotky v polohach,

které jsou na obrazku vyznaceny modre.

0] 0O Q8 @ [ra el 0 0
L8 s relg B e [AR Bs
NN NN NN NN N NN’A}&)M\/M NN NNH /N NNN
/
;" y)%i » R >)1(H“\ 50 !
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n-5 CBIn] n-5 ICBIn] S (9)-ns-CBn|

Obr. 10: Struktury vSech druhtt CBn

2.1 Charakteristika analogickych slou¢enin CBn

2.1.1  Bis-nor-seco-cucurbit[6]uril

Bis-nor-seco-cucurbit[6]uril ma unikatni spojeni mezi NH skupinami dvou
c-trimerovych fragmentt glykolurilu. Struktura nor-seco-CB6 vykazuje idealni pfitomnost

I. %8 izolovali chiralni

kolmych c; os, které vedou k celkové symetrii D,. Issacs et, a
cucurbit[n]urily ((#)-bis-NS-CB6), komplex sCF3;CO,H a smethylen pfemosténym
trimerem glykolurilu. Po zahtati reakéni smési glykolurilu a paraformaldehydu (1:1,5)
v koncentrované¢ HCI pti 80 °C vznikly drobné krystalky. Ty byly nasledn€¢ podrobeny
RTG krystalovou difrakci, ktera ukazala, Ze molekula (£)-bis-NS-CB6 je tvofena vyluéné
spojenim mezi skupinami NH fragmentl glykolurilovych trimer (Obr. 10). Na (Obr. 9)
je patrné z bo¢niho pohledu molekuly, Ze vazby, které spojuji dva trimery se kiizi a diky

tomu je molekula (£)-bis-NS-CB6 chiralni.
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Obr. 12: Struktura komplexu bis-nor-seco-cucurbit[6]urilusCF3CO;H dle RTG difrak¢ni

analyzy 28

2.1.2  Bis—nor-seco—cucurbit[10]uril

Bis—nor-seco-CB10 je schopny interakce se sirokou Skalou chemicky a biologicky
zajimavych druhii hostd vcetné plynil, chromoforli, peptidii a neurotransmitertt ve vodeé.
Bis—nor-seco-CB10 je jedina hostitelska molekul, ktera ma navzajem ovliviiujici se kavity

vykazujici homotropni alostericky efekt. 28
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Obr. 13: Bis—nor-seco-cucurbit[10]uril %

2.1.3 CBn s jednou invertovanou glykolurilovou jednotkou (iCBn)

I-cucurbit[u]urily maji odlisné upofadani a jsou kinetickymi produkty
makrocykliza¢nich reakci. iICBn maji jednu invertovanou glykolurilovou jednotku s vodiky
vazanymi v polohach 3a a 6a, které¢ smétuji do stifedu makrocyklu.

2 zkoumali invertované iCB6 a iCB7 reakci glykolurilu

Issacs et al.
a paraformaldehydu v kyselém prostiedi za vzniku produktu CBn, ke kterému nasledné
ptidali p-xylylendiaminiovy iont, ktery podpofil vznik nového komplexu iCBn
s prislusnym iontem. ICB6 a iCB7 byly izolovany ve velmi nizkych vytézcich 0,2 %
a0,4 % a nasledné¢ byly cistény pomoci gelové permeacni chromatografie a frakéni

krystalizaci s 18 % HCI. Vysledné struktury iCB6 a iCB7 byly prokazany 2D NMR.

IW )(OO, O\l O
By S

L in

CBl6lin=1)  iCBI7I(n=2)

Obr. 14: Struktura iCB6 a iCB7 %°
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2.14  Oligomery cucurbit[n]urila

Cucurbit[n]urily se diky svym vlastnostem hodi k celé fadé potencialnich aplikaci.
Nekteré vlastnosti CBn vSak brani jejich snadnému vyuziti. Mezi tyto negativni vlastnosti
se zejména tadi: (1) nerozpustnost v organickych rozpoustédlech, (2) Spatnd rozpustnost
ve vodé a (3) neznalost syntetickych metod, kterymi by bylo mozné ptipravit specificky

30
l.

upravené CBn. Isaacs et a prispél z velké Casti pii zkouméni syntézy glykolurilovych

oligomert za pouziti riiznych latkovych mnozstvi paraformaldehydu.

Tabulka 3: Pomér latkového mnozstvi glykolurilu a formaldehydu potiebny k tvorb& CB *°

Slouc¢enina | Glykoluril | Paraformaldehyd

Dimer 1 1
Trimer 1 1,33
Tetramer 1 1,50
Pentamer 1 1,60
Hexamer 1 1,67
bis-ns-CBn 1 1,80
ns-CBn 1 1,84

i-CBn 1 2

CBn 1 2

Oligomery od dvou do Sesti glykolurilovych jednotek byly pfipraveny reakci
glykolurilu a paraformaldehydu v poméru 1:1 v prostiedi koncentrované Kkyseliny
chlorovodikové. Se zvySujicim se pomérem paraformaldehydu vznikaji vétsi makrocykly.
Reakce probihala pti 50 °C po dobu 18 h. Vysledny produkt byl vysrazen, rekrystalizovan
a jednotlivé slozky byly oddéleny pomoci kolonové chromatografie. Rentgenovou difrakci
byly zkoumany struktury oligomeri. Ziskané struktury byly vyuZity pro experiment, ktery
pfispél k pochopeni mechanismu tvorby cucurbituril. Smési pfipravenych oligomerii
se nechaly reagovat s paraformaldehydem v poméru 1:2 v prostfedi koncentrované kyseliny
chlorovodikové pii teploté 80 °C po dobu 18 h. Vysledné produkty reakce byly CBS—CB8
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a jejich poméry byly urCeny pomoci nuklearni magnetické rezonance (méfeno

v 20 % DCI). *°

Tabulka 4: CBn ziskané reakcemi glykolurilovych oligomert a glykolurilu

s paraformaldehydem (2 ekvivalenty) mnozstvi CBn je uvedeno v % *°

Reaktanty CB5 CB6 CB7 | CB8
Glykoluril (1) 15 53 30 2
Dimer (2) 12 68 17 3
Trimer (3) 8 75 17 0
Tetramer (4) 5 22 33 40
Pentamer (5) 84 10 6 0
Hexamer (6) 0 100 0 0
1+2 14 52 31 3
1+3 20 43 33 4
1+4 35 44 18 3
1+5 27 67 6 0
1+6 3 90 7 0
2+3 26 41 30 3
2+4 10 53 27 7
245 41 24 35 0
3+4 11 42 42 5
345 48 36 13 3
445 57 21 15 7

Ztabulky 4 je patrné, Ze pii porovnani reakce monomeru, dimeru a trimeru

glykolurilu vzroste relativni mnozstvi CB6 ve smési. Podle predpokladu by mél reakci

dimeru i trimeru glykolurilu vznikat CBn spoctem glykolurilovych jednotek, ktery

odpovida nasobku ¢isla dvé nebo tii. Avsak pii této reakci vznikly i dalsi CBn. Pti reakci

S tetramerem vznikl ve vétSi mife CB8 a pii pouziti pentameru vznikl CB5. Reakci

s hexamerem vznikl, dle predpokladu, vyhradn¢ CB6. Z uvedenych vysledkii vyplyva,

Ze oligomery, které jsou krat$i nez hexamer maji za téchto reakénich podminek tendenci

tvorit vy$§i makrocyklické slouCeniny, a také Stépit se na kratSi oligomery a monomer

glykolurilu.
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2.15 CaSdiastereomery

Podle toho jak jsou umistény substituenty v prostoru, se mohou vytvaret dva
diastereomerni oligomery glykolurilu. Diastereomer C je termodynamicky stabilné;jsi
ama vyssi dipdlovy moment nez diastereomer S. Zatimco S diastereomer neni
Z prostorovych duivodi schopnen poskytnout cucurbit[n]urilovy makrocyklus,

diastereomer C miiZe byt cyklizovan do CBn. %

Obr. 15: Krystalové struktury dimeru glykolurilu a) tvar C a b) tvar S

Isaacs et al. %

se zabyvali syntézou a mechanickymi studiemi analogii CBn.
Nejdiive se zaméfili na preskupovani a metody piipravy glykolurilovych dimert
pro vysvétleni selektivniho formovani dimerd ve tvaru C. Intramolekularnimi procesy
zkoumali mechanismus pfemény z dimeru tvaru S do dimeru tvaru C. Podstata této
studie je, Ze diastereomer S se pfeméni na C piesmykem, ktery se odehrava
za rozpojeni vazby mezi obéma glykolurily, a nejedna se tedy o pteklopeni jednoho

z glykolurilu. V organickych rozpoustédlech bylo ovéfeno, ze rovnovaha mezi

diastereomery C a S je v poméru latkového mnozstvi 95:5.
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Obr. 16: Izomerac¢ni reakce z tvaru S do C (R = COOEt)
a) PTSA, (CICH,),, reflux *?

2.1.6  Modifikované cucurbit[n]urily

Spatna rozpustnost v béznych rozpoustédlech a obtizna modifikace omezovala
vyuziti CBn. Byly popsany tii syntetické cesty ptipravy derivatu CBn. Prvni cesta spociva
v kondenzaci formaldehydu a glykolurilovych derivatd, které nesou substituenty
v mustkové pozici. Kondenzace poskytuje CBn derivaty které, obsahuji substituenty
v ekvatorialni poloze. Druha cesta piedstavuje ptimé zavedeni substituentu na methylenové
mustky CBn nebo do polohy. Tteti cesta spociva v kondenzaci s riznymi aldehydy

se zavedenim substituentu na methylenové mistky CBn (Schéma 1). *
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2.1.7  Ekvatorialné modifikované cucurbit[n]urily (Cy,CB5 a Cy,CB6)

Ekvatorialn¢ modifikované Cy,CBn maji ve své struktuie cyklohexanoglykoluril.

Cy,.CB5 a Cy,CB6 jsou rozpustné v béznych rozpoustédlech, napiiklad ve vodé,

methanolu, DMF a DMSO. Jejich pozoruhodnou vlastnosti je vétsi rozpustnost ve vodé

(~2 - 10"t M), nez v organickych rozpoustddlech (~ 3 -1072 M nebo méné).

V neutralni vodé tvoii Cy,CB6 s acetylcholinem stabilni host—hostitel komplexy.

Cy,CB6 se muze chovat jako umély receptor, ktery oddéli acetylcholin od cholinu

v neutralni vodé, coz miiZe najit uplatnéni v neurologii. **
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CB*[5]

Obr. 17: Krystalova difrakce CysCB5 a CysCB6 3

218 MeCB5

V roce 1992 pii piipravé dalsich derivatd CBn byli Gsp&sni Stoddart et al., "*
ktefi polykondenza¢ni reakci modifikovaného glykolurilu, nebo dimethylglykolurilu
a formaldehydu v kyselém prostfedi, pfipravili derivat dekamethylcucurbit[5]uril
(Me1oCB5). Kalorimetrickou metodou byla prokazana komplexace Me1gCB5 s kovy
ve smési kyselina mravenci/voda v poméru 1:1. Dearden et al. * prokézali v plynné fazi
(ionizaci elektrosrejem) hmotnostni spektrometrii zapouzdieni malych molekul hostii Np,
O, nebo acetonitrilu v Me;oCB5. Zachycené molekuly plynu se neuvolni z portalu, jelikoz

portal je pokryty amonnymi ionty.

e

Obr. 18: Me;,CB5 *
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2.19 Me,CB6

Day et al., ¥

syntetizovali ¢aste¢né methylenovany CB6 tetramethylCB6 (MesCB6).
Me,CB6 ziskali reakci mezi diether dimethylglykolurilem a methylem pfemosténym dimer
glykolurilu v poméru 1:1. Celkovy vytézek MesCB6 ¢inil 30 %. Z krystalové struktury

vyplynulo, Ze mé elipticky tvar.

Obr. 19: Krystalova struktura Me4CBg >’

2.1.10 MesCB6

MegCB6 mé podobnou velikost kavity jako CB6. V roce 2003 Day et al., *® poprvé
syntetizovali hexamethylCB6 (MesCB6). MesCB6 byl pouzit pro ptipravu stabilnich
inkluznich komplext. Z dtivodu dobré rozpustnosti ve vodé byla zkoumana interakce mezi
MesCB6 a N,N-dimethyl—4,4"—bipyridinim (MeV?"). Byla prokazana vysoka rozpustnost
Vv polarnich organickych rozpoustédlech, naptiklad DMSO, acetonitrilu a trifluorethanolu,
avsak za podminky pfidani malého mnozstvi vody. Rozpustnost ve smési voda/acetonitril
(1:1) je 7,4 g na 100 ml vody. Podobna rozpustnost je i v trifluorethanolu, a to s ptidavkem
5-10 % vody.
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Obr. 20: MesCB6

2.1.11 Me,CB6

Krystalova struktura Me;,CB6 byla poprvé charakterizovana v komplexu hostitel—
host, kde Me;,CB6 je hostitel a 1,4-dihydroxybenzen je host. Me;,CB6 je rozpustny
v organickych rozpoustédlech a jeho pfiprava je mozna reakci 1,5-(butan-1,4-
diyl)glykoluril aformaldehydu (Schéma 2). Dalsi piiprava Me;2CB6 je mozna

V pfitomnosti penta-1,5-diaminu, ktery slouzi jako templat. %9

B )J\ Ha |
C\
Ha

- o -

Obr. 21: Me;»CB6

Schéma 2
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2.1.12 Me,CB7

Vroce 2012 byla provedena reakce linearniho CB6 s dimethylglykolurilem
(diMeGU), pii které byla prozkoumana moznost transformace do CB7. Po négkolika
experimentech, na zaklad¢ kterych byly stanoveny nejoptimalnéjsi reakéni podminky, byla
nasledné reakce provedena a Kk reaktantim byl piidan KI v 9 M H,SO, pii teploté 110 °C
(po dobu 30 minut). Analyzou surové reakéni smési s p—xylendiammoniovym iontem
aanalyzou 'H NMR byla potvrzena piitomnost CB6 aMe,CB7 v poméru 55:45.
Po procisténi aktivnim uhlim byl ziskan samotny Me,CB7 ve vytézku 31 %. Produktem

reakce je samotny cyklizovany hexamer, ktery tvoi{ stabilngjsi CB6. *°

"

f ~-M M=y

N N Jj*@*—o oiﬂl_d

9M H2S 04 NN NN

H H + o R%—<—R o) . LLI'* })

110°C, K1, 30 minut

J—N Nee | -H \_N NJ N_r\h;@fﬂ o Dya:;w
AN M.

L _ JT)‘N eNDN— N/
I
Me CB7] R.R'= Me

Obr. 22: Syntéza Me,CB7 %

2.1.13 Piima modifikace cucurbit[n]urili

Kim et al., ** objevili zptisob jak zavést OH skupinu do struktury CBn. Modifikované
CBn je mozné piipravit piimou reakci s KyS;0g ve vodném prostiedi a v piebytku
oxidaéniho ¢inidla (Schéma 3). Pii reakci dochazi k navazani OH skupiny na vSechny
ekvatorialni uhliky. Reakce probiha v pfijatelnych vytéZcich u CB5 a CB6. U homologl
CB7 a CB8 je vytézek plné hydroxylovaného makrocyklu jen 5 %, v dusledku stérického

branéni.
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Schéma 3
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3 SYNTEZA CUCRBIT[NJURILU

3.1.1  Syntéza podle Behrenda

Jako prvni syntézu cucurbit[6]urilu provedl v roce 1905 Behrend, ktery nechal
reagovat glykoluril v  nadbytku paraformaldehydu v koncentrované kyseliné
chlorovodikové (Schéma 4). Produkt nasledné krystalizoval v horké kyselin¢ sirové.
Behrend tak izoloval ,,polymerni” latku, ktera méla amfoterni charakter a byla nerozpustna
Vv bé&Znych rozpoustédlech. V dalsim kroku latku krystalizoval v ptitomnosti HyPtCls,
AgNO3;, KMnO4 nebo NaAuCly,, se kterymi tvofila Sirokou $kalu krystalickych komplex.
Vzniklé produkty Behrend ziedil studenou vodou a nasledné kratce povatil. Vyslednou
latku charakterizoval jako CigHi1iN704:2H,0. V této dobé nebyla dostupna technika

na objasnéni struktury, proto nadale v praci nepokradoval. 2

Schéma 4
(0] B (0] ]
HN)kNH o ‘\N)LN/\\
> : )J\ HCI ; :
+ -
HN\H/NH H H Y N}
(6] B (e] | 6

3.1.2  Syntéza podle Freemana a Mocka

V roce 1981 Freeman a Mock zopakovali syntézu podle Behrenda. Pomoci RTG
difrakce pak objasnili strukturu ,behrendova polymeru” pomoci rentgenové difrakce

a identifikovali tento ,,polymer” jako cucurbit[6]uril. **

3.1.3  Syntézy podle Kima a Daye

Kim a Day et al., %

vroce 2000 syntetizovali a izolovali dalsi homology
cucurbit[n]urild (CB5-CB8 a CB10) a zkoumali jejich vlastnosti a mozné aplikace

naptiklad v ekologii.
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Reakei glykolurilu a formaldehydu vznikaji oligomery, které pak cyklizuji. > Reakce
probiha v 9 M kyseliné sirové pii teploté 75 °C po dobu 24 h. a poté je teplota zvySena
na 100 °C po dobu dalsich 12 hodin. V pribéhu reakce vznika smés CBn, (n=5,6,7,8 a 10).
Rozhodujicim faktorem v reakci, je pouziti nizsi teploty, nez se pouziva u konvencni

syntézy CB6. Nizsi teplota pak umozituje vznik vétsiho mnozstvi CBn homologi.

Reakéni smés byla pfevedena do smési aceton/voda. Vznikla srazenina, ktera byla
oddélena dekantaci a promyta smési aceton:voda vV poméru 1:4 a zfiltrovana. CB6 byl
oddélen od smési ¢asteénym rozpousténim ostatnich CBn homologli ve smési aceton:voda
(1:2). Z rozpustného podilu byly izolovany CB5 a CB7 a dale oddé€leny frakéni krystalizaci,
naslednym sraZenim a rekrystalizaci. CB8 byl izolovan ze smési CBn homologt, ktera byla
ptipravena modifikovanym postupem. Reakci glykolurilu a formaldehydu v pfitomnosti
HCI ve vysoktlakém reaktoru pii 115 °C po dobu 24 h., vznikal bily prasek, ktery byl poté
zahtivan se 7,5 M H,SO,4. Touto syntézou se vyrobi smés CBn s mirné vys$sim obsahem
CB7 a CB8 (Schéma 5). 24

Schéma 5
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3.1.4  Priprava ¢istych CBn

V poslednich letech byly vyvinuty metody pro izolaci CB7 a to ze smési CB5 a CB7
pomoci alkyl-imidazoliovych soli jako selektivnich hostii. Provedenou dekomplexaci

komplexu hostitel-host byly ziskany homology CB5 a CB7 v ¢&isté formé. ** Surova smés
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CBn byla rozdélena na dvé ¢asti, a to na CB rozpustné ve vod¢ (CBS5, CB7), a ve vod¢
nerozpustné¢ (CB6, CB8). Nasledn¢ byly pouzity tfi imidazoliové soli, aby byla zvySena
rozpustnost CB[n] butyl-methyl imidazolium bromid=[Csmim]Br, methyl-ethyl

imidazolium bromid=[C,mim]Br a naftyl-methylimidazolium bromid=[Npmim]Br. *

3.1.4.1 lzolace CB5 a CB7 pomoci imidazoliovych soli

Po vytvofeni komplexu CB7 s[Csmim]Br je rozpustnost vyrazné¢ zvysena. CB5
a CB7 se rozpusti ve vod¢ a odfiltruji se pfipadné nerozpustné zbytky. Filtraci se ziska Ciry
homogenni roztok CB5 a CB7. K takto pfipravenému roztoku se piida imidazoliova sil
[Csmim]Br aselektivné vznikne komplex CB7. K roztoku se ptida NH4PFg a tim
se vysrazi komplex CB7¢[Csmim]PFs, ktery se zahieje na 80°C ve vodném roztoku
[Csmim]Br. Dalsim krokem je vznik komplexu CB7¢[Csmim]Br - ten se vysrazi
s methanolem a centrifugaci se oddéli. Pevny podil CB7+[Csmim]Br se zahusti NH4PFg
zarefluxu vDCM. Br se heterogenn¢é v dichlormethanu vyméni za PFg a vymyje

se do roztoku. Vytézek Cistého CB7 ¢inil 19 %.

CBS5 zistal v mate¢ném roztoku, ktery se vysrazel methanolem a odcentrifugoval
jako nekomplexovany. Naslednou krystalizaci ve vodé vznikl CB5 o celkovém vytézku

6,4 %. %

3.1.4.2 lzolace CB6 a CB8 pomoci imidazoliovych soli

K disperzi smé&si CB6 a CB8 ve vodé byla pridana imidazoliova sl [Npmim]Br. Poté
byly komplexy od sebe oddéleny centrifugaci, kdy CB6 byl ve formé srazeniny a komplex
CB8+([Npmim]Br), ve form¢ roztoku.

Z druh¢ frakce nerozpustnych CB6 a CB8 se CBS ziska stejnym zplisobem jak CB7

jen s tim rozdilem, ze se selektivné vysrazi s imidazoliovou soli [Npmim]Br.

K nerozpusténému CB6 byla pfidana imidazoliova sl [Comim]Br a pii 80 °C
vznikl vodny roztok komplexu CB6¢[Comim]Br. Pfidavkem methanolu se vysrazel
komplex CB6¢[Comim]Br aptidavkem NH4PFs za refluxu v DCM vznikl ¢isty CB6

0 celkovém vytézku 51 %. 4
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3.1.5  Syntéza bis-nor-seco-cucurbit[6]uril

Syntéza byla provedena reakci glykolurilu a paraformaldehydu v poméru 1:1,5
v koncentrované kyseliné chlorovodikové pfi teploté 80 °C po dobu 30 minut. Ke smési byl
pfidan methanol a tim byla ziskana srazenina, ktera byla odfiltrovana a nasledné promyta
acetonem za vzniku Spinavé bezbarvé pevné latky. Ta byla pfes noc suSena ve vysokém
vakuu. Iontoméni¢ovou chromatografii byl ziskan vzorek obsahujici c-trimer a bis-nor-
seco-CB6. Obg¢ latky byly od sebe oddéleny rekrystalizaci z CF3CO,H za vzniku Cistého c-

trimeru o vyt&zku 30 % a bis-nor-seco-CB6 o celkovém vytézku 70 %. *°

3.1.6  Syntéza rozpustnych cucurbit[n]urili

V roce 2001 Kim et al., * uvedli, e kondenzace cyklohexanoglykolurilu
a formaldehydu vytvoii cyclohexanoCBn. Pomoci NMR, byly odhaleny struktury hlavnich
produktii cyklického pentameru a hexameru a malé mnozstvi neidentifikovatelnych
homologt. Po sérii rozpusténich a frakénich krystalizaci byly izolovany CysCB5 a CysCB6
o vytézcich 16% a 2 % zavedeny na periferii struktury cyklohexylovym kruhem
(Schéma 6). Tyto jsou vice rozpustné v organickych rozpoustédlech (v methanolu
3,1 - 10" M n=5), nez ve vodé (2,6 - 10 M n=5).

Schéma 6
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3.2 Pouzité roztoky a chemikalie

Vychozi latky glyoxal, mocovina, paraformaldehyd, standardy (CB6, CB7), ¢inidla
a rozpousteédla byly ziskany z komercnich zdrojt a dale pouzivany bez jakéhokoliv dalsiho

¢iSténi.

3.3 Pristroje a vybaveni

Pro stanoveni Cistoty a struktury produkti byly pouzity metody hmotnostni

spektrometrie, stanoveni bodu tani a nuklearni magneticka rezonance.

IR spektrum bylo méfeno na ptistroji Mattson 3000 technikou KBr tablet. Pro popis
intenzity absorp¢nich péasi IR spekter byly pouzity nasledujici zkratky: s (slabd),

m (stfedni) a w (silnd).

Veskeré ESI-MS analyzy byly provadény na hmotnostnim spektrometru s iontovou
pasti amaZon X (Bruker Daltonics) vybavenym elektrosprejovym ionizaénim zdrojem.
Veskera méteni byla provedena v pozitivnim skenovacim moédu. Jednotlivé vzorky byly
do iontového zdroje piivadény kovovou kapildrou v koncentraci 500 ng-ml ' pii
konstantnim pritoku 4 pl-min . Parametry méFeni byly nasledujici: teplota nosného plynu
300°C, pritok nosného plynu 6 dm® - min%, napéti na kapilafe —4,0 kV, napéti na konci
kapilary +140 V, tlak rozpraSovaciho plynu 206,4 kPa, pritok vzorku 4 ml-min . Jako
nosny, respektive rozprasovaci plyn, byl pouzit dusik N,. Jako rozpoustédlo byla pouzita

kyselina mravenci. 1 mg vzorku byl rozpustén v 1 ml kyseliny.

3.3.1 Specifikace hmotnostniho spektrometru

Nézev: amaZon X (Bruker Dalton, Brémy, Némecko)
Ionizaéni zdroj: elektrosprej

Hmotnostni analyzator: iontova past

Nosny a rozpraSovaci plyn: dusik

Software: Trap Control, Data Analysis

Bod tani (t;) byl méfen na Koflerové bloku PolyTher A. Rozsah teplot pfistroje
je v rozmezi 20-350 °C. Teploty nebyly korigovany.
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Spektra NMR byla méfena na piistroji BRUKER AVANCE-300 pii frekvenci
300 MHz pro 1H jako inertni standart bylo pouzivano rozpoustédlo 20 % DCI v D,0.

3.4 Priprava glykolurilu

Glykoluril byl piipraven ve 400 cm® varné baiice reakci komerené dostupného
112 cm® 40 % glyoxalu (1) a 170 g (2,93 mol) mocoviny (2), ktera byla rozpusténa
ve 284 cm® destilované vody. Nasledn¢ bylo ptidano 24,5 cm?® kyseliny chlorovodikové
(Schéma 7). Po mirném zahifevu na teplotu asi 50 °C se objevil mirny zakal. Reak¢éni smés
byla udrzovéana 4 h. pfi teploté 85-90 °C. V pribéhu reakce vznikla bezbarvé srazenina,
ktera byla odfiltrovana pomoci snizeného tlaku pies Biichnerovu nalevku a filtra¢ni papir.
Odfiltrovana srazenina byla postupn& promyta 1000 cm® destilované vody a 100 cm®

ethanolu. Tato latka byla nasledné identifikovana pomoci bodu tani a IR.

Sumarni vzorec: C4HsN4O, jL
Molarni hmotnost: 142,116 g-mol ™ HN: N[ H
Bod tani: 338,2-339,6 °C HN \”/N H
Vzhled: Bezbarvy prasek bez zapachu O
Schéma 7
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IR (KBr): 3222(s), 3078(s), 2979(m), 2844(m), 2677(w), 2519(w), 2135(w), 2119(w),
2013(w), 1763(s), 1701(s), 1514(s), 1314(m), 1340(s), 1254(s), 1125(s), 1001(m), 889(s),
762(s), 742(s), 696(s), 609(m), 502(m), 472(w) cm™,

3.5 Syntéza surovych reakénich smési cucurbit[n]urilu '

V 50 cm® varné baiice byl smichan 1,4 g (9,9 mmol) glykolurilu a 4cm’
koncentrované kyseliny chlorovodikové a po mirném zahtfevu na 38 °C bylo piidano
0,309 (9,9 mmol), 0,509 (16,6 mmol) a 0595¢g (19,8 mmol) paraformaldehydu
(Schéma 8). Smés byla zahfivana 72 h. pti 50 °C. Vznikla srazenina byla oddélena
centrifugaci a promyta smési HCl:H,O (1:1,v/v). Nasledné byla promyta methanolem pro
odstranéni HCI ze vzorku. Poté by produkt vysuSen naodparce. Reakéni smés

cucurbit[n]urilovych homologl byla analyzovana pomoci ESI-MS.

Schéma 8
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ESI-MS: m/z (%): X;:499,2 [CB6+2H']** (98), 582,2 [CB7+2H']** (100), 665,2
[CB8+2H']** (30), 1019,2 [CB6+Na'l" (3), X. 499,2 [CB6+2H']** (100), 5822
[CB7+2H"* (70), 665,2 [CB8+2H"** (15), 997,2 [CB6+H™]" (1), X5 499,2 [CB6+2H]**
(100), 582,2 [CB7+2H'T** (95), 593,2 [CB7+Na'+H']*" (42), 665,2 [CB8+2H"T*" (15),
781,2,2 [n-s-CB9+2K*]*" (3), 997,2 [CB6+H™]" (3).
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3.6 Syntéza cucrbit[n]urili a i-cucurbit[n]urili *’

Dle publikovaného postupu bylo smichano 10g (70,4 mmol) glykolurilu
a2,2 g (73,3 mmol) paraformaldehydu. Smés byla prevedena do 250 cm® varné baiiky
apostupné byl pfidan prvni podil koncentrované HCIl vychlazené na 0 °C (1,26 Cms).
Reaktanty se transformovaly do tvrdé latky podobajici se cihle. Michanim se reakce stala
vysoce exothemrni. Poté byl ke smési pfidan postupné druhy podil koncentrované HCI
vychlazené na 0 °C (12,95 cm®) a heterogenni smés byla zahiivana na 80 °C po dobu 2,5 h.
a nasledné dalsi 2,5 h. udrzovana pfi této teploté. Homogenni oranzovy roztok byl dale
zahtivan pii teploté 100 °C po dobu 14 h. Teplota byla zastavena a smés ponechana 4 h.

pii pokojové teploté. Nasledoval proces ¢isténi.

3.6.1 Cisténi smési

Reak¢ni smés byla odpafena na polovinu objemu a poté ziedéna 31 cm?® dest. H-0.
Ze smesi byla odfiltrovana bezbarva pevna latka, ktera byla vysusena ponechanim volné
na vzduchu. Déle se reakéni smés odpatovala do sucha. Smés bezbarvé pevné latky byla

analyzovana pomoci ESI-MS a NMR.

3.7 ESI-MS analyza supramolekuliarnich komplext cucurbit[n]urili

ESI-MS analyzy zaméfené na stadium tvorby supramolekularnich komplexit CB6
a CB7 apftipravenych nezndmych vzorkd byly provadény hmotnostnim spektrometrem
s iontovou pasti amaZon X vybaveného elektrosprejovym ionoza¢nim zdrojem. Jednotlivé

vzorky byly pfipraveny bezprostiedné pied samotnou analyzou.

3.7.1  Priprava vzorku pro méfeni na hmotnostnim spektrometru

Jednotlivé vzorky byly pfipravovany bezprostfedné pied samotnou analyzou.
Komercéné dostupné standardy a vzorky reakénich smési byly jednotlivé navazeny. 1 mg
vzorku byl rozpustén v 1 cm® 85 % kyseliny mravenci, po rozpusténi standardu z takto
ptipraven¢ho vzorku byly piipraveny dal§i dva vzorky. Do prvni Eppendotky bylo
odebrano 0,1 cm® rozpusténého standardu a objem byl doplnén na lecm® destilovanou
vodou. Takto pfipraveny vzorek byl méfen na hmotnostnim spektrometru. Druhy vzorek

byl ptfipraven pro méfeni s NaCl na podporu tvorby sodnych aduktii: pro CB6 byl odebran
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podil rozpusténého standardu 0,1 cm®. Koncentrace vzorku pro analyzu CB6 byla 25 uM
a pridano 0,487 cm® pripraven¢ho roztoku NaCl 50 uM a Eppendofka byla doplnéna
naobjem 1cm® destilovanou vodou. Pro CB7 byl odebran stejny podil standardu
koncentrace vzorku pro analyzu CB7 byla 29 uM a bylo pfidano 0,485 cm® p¥ipraveného
roztoku NaCl 50 uM a Eppendofka byla doplnéna na objem 1 cm® destilovanou vodou.
Vzorky surovych reakénich smési pro méfeni na ESI-MS byly pfipraveny totoznym

postupem jako standardy CB6 a CB7.
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VYSLEDKY A DISKUZE
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4 UVOD DO DISKUZNI CASTI

Cilem této prace bylo sledovat slozeni reak¢nich smési pii ptipravé CBn pomoci
hmotnostniho spektrometru, zjistit Cistoty standardil a reprodukovatelnost méteni. Méfeni
bylo nejprve provedeno s ¢istymi komeréné dostupnymi standardy cucurbit[6]urilem

a cucurbit[7Jurilem a jejich smési ptipravenou v molarnim poméru 1,17:1.

Dale byly studovany vzorky reakéni smési piipravenych dle postupu z literatury
ve tfech molarnich pomérech glykolurilu a paraformaldehydu (1:1; 1:1,67; 1:2). SloZeni

reakénich smési bylo analyzovdno na hmotnostnim spektrometru.

4.1  Analyza komer¢éné dostupnych standarda CB6 a CB7

V hmotnostnim spektru prvniho fadu komeréné dostupnych CB6 a CB7 byly
pozorovany signdly protonovanych struktur CB6, CB7, ale take agregaty makrocykll
s kovovymi ionty. Méteni byla provedena vzdy tiikrat za stejnych podminek. Dle intenzity
naméfenych signali v nize uvedenych tabulkach je zfejmé, ze kovové ionty vazici

se na CB6 a CB7 maji vliv na charakter spektra.

Obr. 23: Struktury CB6 a CB7

Pro elektrosprej je typické, Ze se tvoii Na*, K*, Ca?* a NH;* adukty. To je dano
podstatou metody, jelikoz kapi¢ky vzorku, které obsahuji ionty, se postupné¢ zmenSuji
odpafovanim molekul rozpoustédla v protiproudu inertniho plynu. Zminéné ionty,
pochazeji napiiklad z pouzivaného skla nebo cCinidel, se nasledné koordinuji molekulami

analytu.
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Ptidavek NaCl muze ovlivnit vzhled spektra prvniho fddu a podpofit, nebo naopak
potlacit, n¢které typy signalti. Pro studované makrocykly CB6 a CB7 je charakteristické,

Ze jsou protonované dvakrat.

Dal$im vyznamnym faktorem ovliviiujicim podobu hmotnostniho spektra prvniho
fadu je napéti na konci kapilary, které¢ vyznamné ovliviiuje disproporci signali. Standardné
se méti pti CE=140V, coz je parametr nastaveny vyrobcem hmotnostniho spektrometru.
Takové méteni se mize provadét v pozitivnim ¢i negativnim skenovacim médu. Druhym

testovanym napétim na konci kapilary bylo CE=300V, coZ je maximalni mozna hodnota.

Srovnanim intenzit signall a vypoctem relativni smérodatné odchylky byla prokazana
reprodukovatelnost méteni pomoci ESI-MS. Relativni smérodatna odchylka (Sy byla
vypocitana pomoci Deanova-Dixonova koeficientu, ktery se pouziva v ptipadé¢ malych
poc¢tu paralelnich méfeni (n<<10). 48
S=k,-R 1)
Kde: ky— Deantiv—Dixonuv koeficient

R —rozpéti

Tabulka 5: Hodnoty Deanova—Dixonova koeficientu k,

n Kn

2 0,886
3 0,591
4 0,486
5 0,430

cv v

R=x_,—X_ )

S, ==-100[%] 3
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411  Analyza komercné dostupného standardit CB6

V hmotnostnim spektru prvniho fadu komeréné dostupného standardu CB6, byly
pozorovany tii vyrazné signaly a tfi signaly s mensi intenzitou. Dle pfedpokladu odpovidal
zékladni signal [CB6+2H']*" (m/z=499,2). Dalsi dva intenzivni signaly byly adukty
makrocyklické struktury CB6 a ionti (NH4; a K*). Jednalo se tedy o adukty
[CB6+2NH4'T** (m/z=516,2) a [CB6+2K']** (M/z=537,2). Dali tii slabsi signaly, které
byly zaznamenany ve spektru, odpovidaly jednou nabitym agregatim CB6. Prvni signal byl
protonovany [CB6+H']" (m/z=997,2) daldi dva signaly byly CB6 adukty s ionty
[CB6+NH,1" (m/z=1014,2) a [CB6+Na']" (m/z=1019,2).

Tabulka 6: Hodnoty m/z metodou ESI-MS pro standard CB6

STRUKTURA EXAKTNI ZMERENA
HMOTNOST m/z
[CB6+2H']* 998,37 499,2
[CB6+2NH, 1% 1032,38 516,2
[CB6+2K']* 1074,39 537,2
[CB6+H'T 997,30 997,2
[CB6+NH,T 1014,29 1014,2

[CB6+Na'T" 1019,29 1019,2
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Obr. 24: ESI/MS spektrum CB6 (140V)

Tabulka 7: Hodnoty relativni intenzity signalu a vypocitana relativni smérodatna odchylka

z plochy signalu pro standard CB6

PRUMERNA | PRUMERNA
RELATIVNI | RELATIVNI
STRUKTURA | INTENZITA | SMERODATNA

SIGNALU ODCHYLKA
[%0] [%]
[CB6+2H '] 100 7,6
[CB6+2NH, 1% 61 2,6
[CB6+2K']* 30 3,0
[CB6+H™T 5 3,1
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[CB6+NH,T" 7 28,4

[CB6+Na']* 2 1,6

Meéieni v roztoku NaCl ma za nasledek vyrazny pokles intenzity zakladniho signalu
spektra prvniho fadu [CB6+2H]?" (m/z=499,2) a &etn&jsi vyskyt aduktii CB6 s ionty kovi.
Vyznamnou zménou je zvyieni intenzity signalu [CB6+2K']** (m/z=537,2). Dale byl
pozorovan vyrazny intenzivni signal [CB6+2Na*+4H,0]*" (m/z=557,2). Posledni signal
s velmi slabou intenzitou byl identifikovan jako [CB6+Na’]* (m/z=1019,2).

Tabulka 8: Hodnoty m/z metodou ESI-MS pro standard CB6 v roztoku NaCl

EXAKTNI
STRUKTURA ZMERENA
HMOTNOST
m/z
[CB6+2H"* 998,37 499,2
[CB6+2NH,T** 1032,38 516,2
[CB6+2K™? 1074,39 537,2
[CB6+2Na*+4H,0]* 1114,38 557,2

[CB6+Na’']" 1019,29 1019,2
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Obr. 25: ESI/MS spektrum CB6 v roztoku NaCl (140V)

Tabulka 9: Hodnoty relativni intenzity signalu a vypocitana relativni smérodatna odchylka

z plochy signalu pro standard CB6 v roztoku NaCl

PRUMERNA | PRUMERNA
RELATIVNI | RELATIVNI
STRUKTURA INTENZITA | SMERODATNA
SIGNALU ODCHYLKA
[%0] [%0]
[CB6+2H '] 100 8,3
[CB6+2NH, 1% 32 21,2
[CB6+2K']* 66 13,6
[CB6+2Na*+4H,0]* 90 107,3
[CB6+Na'T" 3 14,2
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4.1.2  Analyza komerc¢né dostupného standardu CB7

V hmotnostnim spektru prvniho fadu komeréné dostupného standardu CB7, byly
pozorovany dva signaly. Dle ptedpokladu odpovidal zdkladni signél s nejvyssi intenzitou
agregatu [CB7+2H']?* (m/z=582,2). Druhy signal, ktery se vyskytoval s tietinovou
intenzitou zakladniho signalu, byl identifikovan jako [CB7+Na*+H"]** (m/z=593,2).

Tabulka 10: Vypocitané a nalezené hodnoty m/z metodou ESI-MS pro standard CB7

EXAKTNI ZMERENA
STRUKTURA
HMOTNOST m/z
[CB7+2H'* 1164,36 582,2
[CB7+Na'+H]** 1186,34 593,2
[CB7+2H'T""
2+
582,2
[CB7+Na +H'T"
2+
593,2
T \ ;‘..I.A..l " .|.Lih“ - TJM“JIT A it L l“.ndl.J.A ' " ‘|
400 500 600 700 800 900
m/z

Obr. 26: ESI/MS spektrum CB7 (140V)
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Tabulka 11: Hodnoty relativni intenzity signalu a vypocitana relativni smérodatna odchylka

z plochy signalu pro standard CB7

PRUMERNA PRUMERNA
RELATIVNI RELATIVNI
STRUKTURA | INTENZITA | SMERODATNA

SIGNALU ODCHYLKA
[%] [%]
[CB7+2H'* 100 1,5
[CB7+Na'+H"]* 35 42

Méfeni v roztoku NaCl ma za nasledek vyrazné zvySeni intenzity vedlejSiho signalu
spektra prvniho fadu [CB7+Na'+H']?* (m/z=593.2) a zanedbatelny pokles zakladniho
signalu [CB7+2H"]*" (m/z=582,2). Dale se objevil signal aduktu CB7 [CB7+2Na‘]**
(m/z=604,2). Dalsi dva pozorované signaly byly s velmi nizkou intenzitou. Jeden
ze slabych signali odpovidal protonovanému [CB7+H']" (m/z=1163,3) a druhy byl adukt
[CB7+Na']" (m/z=1185,2).

Tabulka 12: Hodnoty m/z metodou ESI-MS pro standard CB7 v roztoku NaCl

STRUKTURA EXAKTNI ZMERENA
HMOTNOST m/z
[CB7+2H'* 1164,36 582,2
[CB7+Na*+H']* 1186,34 593,2
[CB7+2Na‘]* 1208,32 604,2
[CB7+H']" 1163,34 1163,3

[CB7+Na'l" 1185,33 11852
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Obr. 27: ESI/MS spektrum CB7 v roztoku NaCl (140V)

Tabulka 13: Hodnoty relativni intenzity signalu a vypocitana relativni smérodatna odchylka

z plochy signalu pro standard CB7 v roztoku NaCl

PRUMERNA PRUMERNA
RELATIVNI RELATIVNI
STRUKTURA | INTENZITA | SMERODATNA

SIGNALU ODCHYLKA
[%] [%]
[CB7+2H'* 98 1,3
[CB7+Na'+H']* 100 49

[CB7+2Na‘]* 38 4,6
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[CB7+H'T* 3 50,1

[CB7+Na']* 2 35,8

4.2 Analyza smési standarda CB6 a CB7

Byla provedena analyza smési CB6 a CB7, ktera byla pfipravena vV molarnim poméru
cucurbiturila 1,17:1 (0,5mg (5,0 mmol) standardu CB6:0,5 mg (4,3 mmol) standardu
CB7).

Vypocet pouziteho poméru CB6 a CB7:

-4
ey = eze _ 0107 55186107
o Mcg, 9962046 ———
Hmotnostni pomér B 4)
e, = eer _ 510 4 a016.107
Moy, 1162344 ——u
-7 B
Molarni pomér = M =11666=117 (5)
4,3016-10 —
Pomér CB6:CB7
1,17:1

Bylo prokézano, Ze existuje sada signalii pro CB6 a CB7 jejichZ soucet ploch udaval
stejny pomer, v jakém byla smés piipravena. Molarné bylo obsazeno ve smési standarda
CB7 méné nez CB6 ale bylo prokazano, Zze CB7 se protonuje a tvoii adukty s kovovymi

ionty Iépe nez CB6.
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Vypocet poméru CB6 a CB7 z vsech ploch signalu detekovanych v MS spetru

Tabulka 14: Hodnoty potfebné k vypoctu potvrzeni poméru smesi CB6 a CB7 pomoci

plochy signala
ZMERENA PLOCHY
STRUKTURA o
m/z SIGNALU
[CB6+2H*]* 499,2 809276
[CB7+2H']* 582,2 1499331
[CB7+Na'+H']* 593,2 180165
[CB7+2Na"]* 604,2 46671
[CB6+H'T" 997,2 6571
[CB6+Na']* 1019,3 27986
> =2570000
2570000
== 39111
6571
Negy =1 = SLL 5905
Mg 996,2946 )
Neg, =1 = SO 364
M., 1162,344
n=cms _11667-117
Negr =
Vypocitany molarni pomér z ploch signala CB6:CB7
1,17:1

V hmotnostnim spektru prvniho fadu smési komer¢né dostupnych standardi CB6

v

zaznamenan zékladni signal [CB7+2H+]2+ (m/z=582,2) a signal stémét polovicni

intenzitou [CB6+2H']?* (m/z=499,2). Dalsi dva signaly byly slabsi intenzity neZ dva
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pfedchozi a m/z odpovidd strukturam [CB7+Na'+H*]** (m/z=593,3) a jednou

protonovanému signalu [CB6+H™]" (m/z=997,2) s velmi nizkou intenzitou.

Tabulka 15: Hodnoty m/z metodou ESI-MS pro smés CB6 a CB7

EXAKTNI ZMERENA
STRUKTURA
HMOTNOST m/z
[CB6+2H'* 998,37 499,2
[CB7+2H'* 1164,36 582,2
[CB7+Na'+H"]* 1186,35 593,2
[CB6+H'] 997,29 997,2
[CB7+2HT"
2+
582,2
[CB6+2H'T"
2+
4992
[CB7+Na +H' T
2+
593,2
[CB6J+H'T
T ...ul Jklhi.ll u.._...uh' (W I. I L.L'L hal L iy | T L ; gg[:”zh r L \
400 500 600 700 800 900 1000 1100
m/z

Obr. 28: Spektrum standartni smési CB6 a CB7 (140V)
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Tabulka 16: Hodnoty relativni intenzity signalu a vypocitana relativni smérodatna odchylka

z plochy signalu pro smés standardu CB6 a CB7

PRUMERNA | PRUMERNA
RELATIVNI | RELATIVNI
STRUKTURA | INTENZITA | SMERODATNA
SIGNALU ODCHYLKA

[%] [%]

[CB6+2H'* 60 7,7
[CB7+2H'* 100 1,3
[CB7+Na"+H']* 14 6,7
[CB6+H']" 3 3,2

Meéteni v roztoku NaCl ma za nasledek vznik novych agregati a pomérné
intenzivnéji zastoupené adukty s CB7. S nejvyssi intenzitou byl pozorovan zakladni signal
hmotnostniho spektra pfipravené smési standardi [CB7+2H*]*" (m/z=582,2). U vedlejsiho
signalu [CB6+2H']*" (m/z=499,2) zistala intenzita zachovana. Byla pozorovéna fada
dalsich vedlejSich signélii a zaroven se jiz nevyskytuje jednou protonovany signal CB6

[CB6+H'T" (M/2=997,2).

Dale byla pozorovéana fada aduktii s Na’. Do této oblasti patii jasné rozeznatelné
signaly [CB7+Na*+H']** (m/z=593,2), [CB7+2Na']*" (m/z=604,2) a jako posledni byl

pozorovan signal s velmi nizkou intenzitou [CB6+Na’]" (m/z=1019,3).

Tabulka 17: Hodnoty m/z metodou ESI-MS pro smé&s CB6 a CB7 v roztoku NaCl

EXAKTNI ZMERENA
STRUKTURA
HMOTNOST m/z
[CB6+2HT** 998,37 499,2

[CB7+2H'* 1164,36 582,2
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[CB7+Na"+H']* 1186,34 593,2
[CB7+2Na")? 1208,32 604,2
[CB6+Na'" 1019,25 1019,3

[CB7+2HT"
2+
582,2

[CB7+Na +HT"
2+
593,2

[CB6+2HT"
2+
499,2

[CB7+2Na'T"

[CB6+Na'l"
1019,3

400 500 600 700 800 900 1000 1100

Obr. 29: Spektrum smési standardit CB6 a CB7 v roztoku NaCl (140V)
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Tabulka 18: Hodnoty relativni intenzity signalu a vypocitana relativni smérodatna odchylka

z plochy signalu pro standard pro smés standardu CB6 a CB7 v roztoku NaCl

PRUMERNA | PRUMERNA
RELATIVNI | RELATIVNI
STRUKTURA INTENZITA | SMERODATNA

SIGNALU ODCHYLKA
[%] [%]
[CB6+2H'* 65 41
[CB7+2H'* 100 6,4
[CB7+Na'+H']* 80 1,8
[CB7+2Na‘]* 40 8,1
[CB6+Na']* 2 40,0

Vypocet poméru CB6 a CB7 z ploch signalu, které byly zaznamendny pri méreni

N plochaCB6
plochaCB7
N 809276 (7
1499331
n=0,5398
Vypocitany molarni pomér z ploch signalti pomérem CB6 a CB7 CB6:CB7
0,54:1

Dle vypoctu je mozno konstatovat, ze metoda ESI-MS silné¢ diskriminuje CB6
Vv porovnani s CB7 a nelze tuto metodu pouzit pfimo pro stanoveni molarniho poméru.
Vypocitany pomér dle namétenych ploch jednotlivych signali odpovidajicich pro CB6
a CB7 je nutné konstatovat, ze mnou piipraveny molarni pomér neodpovida zméfenému
poméru CB6:CB7. Pokud by se pracovalo v Sir§im rozsahu zastoupeni smesi standardi,
musela by se provést kvantifikace pomoci kalibra¢nich ktivek. Bylo prokazano, ze v této
metod€ neni vztah mezi moldrnim pomérem jednotlivych komponent a odezvy signalii ve

spektru.
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4.3  Priprava surovych reakénich vzorku pro analyzu na hmotnostnim

spektrometru

Jednotlivé vzorky byly pfipravovany bezprostfedné pied samotnou analyzou. Byl
navdzen lmg vzorku, ktery byl rozpustén v 1cm® 85% HCOOH. Cely postup ptipravy

vzorkl je detailn€ popsan v experimentalni c¢asti.

43.1 Analyza surovych reak¢énich smési CBn

Byly ptipraveny tfi reak¢ni smési a kazdé z nich byla pfipravena s jinym pomérovym
pfidavkem paraformaldehydu avSak za stejnych reakénich podminek a se stejnym
ptidavkem glykolurilu a koncentrované kyseliny chlorovodikové. Poméry reakénich
komponent, byly zvoleny nahodnym vybérem z moznosti uvedenych v Tabulce 20.
Parametry reak¢nich smési jsou uvedeny v Tabulce 18. Jednotlivé vzorky byly analyzovany

pomoci ESI-MS.

Tabulka 19: Parametry reak¢nich smési

Oznadeni Poméry reaktantt [mol] NavaZky reaktanti [g]
reakee Glykoluril | Paraformaldehyd | Glykoluril | Paraformaldehyd
X1 1 1 1,42 0,30
X5 1 1,67 1,42 0,50
X3 1 2 1,42 0,595

Pti reakci glykolurilu a paraformaldehydu mohou vznikat, rizné struktury od jednou
substituovaného glykolurilu (GU), dimeru (GU3) a dalsi vyssi homology jako jsou trimery
(GUy), tetramery (GU,), pentamery (GUs), hexamery (GUg), heptamery (GU5), oktamery
(GUs), nonamery (GUg) a dekamery (GUyg). Pro posouzeni pfipravenych surovych smési
pomoci ESI-MS byla vypracovana Tabulka 20 s pfipadnymi vyskytujicimi se strukturami.
V piipravenych smésich se dale mohou nachazet homology cucurbit[n]urild 15 CB6,

16 CB7 a 17 CBS.
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Tabulka 20: Mozné intermediaty a vedlejsi produkty syntézy reakénich smési

NAVRHOVANE STRUKTURY

EXAKTNI
HMOTNOST

1=296,17

308,16
3=338,28
4 =326,27
5=368,31
6 = 356,30
7 =398,34
8 = 386,33

2

0 o
HO”"““‘N)LNH HNJJ\N’”“OH

0 8]
HO~" N JJ\N”A““NJki\l”m“(:)H

428,36

9=

o

OH
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M

Y

Mo~
10

-~ OH HOVN\g

a

HO— N Ne =N N
T U
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416,35

10=
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11 = 350,30 >_< >_< jo

12 = 338,28 HN. Ne— =M N

o)
13 = 392,33 Of_ N>_<N ’ﬁ"N)_(N_\O
_ (. _
14 = 38032 N NeN_ N
T
0 13 g

0 0
15 =996,3 J\ N)J\

16 = 1162,3 >—< —{

) N
17 = 1328,4 N\gN =6 Ef

4.3.2  Vyhodnoceni pripravené surové smési X;

Smés byla pfipravena reakci glykolurilu a paraformaldehydu v poméru 1:1

v prostfedi kyseliny chlorovodikové. Pomoci ESI-MS byl dle pfedpokladu pozorovan

dimer glykolurilu (GU;) a to v protonované formé, tak i s navazanymi sodnymi ionty.

Meéieni smési bylo provedeno s dvéma riiznymi napétimi na konci kapilary (140V a 300V),

jelikoZ pfi nichz doSlo k vyraznym zménam v intenzitach signala.
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Tabulka 21: Hodnoty m/z metodou ESI-MS pro surovou smés X3 140V

, | INTENZITA
s | S| @ | v
[%]
[GU,+H™T 309,16 309,2 100
[GU,+Na'T* 331,17 331,2 15
[CB6+2H']* 998,37 499,2 98
[CB7+2H'T*" 1164,34 582,2 97
[CB8+2H']* 1330,41 665,2 30

Smés byla analyzovana pii napéti na kapilare 140V. V hmotnostnim spektru prvniho
fadu ptipravené reakéni smési Xj, byl pozorovan dle predpokladu zakladni signal
protonovaného dimethyl glykolurilu [GU,+H']" (m/z=309,2) a naopak adukt dimeru
s vyrazné slabou intenzitou [GU,+Na']" (m/z=331,2). Dimery byly pozorovany v této
smési zcela opodstatnéné, jelikoz pomér paraformaldehydu byl srovnatelny s pomérem

glykolurilu ale na druhou stranu je piekvapivy vyskyt homologii CB6, CB7 a CBS.

V ESI-MS spektru byly pozorovany dalsi dva vyrazné signaly a jeden signal se slabsi
intenzitou. Je zde patrny vyrazny signal [CB7+2H]*" (m/z=582,2) a dal3i vedlejsi signal
s relativng zanedbatelnym rodilem intenzity odpovidal struktufe [CB6+2H]** (m/z=499,2).
Tteti signal rovnéZ vedlejsi s tietinovou intenzitou zékladniho signalu odpovidal struktuie

[CB8+2H]** (m/z=665,2).
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Obr. 30: Spektrum smési Xj napéti na kapilaie 140V

Meteni v roztoku NaCl mélo za nésledek zvyseni intenzity zaznamenanych signalt
ve spektru. Doslo k pomérmné vyrazné zméné intenzit prvnich signalti dimeru glykolurilu.
U protonovaného signalu [GU,+H™]" (m/z=309,2) se snizila intenzita téméf o jeden
iad, ale naopak vyznamné vzrostl signal sodného aduktu [GU+Na']" (m/z=331,2)

a to témeét o dvojnasobek ptivodni intenzity.

Dale doslo ke vzniku nového aduktu Svelmi nizkou intenzitou [CB6+Na']
(m/z=1019,2). Méfeni v roztoku NaCl nemélo za nasledek Zadnou zménu v intenzité
protonovanych  signald  [CB7+2H']* (m/z=582,2) a[CB6+2H'** (m/z=499,2).

U vedlejsiho protonovaného signalu [CB8+2H]** (m/z=665,2) se intenzita rovn&Z zvysila.
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Tabulka 22: Hodnoty m/z metodou ESI-MS pro surovou smés X; v roztoku NaCl 140V

] | INTENZITA
STRUKTURA EXAKTNI ZMERENA | o -\ o0
HMOTNOST m/z

[%]
[GU+H™T 309,16 309,2 80
GU,+Na'l" 331,17 331,2 65
[
[CB6+2H']* 998,37 499,2 100
[CB7+2H']* 1164,36 582,2 99
[CB8+2H']* 1330,41 665,2 43
[CB6+Na’]" 1019,29 1019,2 2

[CB6+2H' " [CB7+2HT"
2+

2+
499,2 582,2
[GU*H ] [GU,+Na'T’
309.2 3312
[CB8+2H'T"
2+
665,2

[CB6+Na']’
1019,2

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

m/z

Obr. 31: Spektrum smési X; Vv roztoku NaCl napéti na kapilare 140V
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Hmotnostni spektrum prvniho fadu pfipravené reakéni smési X; bylo meéteno
piinapéti nakonci kapilary 300V. Pii méfeni byla zaznamenana vyraznd zmeéna
v intenzitach prvnich signalii spektra. Signal protonovaného [GU+H'T" (m/z=309,2) mél
pomérné vyrazné slabsi intenzitu nez pii métfeni s napétim na konci kapilary 140V. Rovnéz
doslo ke zméné intenzity signalu [GU,+Na']" (m/z=331,2), ktery se zvysil pouze nepatrng.

Déle byl pozorovan, zékladni signal s nejvyssi intenzitou a to dvakrat protonovany
[CB6+2H']*" (M/z=499,2) avedlejsimu signalu odpovidala struktura [CB7+2H'?
(m/z=582,2). Vyrazné¢ mén¢ intenzivni signal odpovidal dvakrat protonovanému signalu
[CB8+2H']*" (m/z=665,2) asignalu snejniz§i intenzitou byl uren jako jednou
protonovany [CB6+H']** (m/z=997,2).

Tabulka 23: Srovnani plochy signalt vzorku X; 300V

] | INTENZITA
STRUKTURA EXAKTNI | ZMERENA | o - .0
HMOTNOST m/z
[%]
[GU+H'T" 309,16 309,2 65
[GU,+Na']" 331,17 331,2 10
[CB6+2H* 998,37 499,2 100
[CB7+2H']* 1164,34 582,2 98
[CB8+2H* 1330,41 665,2 29

[CB6+H'T* 997,29 997,2 2




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

[CB6+2HT" [CB7T+2HT"

2+ 2+
499,2 582,2
[GU,+HT
309,2
[CB8+2HT"
2+
665,2
[GU,+Na'T’
331,2
[CB6+H'T
997,2
RbLall. ol m L

ksl
T

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

m/z

Obr. 32: Spektrum smési X; napéti na kapilaie 300V

Meéfeni probihalo pifi napéti na kapildfe 300V v roztoku NaCl. Jak se jiz dalo
ocekavat, doslo ke zvyseni intenzity signalu sodného aduktu [GU,+Na']" (m/z=331,2).
Rovnéz se zvysila intenzita difve vedlejsiho signalu prtonovaného [GU,+H']" (m/z=309,2).
U signalu dvakrat protonovaného makrocyklu [CB6+2H']* (m/z=499,2) a dalsiho
vedlejsiho signalu [CB7+2H']?* (m/z=582,2) nedoslo k 7adné zméné intenzity signalu.
Signal dvakrat protonovaného [CB8+2H"T*" (m/z=665,2) se vyrazné zvysil o polovinu své
pfechozi intenzity. Poslednim signalem sodikovany adukt s velmi nizkou intenzitou
[CB6+Na']** (m/z=1019,2) ktery byl, zaznamenam az pii méfeni s NaCl jelikoz za danych
podminek byl podpoten vznik téchto adukth
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Tabulka 24: Hodnoty m/z metodou ESI-MS pro surovou smés X3 v roztoku NaCl 300V

] | INTENZITA
STRUKTURA EXAKTNI ZMERENA | o -\ o0
HMOTNOST m/z

[%]

[GU+H™T 309,16 309,2 99
[GU,+Na']* 331,17 331,2 69

[CB6+2H']* 998,37 499,2 100
[CB7+2H']* 1164,36 582,2 99
[CB8+2H']* 1330,41 665,2 52
[CB6+Na’]" 1018,9 1019,2 3

[CB6+2H'T" [CB7+2H'T"

[GU,+HT" 2+ 2+
309,2 499,2 582,2
[GU,+Na']"
331,2

[CB8+2H T
2+

665,2

[CB6+Na']’
1019,2

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

m/z

Obr. 33: Spektrum smési X; Vv roztoku NaCl napéti na kapilare 300V
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V této pripravené smési se ocekdval jednoznaény vyskyt nizSich homologi
paraformaldehydu a glykolurilu v reakci. Navrhované struktury se prokazaly ale pouze
Vv malé mife. Pii méfeni v roztoku NaCl se ocCekavalo cetné, navazani sodnych iontl
coz se potvrdilo jen v malém mnozstvi, které muze mit za nasledek Spatné¢ zvolena

koncentrace roztoku NaCl pro méfeni.

V této smesi bylo pomoci jednobodové kalibrace vypocitano pomérové zastoupeni
CB6 a CB7. Vypocet byl vztazen na pomérové zastoupeni smési standardu CB6 a CB7
(1,17:1).

Tabulka 25: Hodnoty pro vypocet molarniho poméru reakéni smési 1:1

ZMERENA PLOCHY

STRUKTURA L
m/z SIGNALU

[CB6+2H']* 499,2 50903

[CB7+2H']* 582,2 55170

e plochaCB6
plochaCB7
50903

n=""1-"220909227 (8)
55170 ——

| e
STANDARD 862 1 .. ... 117

[CB7+2H*]?*

(9)

VZOREK Vemsony X

[CB7+2H*1?*

809276
1499331




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

Pomér CB6:CB7 byl 1,99:1.

4.4 Priprava surové smési X,

Smés byla pfipravena reakci glykolurilu a paraformaldehydu v poméru 1:1,67
V prostiedi kyseliny chlorovodikové. Pridavek paraformaldehydu Cinil
0,50 g (16,6 mmol). ¥V této reakéni smési se dal predpokladat vznik hexameru

glykolurilu (GUg), ktery bohuzel nebyl potvrzen.

4.4.1 Vyhodnoceni pripravené surové smési X;

V hmotnostnim spektru prvniho fadu pfipravené reakéni smési, byly pozorovany
slabé signaly trimethyl a tetramethyl glykolurilu, jeden slaby a dva vyrazné signaly
homologli CBn a jeden signal neuplné uzavieného nor-seco-CBn. Prvni zaznamenany
slaby signal byl protonovany [GUs+H']" (m/z=475,2) dalsi signal byl adukt [GUs+Na']"
(m/z=497,2).

Ve smési byly pozorovany signaly, které odpovidaji homologim CBn pficemz,
zakladni signal odpovidal strukturam dvakrat protonovanym [CB6+2H]** (m/z=499,2)
asignal s niz§ intenzitou [CB7+2H']*" (m/z=582,2). Dalsi dva slabé signaly byly
protonovany [tetraMeGU+H']" (m/z= 641,2) a dvakrat protonovany makrocyklus struktury
[CB8+2H']*" (M/z=665.2). Byl nalezen také velmi nizky signal, ktery odpovidal struktufe
nor-seco-CB9 a vytvofil adukt s draselnym iontem [n-s-CB9+2K*]** (m/z=780,3). Posledni
signal s relativné zanedbatelnou intenzitou byl uréen jako jednou protonovany [CB6+H']"

(m/z=997,2).

Tabulka 26: Srovnani plochy signalt vzorku X5

INTENZITA
EXAKTNI ZMERENA ,
STRUKTURA SIGNALU
HMOTNOST m/z
[%0]
[GUz+H™T" 475,3 475,2 19
[GUs+Na']* 4973 4972 22

[GU+H™T 641,4 641,3 10
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[CB6+2H']* 998,37 499,2 100
[CB7+2H"]? 1164,36 582,2 85
[CB8+2H']* 1330,41 665,2 21

[n-s-CB9+2K '] 1560,63 780,3 5
[CB6+H'] 997,29 997,2 2
[CB6+2H T

2+
499,2 ‘o
[CB7+2H"]
2+
582,2
[GU,+Na']" [GU,+HT
4972 641,3
[GU3+H+]+ [CBg:2H+]Z+
4752 v 665,2
[n-s-CB9+2K T
2+ +_+
780,3 [CB6+H ]
L 997,2
400 500 600 700 800 900 1000 1100

Obr. 34: Spektrum smési X5 (140V)

Ve spektru prvniho fadu reakéni smési X, Vroztoku NaCl nebyla zaznamenana

vyraznd zména v ndrdstu signali protonovanych makrocykli [CB6+2H™?* (m/z=499,2)
a[CB7+2H']*" (m/z=582,2). Rovné&Z intenzity vedlejsich signalu [GUs+H'T" (m/z=475,2),
[GUs+Na'l" (m/z=497,2), [GU,+H'T" (m/z=641,4), [CB8+2H']*" (m/z=665,2) a [n-s-

CB9+2K*]?* (m/z=780,3) ziistaly zachovany.
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Tabulka 27: Srovnani plochy signalti vzorku X, v roztoku NaCl
INTENZITA
EXAKTNI ZMERENA ,
STRUKTURA SIGNALU
HMOTNOST m/z
[%]
[GUa+H™T* 475,3 475,2 22
[GUs+Na'l* 497,3 497,2 20
[GUs+H'T 641,4 641,3 7
[CB6+2H']* 998,37 499,2 100
[CB7+2H"]? 1164,36 582,2 95
[CB8+2H']* 1330,41 665,2 21
[n-s-CB9+2K*]?* 1560,63 780,3 6
[CB6+2H T
2+
499,2
[CB7+2HT "
2+
582,2
[GU,+Na']" -
[GU,+H']
497,2 6413
[GU,+H'T PR
475.2 [CBgI2H ]
Ay 665,2
[n-s-CB9+2K'T*'
2+
780,3
400 500 600 700 800 900 1000 1100
m/z

Obr. 35: Spektrum smési X, v roztoku NaCl (140V)
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V této rekéni smési se nezdafilo zaznamenat signdl hexameru glykolurilu
ale ve spektru byly nalezeny niz$i homology glykolurilu. Na druhou stranu se podafilo
detekovat pomérné ve vysoké intenzité, dvakrat protonované makrocykly CB6 a CB7.
Meéieni v roztoku NaCl nemélo vyznamnéjsi efekt, jelikoz koncentrace daného roztoku

byla stejna jako u predchoziho méteni.

Ve smési bylo pomoci jednobodové kalibrace vypocitano pomérové zastoupeni CB6

a CB7. Vypocet byl vztazen na pomérové zastoupeni smési standardu CB6 a CB7 (1,17:1).

Tabulka 28: Hodnoty pro vypocet molarniho poméru reakéni smési 1:1,67

STRUKTURA | ZMERENA | PLOCHY
m/z SIGNALU
[CB6+2H']™ 499,2 154453
[CB7+2H"** 582,2 98651
N plochaCB6
plochaCB7
= 154453 _ 15657 w0
98651 ——
I [CB6+2H* 1>
STANDARD =221 e 117
[CB7+2H*]**
(11)
VZOREK G S X
[CB7+2H*1*
809276 ... 117
1499331 ’
154453 ............... X
98651
x =3,39

Pomér CB6:CB7 byl 3,39:1.
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45  Priprava surové smési X3

Smés byla pfipravena reakci glykolurilu a paraformaldehydu v poméru 1:2
Vv prostredi kyseliny chlorovodikové. Pridavek paraformaldehydu Cinil
0,595 g (19,8 mmol). V této ptipravené reakéni smési vznikaly dle piedpokladu pouze

ruzné homology CBn.

451 Vyhodnoceni pripravené surové smési X3

V hmotnostnim spektru prvniho fadu pfipravené reakéni smési X3, byly pozorovany

cvwr

v v

Cv v

protonovany makrocyklus struktury [CB8+2H"1?* (m/z=665,2) a signal s nejniZ§i intenzitou

patfil jednou protonované struktuie [CB6+H']" (m/z=997,2).

Tabulka 29: Srovnani plochy signali vzorku X3

, | INTENZITA
STRUKTURA EXAKTNI | ZMERENA | o - 0
HMOTNOST m/z

[%]

[CB6+2H']* 998,37 499,2 100
[CB7+2H']* 1164,35 582,2 95
[CB7+Na'+H']* 593,17 593,2 23
[CB8+2H* 1330,41 665,2 35

[CB6+H'T* 997,29 997,2 2
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Obr. 36: Spektrum smési X3 (140V)

Ve spektru prvniho fadu reakéni smési X3 méfené v roztoku NaCl, byl pozorovan
vyznamny nartst jednoho zvedlejsich signald [CB7+Na*+H']*" (m/z=593,2),
protonovany signal [CB6+2H']*" (m/z=499,2). Byl zaznamenan mirny pokles vedlejsiho
signalu [CB7+2H+]2+ (m/z=582,2) a =zaroven se zvySila intenzita signalu dvakrat
protonovaného agregatu [CB8+2H]?* (m/z=665,2). Jako posledni signal spektra byl
pozorovan sodny adukt [CB6+H']" (m/z=1019,2).
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Tabulka 30: Srovnani plochy signalti vzorku X3 v roztoku NaCl

, [ NTENZITA
STRUKTURA EXAKTNI ZMERENA SIGNALU
HMOTNOST m/z
[%0]
[CB6+2H ]2 998,37 499,2 100
[CB7+2H'* 1164,36 582,2 90
[CB7+Na*+H'T* 1186,34 593,2 47
[CB8+2H']* 1208,32 665,2 45
[CBES+Na+]+ 1019,18 1019,2 2
[CB6+2H T
2+
4992 (cp7+2H T
2+
582,2
[CB7 +Na'+H'T*"
2+
593,2
[CB8+2H T~
2+
v 665,2
+ 24+
[n-s-CB9+2K ] [CB6+Na']’
780,3 1019,2
A I M v AT W HP PNl J-“Uf“-nhn -Ia.x. i x .I, Loy . I
400 500 600 700 800 900 1000 1100
m/z

Obr. 37: Spektrum smési X3 v roztoku NaCl (140V)
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V této smési bylo pomoci jednobodové kalibrace vypocitino pomérové zastoupeni

CB6 a CB7. Vypocet byl vztazen na pomérové zastoupeni smesi standardu CB6 a CB7

(1,17:1).
Tabulka 31: Hodnoty pro vypoc¢et molarniho poméru reak¢éni smési 1:2
ZMERENA PLOCHY
STRUKTURA L
m/z SIGNALU
[CB6+2H*]* 499,2 98705
[CB7+2H']* 582,2 79085
N plochaCB6
plochaCB7
n= 98705 =1,2481 (12)
79085 ——
I [CB6+2H*1?*
STANDARD ———:+-+----. 117
[CB7+2H*]?*
(13)
VZOREK M ............... X
[CB7+2H*1?*
08705 17
79085
98705 X
79085
x=271

Pomér CB6:CB7 byl 2,71:1.

4.6  Syntéza cucurbit[n]urili a i-cucurbit[n]urila

Reakce byla provedena v poméru glykolurilu a paraformaldehydu 1:2 dle
publikovaného postupu # bohuZel se zcela nezdafila, jako autortim publikace. Jelikoz

po ukonceni zdhfevu nevznikla pevnd latka, tak byla reakéni smés zahusténa destilovanou
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vodou a ponechdna 4 dny srazet. Z roztoku byl odebran kontrolni vzorek na ESI-MS

(Obr. 38 a 39).

V  hmotnostnim spektru prvniho ftadu byl pozorovan zékladni signal
[CB6+2H']*" (M/2=499,2) a dale dva vedlej§i signaly s vyrazné nizsi relativni intenzitou
nez zékladni signal spektra. Dva vedlejsi signdly odpovidaly struktufe dvakrat
protonovaného [CB7+2H']*" (m/z=582,2) a jednou protonovaného [CB6+Na']"
(m/z=1019,3). MS spektrum bylo méfeno pii napéti na konci kapilary 300V, coz podpoftilo

zvySeni intenzity signali.

Tabulka 32: Srovnani plochy signalti vzorku bez pevné latky (300V)

, | INTENZITA
STRUKTURA EXAKTNI ZMERENA SIGNALU
HMOTNOST m/z
[%]
[CB6+2H'** 998,37 499,2 100
[CB7+2H'* 1164,36 582,2 75

[CB6+Na']" 1019,29 1019,3 2
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[CB6 +2H T

2+
499,2
[CB7+2H'T
2+
5822
[CB6+Na']
|| ||| lllll[ H |||||“ || | 1019,3
400 500 600 700 800 900 1000 1100

m/z

Obr. 38: MS spektrum roztoku bez pevné latky (300V)

V hmotnostnim spektru prvniho fadu, které bylo tentokrat méfeno pii 140V byl
pozorovan zakladni signdl Snejvyssi intenzitou [CB6+2H']* (m/z=499,2). Signaly
[CB7+2H)?* (m/z=582,2) a[CB6+Na']" (m/z=1019,3) nebyly vtomto pripadé vibec
detekovany. Byl pozorovan zcela novy vedlejsi signal s velmi nizkou relativni intenzitou

naleZici protonovanému [CB6+H']" (m/z=997,3).

Tabulka 33: Srovnani plochy signalti vzorku bez pevné latky (140V)

] | INTENZITA
EXAKTNI ZMERENA ,
STRUKTURA SIGNALU
HMOTNOST m/z
[%0]
[CB6+2H '] 998,37 4992 100

[CB6+H'T" 997,30 997,3 4
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[CB6+2H'T"
2+
499,2

[CB6 +H']
997,3
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Obr. 39: MS spektrum roztoku bez pevné latky (140V)

Zména napéti na konci kapilary zcela zménila vzhled spektra a to poklesem intenzity

az o jeden fad v MS spektru méteného pii 140V.

Po vysrazeni pevné latky z reakéni smési byla srazenina ptefiltrovana, vysuSena a byl

odebran vzorek na analyzy ESI-MS a NMR.

V MS spektru prvniho fadu méfené¢ho pii napéti na konci kapilary 140V byly
pozorovany pouze dva vyrazné signaly a kviili znaénému Sumu nebylo mozné rozpoznat
dalsi analyzované signaly. Zakladni signal odpovidal dvakrat protonovanému makrocyklu
CB6 [CB6+2H']*" (m/z=499,2) a vedlejsi signal srelativné niz8i intenzitou pftislusel

dvakrat protonovanému [CB7+2H*]*" (m/z=582,2).
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Tabulka 34: Srovnani plochy signalti vzorku pevné latky (140V)

INTENZITA
EXAKTNI | ZMERENA ,
STRUKTURA SIGNALU
HMOTNOST m/z
[%0]
[CB6+2H™*" 098,37 4992 100
[CB7+2H'* 1164,37 582,2 88
[CB6+2H T "
2+
499 2
[CB7 +2H T
2+
582,2
400 500 600 700 800 900 1000 1100

m/z

Obr. 40: MS spektrum ziskané pevné latky (140V)

Hmotnostni spektrum ziskané pevné latky po vysrdZeni bylo také métfeno pii napéti
nakonci kapilary 300V. Po nasledném prozkoumani spektra prvniho ftadu bylo
zjisténo, 7e intenzita dfive vedlejiiho signalu [CB7+2H']?* (m/z=582,2) se zvysila
na skoro stejnou intenzitu, jakou mél zékladni signal [CB6+2H']** (m/z=499,2). Opét

se nedafilo identifikovat vice jednotlivych signalii z divodu velmi ¢etného Sumu.
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Tabulka 35: Srovnani plochy signalti vzorku pevné latky (300V)

INTENZITA

EXAKTNI ZMERENA ,

STRUKTURA SIGNALU
HMOTNOST m/z
[%0]
[CB6+2H '] 998,37 499,2 100
[CB7+2H']* 1164,36 582,2 99
[CB6+2H " [CB7+2H'T
2+ 2+
499,2 582,2
400 500 600 700 800 900 1000 1100

m/z

Obr. 41: MS spektrum ziskané pevné latky (300V)

Ziskana pevna latka byla rovnéz zmétena pomoci NMR. Ve spektru jak Ize vidét
na Obr. 42 nelze jednoznacné identifikovat jednotlivé signaly pfislusejici jednotlivym
oc¢ekavanym komponentam smési. Jednalo se o reakci, kde nebyl stechiometricky pomér
glykolurilu a paraformaldehydu vhodny pro uzaviené CBn. V oblasti spektra 3,5-2,0 ppm
lze nalézt signaly, které se ve smésich CBn obvykle nevyskytuji. Mohlo by se jednat
0 signaly protoni linedrnich oligomerd GU. Dalsi signaly z GU pak piekryvaji signaly CBn
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v oblasti nad 4,0 ppm a pod 2,5 ppm a znemoziiuji tak, pomoci integrace, zjistit zastoupeni
jednotlivych CBn ve smési. Jiné vzorky nebyly metodou NMR analyzovany, takze

obecnéjsi zaveér nelze ucinit.

R S S ot o et e o . B e B e e e B o e
4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5
Chemicky posun (ppm)

Obr. 42: 'H NMR spektrum ziskané pevné latky
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ZAVER

Prvnim cilem diplomové prace byl prizkum odborné literatury pro ziskéni obecného
postupu pfipravy cucurbiturilovych smési. Nasledné byla provedena analyza
na hmotnostnim  spektrometru  komeréné dostupnych standard  cucurbit[6]uril,
cucurbit[7]uril a jejich pfipravené smési. Na ESI-MS byly vSechny piipravené vzorky
méfeny za stejnych podminek metody tudiz bylo mozné provést vypocet relativni
smérodatné odchylky, kterou byla prokdzana reprodukovatelnost této metody. Smeés
komeréné dostupnych standardi byla pfipravena v molarnim poméru CB6 : CB7 (1,17:1).
| kdyz byla smés ptipravena ve prospéch CB6 z ESI-MS spekter je patrné, ze metoda
preferuje CB7, coz bylo prokdzdno pomoci plochy signalli, integralnich intenzit a jejich
naslednym vypocétem. Z namétenych spekter bylo prokazano, ze makrocyklus CB7 se 1épe

protonuje a tvoii adukty s kovovymi ionty.

Ptipravou surovych reakcénich smési byly uspé$né detekovany rizné homology

glykolurilu, nor-seco-CBn a uzavienych cucurbit[n]urild.

Na ESI-MS bylo studovano meéfeni v roztoku NaCl, ktery mize celkem podstatné
ovlivnit spektrum prvniho fadu a podpofit n¢které typy signalii nebo naopak jej potlacit.
Domnivam se, Ze pfi méfeni byla nevhodné zvolena koncentrace roztoku NaCl, jelikoz
to nevedlo ke zjednodusSeni spektra a vyskytovala nizké ¢etnost sodikovych aduktt. Dal§im
sledovanym parametrem pii métfeni bylo napéti na konci kapilary, coz mnohdy zptisobilo
zvySeni nebo naopak sniZeni intenzity spektra. Vyhodnéjsi bylo napéti 140V jelikoZ byl

ve spektru znaéné zredukovan Sum.

Dle provedenych vypoctli bylo jednoznacné patrné, Ze pfipravené reakéni smeési

obsahuji pomérové vice cucurbit[6]uril.
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