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Pouzité zkratky
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acetyl
anhydrid kyseliny octové
cyklodextrin
cinnamyl (3-fenyl-prop-2-enyl)
ethyl
a-D-glukopyranosa
nuklearni magneticka rezonance
methyl
kyselinap-aminobenzoova
tenkovrstevna chromatografie
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1. Cil prace

Cilem této prace bylo:
* syntetizovat sérii regioselektiymonosubstituovanych derivg-cyklodextrinu (3-
CD) v poloze 3.
* ofit metodiku utovani komplexa&nich konstant) pomoci UV/vis absoimi
spektrofotometrie
* urtit hodnotyK pro jednotlivé derivaty-CD

* urcit vliv substituce jednotlivych derivaia velikostK



2. Uvod

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy, sloZzené z $esti sthio
D-glukopyranosovych jednotek, které jsou spojefie—~>4) glykosidickymi vazbami. Jsou to
prirodni latky, které vznikaji enzymatickou degradéaibu.

Cyklodextriny diky svym specialnim vlastnostem haejiradu uplaténi
v chemickém a farmaceutickémipryslu. Mezi nejvyznamijSi a nejvyuzivagjSi vlastnosti
pati jejich schopnost nekovalertmazat molekuly ve své hydrofobni kavite vodném
prostedi. Téeto vlastnosti se vyuziva iiggbad pro zapouz@ni I&€iv, které jsou Spathnebo
omeze# rozpustné ve vad Déle se v &Zné praxi hojd vyuZivaji jako chiralni separatory,
nebo enzymové modely. Jejich vyhodou je také ralatnizka cena, dana vicen¥én
kvantitativnim vyrobnim postupem.

Unikatni schopnost komplexovat organické i anorgamhydrofobni molekuly o
vhodné velikosti, je dana velikosti a strukturgjicfemolekuly, a také rozloZenim
hydroxylovych vazeb. Tvorbou nekovalentnich kompleg zabyva obor supramolekularni
chemie, ktery v poslednich letech dosahuje velk&puwsti.

Chemickou modifikaci nativnich cyklodextiitze cile menit jejich chemickeé a
fyzikélni vlastnosti. Derivatizaci Ize ovhevat jejich rozpustnost ve veédale také schopnost
tvorit inkluzni komplexy s lipofilnimi latkami. Dale jké mozné na molekulu cyklodextrinu
navazat reaktivni furidni skupinu (tzv. raménko), pomoci kterého sgennavazat na pevnou
fazi, nebo na zrikovaci fluoresceini molekulu.

V poslednich letechédci vénuji pati¢cnou pozornost zkoumani termodynamiky
procesu tvorby inkluznich kompléxJsou vyvijeny nové metody procavani koncentrace
komplexi, stechiometrie a vazebnych konstant mezi hogtivels hostujici molekulou P
vzniku inkluznich komplek dochazi v roztoku ke ziné spektroskopickych veldin, coz
predukuje jejich kvantifikaci pomoci spektralnich metadtliterature jsou popsany metody,
jak urit vazebné konstanty pomoci UV/vis molekulové ap&oir spektrofotometrie,
fluorimetrie, semiempirickych kvantovych vyia, NMR a skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM).

Praw syntézou série monosubstituovanych detigatyklodextrinu a naslednym
ovéirenim metodiky ufovani jejich vazebnych konstant s hostujici moleiygdomoci UV
absorgni spektrofotometrie se zabyva tato préce.



3. Prehled problematiky

3.1 Cyklodextriny — vlastnosti a struktura

Mezi nejvyznamiySi cyklodextriny (CD) pat a-CD, B-CD ay-CD s p@tem
glukosovych jednotek 6, 7 a 8. V liter&use také objevuji pod nazvy Schardingerovy
dextriny, cykloglukany, cykloamylosy nebo cyklogagyranosy. Fiirodni cyklodextriny
S mér nez Sesti jednotkami se ze sterickyéhiatii nevyskytuji, ale byly fipraveny
synteticky. Molekulu CD tvdi do cyklu spojené glukopyranosové jednotky, kjsoé
propojenéu(1—4)-O-glykosidickymi vazbami (Obr. 1)Poprvé byly popséany Villiersetn
v roce 1899.
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Obr. 1 Struktura molekuly cyklodextrinu

Glukosové jednotky jsou v molekule CD propojenyoiakn zpisobem, Ze v prostoru
tvori konickou strukturu. Vniek molekuly tvéi hydrofobni dutina, kdeZto povrch je
hydrofilni. To je dano orientaci vazeb C-O-C a GihRérem dovnit molekuly a
hydroxylovych vazeb siénem na povrch. Hydroxylové skupiny na uhlicich Q23&se
nachazeji na SirSim okraji molekuly. Megirtito skupinami sousednich glukosovych jednotek
dochazi w-, B- ay-CD ke tvorkk pasu vodikovych vazeb, které zvySuji celkovouditgi



cyklodextrinového jadra. Tento jev je nejsjBi up-CD, kde se tvid vodikoveé vazby mezi
kazdymi C2 a C3 hydroxylovymi skupinami sousedrgkttkkosovych jednotek, coz
vyswtluje jeho nejvysSi rigiditu, a také sniZzenou ratpost ve voél Fi laboratorni teplat
se ve 100 ml vody se rozpusti zhruba 14-§D, 23 gy-CD, ale pouze 1,8 gCD>.

Primérni hydroxylové skupiny na uhlicich C6 se raeiji na uzsim okraji
makrocyklu (Obr. 2) a maji schopnost rotovat kokeamby mezi uhliky C5 a C6. Za

normalnich podminek pak shuji do stedu molekuly.
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Obr. 2 Umisténi hydroxylovych skupin v molekule CD

OH

3.2 Tvorba inkluznich kompléix

Do hydrofobni kavity cyklodextriin (hostitel) se mize ve vodném prasdi nebo
v prostedi jiného rozpoustlla komplexovat Siroka Skala organickych i anorgajch latek
(host). Rozhodujicim faktorem pro tent) ¢ velikost a tvar hostujici molekuly, a také
vyskyt hydrofobnich skupin. Do kavity CD se ochotétkomplexuji latky s alifatickym
fettzcem,-CD poskytuje inkluzni komplexy s malymi aromatiokiysloweninami, jako jsou
p-aminobenzoova kyselinf;naftol nebo naftalensulfonylchloridyaCD s molekulami
vétSich rozngra.

Pri tvorbé komplexu dochazi k vygmé molekul vody z hydrofobni kavity za hostujici
molekulu. Tento jev je samovolnygthod do energeticky vyhogiiho stavu a vyzriaje se
zvySenim entalpie. Skldda se&kalika prispivki. Hlavni z nich jsou hydrofobni efekt,



elektrostatické a van der Waalsovy interakce acsteefekty. Dochazi také&g@uspdadani

pavodni si& vodikovych niistki v molekule CI.

3.3 Derivaty cyklodextrit

Nativni cyklodextriny jsou omezémozpustné ve &Sin¢ dostupnych rozpouidel a
také obsahuji pouze jeden typ fdnkch skupin. Tyto nedostatky s égspem vyesi jejich
chemicka modifikace. Hydrofobni kavita a hydroxyéaskupiny na okrajich makrocyklu
mohou byt derivatizovadyVzhledem k vysokému gtu reaknich mist je obtiZnétjpravit
Cisté derivaty. B syntéze modifikovanych CD se vétsing pripadi vychazi z nativniho
oligosacharidu. K syntéze definovanych derivae vyuZzivaji take reahi cinidla, ktera se
casti molekuly komplexuji do kavity CD, tim je daaih orientace reaktivni skupiny ke

konkrétni hydroxylové skupéy ktera se ma modifikovat.

3.3.1 Regioselektivni modifikace v poloze 3

P¥i monomodifikaci v poloze 3 se pouzivéa elektrofilatinidla, které reaguje
s nukleofilni hydroxylovou skupinou. Tato je ze elSenoZnych poloh (2, 3 a 6) nejvice
stericky bragna, proto je reakce elektrofilnikmidla v této poloze nejmémravdpodobna.
Hydroxyl v poloze 6 je nejba#tijSi a také nejvice reaktivni. Aby bylo zal¥aao nezadouci
reakci na ostatnich hydroxylech, nez v polozetsgea zvolit takoveé elektrofilrdinidlo,
které bude s molekuldi+CD tvait inkluzni komplex a bude orientovano reagujidifgkou

smeérem k hydroxyloveé skuptv poloze 3.

3.4 Metody pro stanoveni komplexach konstant

Vznik inkluzniho komplexu vede k nezanedbatelnynézam fyzikalré-chemickych
velicin hostitelské i hostujici molekuly. Dochazi ke&ram spektralnich vlastnosti a difuze
hostujici latky. Mni se také jeji reaktivita a rozpustnost. Dikyto znEnam Ize stanovit
velikost komplexani konstanty ) pomoci UV spektrometrie, spektrofuorimetrie, NMR

dalSich fyzikalg-chemickych metod.



Obecr se pro uteniK vyuziva rovnovazného modelu, ktery uvazuje vzmikiplexu
interakci mezi hostitelskou a hostujici molekdfolktivitni koeficienty jednotlivych sloZzek
nejsou ovykle znamé, proto se v ramci zjednoduseriilému zanedbavaji &igtanovovani
K se uplaiuji rovnovazné koncentrace danych slozek. Typiagloges zjifovaniK se podle
zdroje'?sklada z nasledujicich krik

* urceni stechiometrickyck koeficieinjednotlivych komponent, které séastni

komplexace (Job’s plot)

* uréeni koncentrace komplexu (pomaoci vySe uvedenycktsprich metod)

* nastaveni vhodné koncentrace pro hostitelskaastufici molekulu

* zpracovani dat

Urcovani koncentrace komplexu pomoci UV/vis spektromée vyhodné v jeho
dostupnosti a rychlosti provedeni. Nevyhodou jenast velmi pesného pipetovani&enych
roztoki. Proto se také oproti ostatnim spektralnim metodg@nauje nizZsi pesnosti.
HodnotaK je poté vypeéitana z absorbanci série roziakbsahujici ufitou koncentraci
hostujici a hostitelské molekuly.

NMR spektroskopii Ize pouzit wipack, kdy se absokmi pasy jednotlivych
komponentasté&n¢ nebo zcelaigkryvaji. Spektrum volné hostitelské molekuly a kbexu
Ize zaznamenat do jednoho NMR spektra, nebo ka#d&7Z. Koncentrace komplexu je pak

vypccitana z integrénich pongra jednotlivych pik.
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4. Metodika prace, vysledky, diskuze

4.1 Koncepce syntézy

Pro syntézu série monosubstituovanych dekiBaCD bylo pouzito cinnamylbromidu
ap-CD jako vychozich latek. Produktlr@-formylmethyl$-CD bylo dosaZeno pouZitim
série reaknich kroki, které jsou jiz popsany v literag?® a v gipads nutnosti byly
modifikovany. Ziskané sési latek byly separovany pomoci kolonové kapalénov
chromatografie se silikagelem jako stacionarni. f@gibéh reakci byl piibézrné sledovan
pomoci TLC.

Syntéza produktu'®-formylmethyl$-CD byla provedena v nasleduijicich krocich:
1. Regioselektivni monomodifikace hydroxylu v p@d pomoci cinnamylbromidu
2. Peracetylace (chrémi ostatnich hydroxylovych skupin)

3. Oxidace dvojné vazby ozonolyzou cinnamylové skypa vzniku aldehydoveé skupiny
4. Deacetylace (odchrémi hydroxylovych skupin)
Poslednim krokem bylo navazani 1-adamantylaminpiedem vytvéenou

formylmethylovou skupinu redé@ki aminaci.

4.2 Syntéza derivaf3-CD pro néteni komplexace

4.2.1 Regioselektivni monomodifikafeCD

Prvnim reaknim krokem byla fiprava 3-O-derivatup-cyklodextrinu. Jako
nejpiijatelngjsi zpisob je v literatie™ popsan postup, ktery vyuZiva k modifikaci poloh§-3
CD takového elektrofilnihginidla, které je schopné ttiov hydrofobni kavi¢ f-CD inkluzni
komplex. Vznik tohoto komplexu ve vodném piesli zajisti orientaci reaktivitasti
molekuly¢inidla smérem k hydroxylu v poloze Xinidlem sphujici vyse uvedené naroky, a
tim padem poskytujicifpdnosts derivat CD v poloze 3 je (E)-cinnamylbromid (oBY.

DalSi gednosti tohotginidla je gitomnost dvojné vazby allylového typu, jejimz oxidaim
Sttpenim lze ziskat karbonylovou nebo karboxylovoupsku. Ta je poté velmi vyhodna pro

navazani dalSi molekuly nagpomoci amidové vazby.
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Obr. 3 (E)-cinnamylbromid

Reakce3-CD 1 s cinnamylbromidem byla provedena v pfedt vodného roztoku
NaOH (viz schéma 1). Pro tuto reakci byla pouatojrozpousidlo snes acetonitril-voda
v poneru 1:3. Bylo tak dosaZeno vysSi rozpustnosti nétiof-CD neZ ve vod Pestoze
byly reakéni podminky optimalizovany (koncentrace NaOH, vhpdrolarni pondr B-CD a
cinBr), byla podle TLC vysledkem reakce &natek. Ve sisi byl zastoupen jak poZzadovany
produkt 3-O-cinnamyl$-CD 2, tak i nezreagovany nativfiCD a vySesubstituované
derivaty cyklodextrinu v pogru zhruba 2:2:1. Tuto s¥8 bylo nutné pouzitim vhodnych
separanich technik rozélit a dosahnout takistého produktu. Re&ki snes byla rozdlena
na dw ¢asti, za delem nalezeni vhodnéhoigmbu separovani produktu bez pouziti

sloupcové chromatografie, ktera je z hledisksového, finatmiho i kapacitniho nevyhodna.

HO HO
O O
HO = O
/ /
0 OH O OH
cinBr, NaOH
0O - O
CH,CN/H, 0,0
HO o) ( 3 2 HO (@) (
OH OH 6 OH OH 6
1 2

Schéma 1. Reakc@-CD s (E)-cinnamylbromidem

Prvnicast reakni sntsi byla extrahovana horkym methanoletimz bylo docileno
odckleni substituovanych produkbd nezreagovanéhiCD. Nezreagovanf-CD byl
regenerovan rekrystalizaci z destilované vody alghpouZzit pro dalSi reakce.
Methanolové extrakty, obsahujici pozadovany pro@i-cinnamyl$-CD a
vySesubstituované derivaty, byly odeay a smis byla nasledhrozdilena na sloupci

silikagelu.Cistého produktu bylo dosazeno rekrystalizaci v gtidbvody.
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U druhécésti reakni sntsi byla zkoumana moznost extrakce vySesubstituamrany
derivati do snési n-propanolu a terc-butanolu v p&m 60:1. Uk4zalo se, Ze tentoizphb
nebude vyhovuijici, protoze extrakce neni dostgtécinna. Vyssi extraini (&innosti nebylo
dosazeno ani zénou pongru vysSe uvedenych rozpotdel. Bylo spaéitano, Ze extrakci by
bylo nutné opakovat 20%, nebo by bylo nutné pongitery ze zfisohi kontinualni extrakce
nap. Soxhletiv extraktor. Z tohotowvodu bylo od extrakce upu$io a produkt byl ziskan
jiZz ovérenym postupem, pomoci chromatografie a nasledmgstakizace.

4.2.2 Peracetylace

Druhym reaknim krokem byla peracetylac&®-cinnamyl$-CD 2. Reakce byla
provedena zadglem ochraéni zbyvajicich nesubstituovanych hydroxylovych skupento
krok nutre predchazi nasledujicimu realmu kroku, kterym je oxidace. Peracetylace byla

provedena standardnim postupem, a to pouzitimravgdeaidu (dale AgO) v pyridinu (viz.

schéma 2).
Q\\ HO — AcO
o Q 0 ]
/ O/
@] OH
Ac,0, pyridin OAC
= O
O 90C, 2 h o
HO O \ ACO \
ot OH|g oAc 9AC6
2 3
Schéma 2. Peracetylace - zavedeni chranicich skupi
4.2.3 Oxidace

Tretim reaknim krokem bylo oxidativni 8peni dvojné vazby v cinnamylovém
zbytku latky3 pomoci ozonolyzy v methanolu (viz schéma 3). Redida provedenaip-40
°C. Vznikly ozonid byl roz&pen pomoci dimethylsulfidéjmz bylo dosazenofpdnostného

vzniku 3-O-formylmethyl-B-cyklodextrinu4, ktery je kyZenym produktem. Nepdila se
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vSak zabranit vzniku dalSich reach produkii. Ty byly od produktu Gsi$ns oddcleny
pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu glatietatem jako mobilni fazi.

o)
_ AcO H% AcO
o X o ]
/

OAC OAC

o 1. O,,-50T, 20 mlnr o
Aco-_\ © / 2. (Me),S Aco-\ © \
OAc 6

oAc OACg

3 4

Schéma 3. Ozonolyza dvojné vazby cinnamylové skugin

4.2.4 Deacetylace

Deacetylace produktu p@-acetyl-3-O-formylmethyl8-CD 4 byla provedena
standardnim postupem, a to pouZzitim roztoku metadtimsodného v methanolu

(viz schéma 4). Sodné ionty byly separovany pouwZibintoneni¢e Dowex 50 v H cyklu.

o) O
H%‘ AcO HJ(‘ HO

o Q o ?
/ /

OAC < OH

1. MeONa, MeOH, 25 T, 24 h. 5
2. Dowex 50 (H* cyklus)
LOAcg oH OH Je
4 5

Schéma 4. Deacetylace
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4.2.5 Spojeni CD-derivatu s 1-adamantylaminem

Ziskana latk& s aldehydovou skupinou je vhodna pro navazani daitgkuly
pomoci reduktivni aminace. Jako vhodna latka prx@pani byl zvolen 1-adamantylamin,
jehoZ vyhodou je jeho rozpustnost ve ¥@pki nizkém pH) a vhodna velikost molekuly, ktera
by mohla stericky ovlivnit komplexaci hostujici re&lly. Pro reakci byl zvolen postup
reduktivni aminace uvedeny v liter&tf, ktery popisuje syntézu podobnych latek.. Reakce
byla provedena v prastdi acetatového pufru (pH = 4,4), za pouziti NaBN jako
redukéniho¢inidla (viz schéma 5).

o H

o Q " \/\o Q

/ /
o) o)
|:HO

1,
H , pH=4,4 ,2h., 25T OH

O

o)
g 2. NaBH,CN, pH=4,4 , 4 dny, HO\ ©
o)

0
0
oH ©H 6

OH
25 C H 6

5 6

Schéma 5. Reduktivni aminace

Podle kontrolnich TLC nedochazelo ke vzniku produkitka6 v reakni snesi
nebyla bohuZzel potvrzena ani pomoci MSiiKnedostatkuwasu bylo dalSi zkoumani této

reakce a alternativnich postupanechano a bude naplrkteré z dalSich praci.

4.3 Meéreni komplexanich konstant derivaf3-CD spABA

Pro ugeni velikosti komplexénich konstanK (téz vazebné nebo rovnovazne
konstanty) bylo pouZzito metody, ktera vyuziva Ug/absorpni spektrofotometrii. Byla
zaznamenavana zma absorbance hostujici molekuly — kysefpraminobenzoovgpABA)

Vv jejim absorpnim maximu po fdanip-CD nebo jeho derivatu o &ité koncentraci do
roztoku. Tato zréna je zapicinéna vytvaenim inkluzniho komplexu v hostitelské molekule.

Ze ziskanych dat byla vypfiana piblizna hodnota komplexai konstanty. V literatie™ je

15



vySe popsana metoda ozeaa jako méaipiesna (nez n&pNMR nebo spektrofluorimetrie) a
tudiZ se vyznéuje pongrné vysokou chybou stanoveni (zdrbpublikuje relativni odchylky
az 30 %). Z tohotoitvodu byla spiSe @é¥ovana metodika dovani vazebnych konstant
pomoci této metody, neZli jejiclkgsn&iselna hodnota. Na druhou stranu neni

instrumentald nar@&na a tudiz je dostupna.
4.3.1 Vznik inkluzniho komplexu

Kyselinap-aminobenzoova tidv roztoku $3-CD a jeho derivaty inkluzni komplex
(viz obr. 4), ve stechiometrickém pem 1:%.

S
Z

Obr. 4 Inkluzni komplex kationtu pABA s B-CD

V literatute™ se uvadi, Ze k nejt&imu zvySeni absorbance (tzn. molarniho
absorgniho koeficientu) po vyti@ni inkluzniho komplexu dochazi, pokudpeBA ve své
protonizované for Proto bylo ndieni komplexanich konstant provedeno se zasobnim
roztokempABA, jehoz pH bylo upraveno na hodnotu 2i této hodnat pH je komlexani
konstanta nejvyssi, a také nejlépétitelna.

4.3.2 Metodika réreni a vypdtu komplex&ni konstanty

Pro nefeni byla pipravena série vodnych roztinkkteré obsahovaly konstantni
koncentracpABA a pronmennou koncentragi-CD (nebo jeho derivéj viz tab. 1.
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Tab. 1 SloZeni roztoki pro méreni komplex. konstanty

ozn. baiky | c (R-CD)/molxdr? | c (PABA)/molxdm™
Blank 0 0
1 0 5x10°
2 2x10* 5x10°
3 3x10* 5x10°
4 6x10" 5x10°
5 3x10° 5x10°
6 6x10° 5x10°

Byly promeieny UV spektragchto roztok v rozsahu vinovych délek 200-400 nm a
byly zaznamenany hodnoty maxima vinoveé délky.f) a absorbancej v Amax, ktera
odpovida vinové délce absorpce benzenového @aBA. Tabelovana hodnota je 285,5 nm.
Toto maximum bylo vybrano z tohdigbdu, Ze v okoli této vinové délky neabsorbuje
molekulap-CD. To znamena, Ze 2Zma absorbancerivysovani koncentradeCD

odpovida strikt piisluSné zminé uspdadani v hostujici molekul@ABA), ktera je

e

Hodnota komplexani konstantyK byla vypa@itana z narérenych absorbanci a
koncentraci roztokpomoci modifikované Benesi-Hildebrandovy roviita®) s gihlédnutim

ke zdroji®. Vznik inkluzniho komplexu popisuje rovnice (1).

[3-CD]+[pABA] « [B-CD..pABA] (1)

[B-CD] a [pABA] vyjadiuji rovhovazné koncentrace nekomplexovanych fope@D a
pABA. [B-CD...pABA] je rovnovazna koncentrace inkluzniho komplextoztoku.

Komplexani konstanta je definovana (2):

« [ B-CD..pABA]
[B- CD][ pABA]

(2)

S pouzitim Lambert-Beerova zakdhé3) a vyjadeni rovnovaznych koncentraci pomoci
okamzitych molarnich koncentraci hostitelské aljastmolekuly v roztoku byla ziskana

rovnice (4) jejiz transformaci do linearni formy (ge ziskakK.
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A=clell  (3)
Kde A je absorbance je molarni koncentrace latky v roztokue molarni absomi

koeficient a je délka kyvety.

A- Ao
P
(Ax- Ao) Co
Kde A je absorbance danékedkni, Agje absorbance roztoku obsahujici nulovou koncentrac
B-CD (nebo jeho derivatuf),. je absorbance s vysokym nadbytkem hostitelské mbldgR-
CD) aCypje molarni koncentradeCD.

en 2] o

(A- A)

b

Z rovnice (5) je patrné, Ze vynesenim zévisIAsmia( j do grafu ziskametfmku,

jejiz snErnice ma hodnotu -Ki.
4.3.3 Vysledky mreni

1. Nativnip-CD
Byly promgteny UV spektra roztaknativnihop-CD spABA (viz. graf 1.) podle vyse

uvedeného postupu, o koncentracich dle tab. 1.
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Graf 1. Absorpéni spektra roztoka p-CD spABA

(Cb1 je vzorek s nulovou koncentracf-CD, Ch6 je vzorek s nejvySsi koncentradi-CD)

Byly zaznamenany vinové délky maximalni absorpbe@noty absorbance #dhto
maximech (viz tab. 2).

Tabulka 2. VInové délky maxim a gislusné hodnoty absorbanci roztok nativniho g-CD spABA

Ozn. baiky Amax/ NM A
blank - -

1 285,0 0,789

2 284,5 0,790

3 285,0 0,797

4 286,0 0,820

5 287,0 0,900

6 287,0 0,923

S pouzitim narérenych hodnot byla sestrojenéimpka (viz graf 2), z jejiz sémnice

byla vypaitana komplexéni konstantg-CD.
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Graf 2. ZavislostA na (A-Ao)/Cb pro roztoky nativniho p-CD spABA

Vypoctend hodnot& = 588 dnixmol* (M™). Snérodatna odchylka sémice je 35,7.
Relativni snérodatna odchylka je 6,1 %.

2. 3-O-cinnamyl$-CD

Nameiena data nemohla byt pouZzita pro stanoveni kom@héxanstanty metodou

UV/vis spektrometrie, a to z tohaebdu, Ze dany deriv@tCD absorbuje {b stejné vinové
délce jakgpABA (oblast absorpce benzenového jadra).astabsorbance se zvysujici se
koncentraci derivatf-CD tim padem neodpovida pouze vznikajicimu komphleroztoku.

Pro toto nfeni by musela byt pouzitaktera z jinych metod dovani vazebnych konstant.

3. perO-acetyl-3-O-cinnamyl$-CD (viz 2.)

4. perO-acetyl-3-O-formylmethyl$-CD

Peracetylovany derivat neni rozpustny ved&addiZz nebylo mozZnéfipravit roztoky
pro meieni komplexace ve vodném priesti. Jako alternativni rozpogdto byl zvolen
MeOH, ve kterém se tento produkt delvozpousti. Bylo zkoumano, zda bude dochéazet ke
vzniku inkluzniho komplexu i v tomto nevodném ptesi.

Byly zaznamenany vinové délky maximalni absorpbe@noty absorbance ¥dhto

maximech (viz tab. 3).
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Tabulka 3. VInové délky maxim a fFisluSné hodnoty absorbanci roztok
per-O-acetyl-3-O-formylmethyl- -CD spABA v MeOH

Ozn. baky | Amax/ M A
blank - -

1 288,5 0,996

2 289,5 1,129

3 289,0 1,183

4 288,5 1,283

5 288,0 1,467

6 289,5 1,601

S pouzitim nar¥enych hodnot byla sestrojentimpka (viz graf 3), z jejiz stmnice
byla vypasitana komplexéni konstanta pe®-acetyl-3-O-formylmethyl-CD spABA v
MeOH.

1,7
1.6 *
1,5+
1,4+
1,34
1,24

114

1 T T T T T T 1
20 120 220 320 420 520 620 720

(A-Ao)/ch

Graf 3. ZavislostA na (A-Ag)/Cb pro roztoky
per-O-acetyl-3-O-formylmethyl- -CD spABA v MeOH

Vypo&tena hodnot& = 1344 M'. Smrodatna odchylka sémice je 134,1. Relativni
Smerodatna odchylka je 10,0 %.

5. 3-O-formylmethyl$-CD

Latka 5 je jiz ve vo&lrozpustna, proto bylo &eni provedeno ve vodném roztoku

podle standardniho postupu.
Byly zaznamenany vinové délky maximalni absorpbednoty absorbance &chto

maximech (viz tab. 4).
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Tabulka 4. VInové délky maxim a fFisluSné hodnoty absorbanci roztok
3'-O-formylmethyl- B-CD spABA

Ozn. baky | Amax/nm A
blank - -

1 285,5 0,592

2 286,0 0,602

3 286,0 0,613

4 287,0 0,673

5 287,0 0,805

6 286,0 0,894

S pouzitim narérenych hodnot byla sestrojen&impka (viz graf 4), z jejiz sémnice

byla vypasitana komplexéni konstanta '30-formylmethyl-CD spABA ve vodném

roztoku.

1,

09 .

0,8 .
<

0,7

*

0,6 - *

015 T T T T T T T T T

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

(A-Ao)lcy

Graf 4. ZavislostA na (A-Ao)/Cb pro roztoky 3'-O-formylmethyl- -CD spABA v MeOH

Vypo&tena hodnot& = 538 M*. Snmrodatna odchylka sémice je 86,1. Relativni
Smérodatna odchylka je 16,0 %.

4.3.4 Diskuze

Na zéklad vysledki méreni bylo zjiséno, Ze ke komplexa@ABA do hydrofobni
kavity B-CD a jeho monosubstituovanych derivdbchazi jak ve vodném prostli, tak
v prostedi MeOH. V tomto progedi je hodnota komplegai konstanty zhruba dvojnasabn

vysSi nez ve vad Déle bylo zjistno, Ze derivatizaci nativnilfsCD formylmethylovym
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zbytkem nedochazi k vyznamné &m v pevnosti komplexace hostujici molekuly. To je
patrré zagic¢inéno malym rozmirem substituentu, ktery nijak stericky nebrani iani
komplexu. K zavazSimu ovlivréni komplex&ni konstanty by pravghodobr doslo po
navazani substituentu o vysSi molekulové hmotnéstnuz bude &novano dalsi asili.

Z diavodu malého mnozstvi nasyntetizovanych CD deiin@bylo mozné provest

méieni duplicitrg.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné postupy, chemikalie

Tenkovrstevna chromatografie (TLC) byla pro#da na silikagelovych deskach DC-
Alufolien Keisegel 60 fzs(Merck, Darmstadt, Germany). K vyvijeni byly poyaitasledujici
mobilni faze:

S; : n-propanol, voda, ethylacetat, konc. amoniak v gron:3:1:1

S, : chloroform, methanol v po¥ru 20:1

S; : ethylacetat

Pro detekci latek na TLC byla pouzita UV-lampa (2d) (pro latky obsahujici benzenové
jadro) a karbonizace v 50 %80, s naslednym zahtim (pro ostatni latky).

Preparativni sloupcova chromatografie byla préwaca silikagelu Fluka Silica gel
60 (40 — 63um).

Hodnoty pH byly zjifovany pomoci pH-metru Testo 206 pH-1.

NMR spektra byla #tena na fistroji Varian"™'™ INOVA 400 pi frekvenci 399,95
MHz (*H), v CDC} jako rozpougtdle (s vyjimkou latek obsahujici volné hydroxylové
skupiny, ty byly rozpughy DMSO-D; s pidavkem CRCOQOD).

ESI hmotnostni spektra bylaghena na fistroji Esquire 3000 firmy Brunker
Vv pozitivnim maodu.

UV/vis absorgni spektra byla gfena na fistroji Helios firmy Thermo Electron,

s pouzitim PC softwaru Vision pro.

Rozpou&tdla byla odpgovana na rotai vakuové odparce firmy Blchifigeplotach

do 50 °C.

5.2 Pracovni postupy
5.2.1 Syntéza derivap-CD

3'-O-Cinnamyl-B-CD (2). p-CD 1 (5,6 g, 4,5 mmol) byl rozput ve sn¥si vody
(150 ml) a acetonitrilu (50 ml). Re&ki snes byla ochlazena na 0 °C a nasketyl piidan
1,5 M roztok cinnamylbromidu v acetonitrilu (3,0,Ml5 mmol). Po §i minutach michani za
stalého chlazeni z¢nila smés barvu ziiré na mléné bilou. lhned poté byliplan 36 %

roztok NaOH (1,0 ml, 9 mmol). S¥a byla michanaips noc fi laboratorni teplat Poté byla

24



reakce ukodena gidanim 3,6 ml koncentrované kyseliny octovéitigh reakce byl sledovan
pomoci TLC v soustayvS,;. Neutralizovana siis byla odpgena. Odparek byl extrahovan
horkym methanolem (3 x 100 ml). Methanolové exiydistly spojeny a odgany. Z pevného
zbytku byl regenerovan nezreagovgn€D rekrystalizaci z vody. K odparku byiigén
silikagel (30 g) a destilovana voda (200 ml). Tattats byla refluxovana za staléeho michani
po dobu 1 hodiny. Poté byla gmopit odpdaena a takto naadsorbované na silikagelu byla
nanesena na sloupec a chromatografickydenad v mobilni fazi azeotrop-propanol-voda,
amoniak,n-propanol v poréru 10:1:1. Frakce obsahujici monoderivat byly sppje
odpaeny. Odparek byligcisten rekrystalizaci z vody. VyEek byl 1,5 g (24,7 %).R
produktul v soustav S; se shoduje s#tandardu (0,33).

Per-O-acetyl-3-O-cinnamyl-B-CD (3). Latka2 (1,3 g, 1,04 mmol) byla rozpusia v
pyridinu (12,7 ml) a byl pidan acetanhydrid (12,7 ml). Reak snes byla michana 2 hodiny
pii teplot 90 °C. Poté byla sés opakova# kodestilovana s toluenem (5 x 20 ml) do
konstantni hmotnosti. Sfa byla odpgena a odparek poté lyofilizovati peplot 90 °C.
Vytézek latky3 ¢inil 1,2 g (56,8 %). Roroduktu2 v sousta¥ S, se shoduje s#tandardu
(0,85).

Per-O-acetyl-3-O-formylmethyl- B-CD (4).Latka3 (3,3 g, 1,58 mmol) byla
rozpuséna v chloroformu (33 ml) a bylifglan methanol (33 ml). Re&ki sneés byla
ochlazena suchym ledem v acetonu na -40 °C. Dsidmgl po dobu 20 minut zavéa ozon.
Smes zneEnila barvu ze Zluté na namodralou. Poté byldgmo @t kapek dimethylsulfidu.
Pribéh reakce byl sledovan v soustéy,a §. Snes byla odp#ena, nanesena na sloupec
silikagelu a chromatografovana s pouzitim ethykaicejako mobilni fazi. Frakce obsahujici
latku 4 byly spojeny a odgany. Vygzek latky4 ¢inil 2,4 g (76,53 %). Roroduktud
v sousta¥ S, se shoduje sftandardu (0,62fH-NMR: 1,99-2,14 m, 60 H (20 x COGMH
3,64-5,40 m, 50 H (cyklodextrin + H-1'a, H-1'b):4%, dd (10,1, 8,9), 1 H (H)8 9,69 s, 1 H
(CHO). Pro G4H110s6vypoiteno: M 2017,8, ESI MS: m/z 2039,2 [M + Na]

Pro GH1120s6 (2017,8) vypoéteno 50,00% C, 5,59% H; nalezeno: 48,24% C, 5,56% H

3'-O-Formylmethyl-B-CD (5). Latka4 (1,9 g, 0,94 mmol) byla rozpasia v 0,1
M roztoku methoxidu sodného v methanolu (38 ml)£Sivyla michanaips noc fi
laboratorni teplat DoSlo ke zmin¢ barvy reakni smeési z ¢iré na mlé€né bilou. Ke snisi byla

pridana voda (65 ml) a Dowex 50 V idyklu (6,5 g). Ten byl f@dtim nacyklovan promytim
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300 ml 5% NaOH, poté vodou do neutralni reakces 88D ml 5% HCI a nakonec &p
vodou do neutralni reakce. 8srbyla zfiltrovana a odpana. Odparek byl rozpu$t ve vod
(65 ml) a byl opt pridan Dowex 50 v Fcyklu (6,5 g). Srs byla Zzfiltrovana a odpana.
Vytézek latky5 ¢inil 0,77 g (67%)NMR + MS

3-0O-[2-(Adamant-1-yl)ethyl]-B-CD (6). Pokus o ipravu. Latka5 (500 mg, 0,42
mmol) byla rozpu$na v acetatovém pufru (20 ml, pH=4,4) a bigian 1-adamantylamin
(1,08 g, 7,13 mmol) v acetatovém pufru (50 ml, pH34Sngs byla michanaipteplot
25 °C po dobu 1 hodiny. Poté byigén NaBHCN (0,185 g, 2,94 mmol). Reakce probihala 4
dny @i teplot 25 °C. Reakce byla sledovana pomoci TLC. Pro@uyikt reakci,
pravdEpodobré ze sterickych @ilvodi, nevznikl. Jeho ffitomnost nebyla prokazana ani pomoci
MS. V MS spektru byla patrna zredukovana |&K8&'-O-hydroxyethyl$-CD).

5.2.2 Riprava roztok pro nefeni komplexace

Roztoky pro ndfeni UV/vis spekter bylyifjpraveny smisenim zasobnich roztdik
CD (nebo jeho deriva) o koncentraci 0,01 M a roztolpABA o koncentraci 5x10 M,
pH = 2 (hodnoty pH roztakbyly upraveny pomociiediné HCI). Byly pipetovany objemy
(viz. tab. 5) a dopkny na objem 10 ml.

Tabulka 5. Pipetované objemy zasobnich roztak

Ozn. baky | V (B-CD)/ml V (PABA)/mlI
blank 0 0
1 0 1,0
2 0,2 1,0
3 0,3 1,0
4 0,6 1,0
5 3,0 1,0
6 6,0 1,0

Zasobni roztoky byly ponechany jeden dé&raboratorni teplat, jelikoz jejich rozpougni

probiha relativé pomalu.
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M¢éteni absorpnich spekter bylo provedeno yeknenné kyveto optické tlousce 1
cm. Jako blank bylo pouzitisté rozpou&dlo.
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6. Zawer

Byla Usgsns syntetizovana série regioselekéivmonosubstituovanych derivép-CD
v poloze 3. Syntéza byla provedenagéti grocich, z nichz prvni 3 byly reprodukci jiz
ovétrenych postup popsanych v literate’®. Posledni krok syntézy, kterym je navazani 1-
adamantylaminu na aldehydovou skupit®@3ormylmethyl$-cyklodextrinu4 byl proveden
s pihlédnutim k publikovanému postulSuktery popisuje syntézu podobnych latek. Kyzeny
produkt6 vsak i reakci nevznikl.

Byla owiena metodika &teni komplexanich konstant inkluznich kompléypomoci
UV/vis spektrometrie. U lateR, 5 a nativnihd3-CD byly ueny hodnoty komplexaich
konstant s vhodnou hostujici molekul@ABA) ve vodném prosedi. U latky4, jez se
nerozpousti ve vadbyla zkoumana moznost vzniku inkluzniho komplexurestedi MeOH
a byla utena hodnota komplegai konstanty v tomto médiu. Bylo zj&to, Ze hodnoty
komplexa&nich konstant nativnihCD a jeho monosubstituovanych derivatpoloze 3,
opatenych substituentem do molekulové hmotnosti 480", ve vodném progedi se
vyrazre neliSi. Naopak v prostdi MeOH je pevnost nekovalentni vazby mezi hostem
hostitelem zhruba dvojnasobayssi nez ve vodném prosti.

Syntéze dalSich deriidp-CD, s gripojenym substituentem o vysSi molekulové
hmotnosti, ktery by mohl stericky oviievat vznik inkluzniho komplexu a ékovani dalSich
metod uéovani komplex&nich konstant budesmovana pisti prace.
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