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Abstrakt: Kalix[n]areny jsou pro své vynikajici komplexac¢ni schopnosti a pro
Siroké moznosti derivatizace Casto vyuzivdny v supramolekuldrni chemii.
Nesubstituovany kalix[4]aren zaujima konickou konformaci stabilizovanou na spodnim
okraji polem ¢Ctyi vodikovych vazeb mezi hydroxylovymi skupinami. Bylo
prostudovano jeho dynamické chovani v nepolarnim rozpoustédle pomoci metod NMR
spektroskopie zejména s vyuzitim teplotng zavislych méfeni '*C spinové relaxace.
Rychlostni konstanta zm&ny sméru pole vodikovych vazeb (1,4x10™* — 4,2x107 s™!
v rozsahu teplot 221 — 304 K) byla stanovena proméfenim zavislosti pficné relaxacni
doby na echo-Case v pulzni sekvenci CPMG. Aktivacni enthalpie této reakce je
36,8 kJ.mol" a aktivaéni entropie -35 J.mol" K, coZ vodikové vazby charakterizuje
jako velmi silné, s vyraznym piispévkem kooperativity. Bylo zjisténo, Ze chovani pole
vodikovych vazeb neni korelovano s dal§i konformacni vyménou - pfechodem mezi
konickym a prevracenym konickym konformerem, jehoZ rychlost byla metodou 'H
vyménné spektroskopie odhadnuta jako fadové 1 s™. Déle byl stanoven korelaéni as
rota¢niho pohybu molekuly (0,1 — 3 ns). Jeho teplotni zavislost ma arrheniovsky tvar
s aktivaéni energii 21 kJ.mol™”. Celkem tak byly charakterizovany tii nezavislé druhy
pohybu kalix[4]arenu probihajici ve tfech riznych casovych skalach.
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Abstract: Calix[n]arenes and their derivatives are often used in supramolecular
chemistry for their pronounced ability to form complexes. Unsubstituted calix[4]arene
exists in a cone conformation, which is stabilized by an array of four hydrogen bonds
between hydroxyl groups on the lower rim of the molecule. Its dynamic behavior in a
non-polar solvent was studied by NMR spectroscopy methods based on the temperature
dependence of "’C spin relaxation. The rate constants of flip-flop motion of the
hydrogen bond array (1,4x10™ — 4,2x107 s in the temperature range of 221 — 304 K)
were determined using measurements of dependence of transverse relaxation time on
echo-time in the CPMG pulse sequence. The activation enthalpy and entropy of this
reaction are 36,8 kJ.mol™ and -35 J.mol" K, respectively. This indicates that hydrogen
bonds are unusually strong with a large contribution of cooperativity. Flip-flop of the
hydrogen bond array was found uncorrelated with another conformational exchange
present — the cone - inverted cone transition. The rate of this process was estimated
about 1 s’ by means of 'H exchange spectroscopy. Next, the correlation time of
molecular tumbling was determined 0,1 — 3 ns with the Arrhenius temperature
dependence with the activation energy of 21 kI.mol”'. The conclusion is that
calix[4]arene molecule exhibits three independent kinds of motion observable by NMR
occurring in three different time scales.
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1. Uvod

Kalix[n]areny pfitahuji v posledni dobé znacnou pozornost v oblasti
supramolekularni chemie vzhledem k jejich vynikajicim komplexa¢nim schopnostem.
Diky Sirokym moZnostem jejich derivatizace je mozné cilené¢ ovliviiovat afinitu
k riznym druhiim ligandi - kationtlim, neutrdlnim molekuldm i aniontim. Zajimavou
vlastnosti kalix[n]arenil je moznost syntézy rtiznych konformera s pfesné¢ definovanou
prostorovou strukturou, coz ma zvlaStni vyznam pifi navrhu latek s vhodnymi
receptortl, senzoril, supramolekularnich struktur, modeli enzymii, kapalnych krystalt
apod.

Kalix[4]areny se obecné¢ mohou nachazet ve Ctyfech zdkladnich konformacich
lisicich se orientaci fenolovych jader. Nesubstituovany kalix[4]aren, kterym se zabyva
tato prace, zaujima jen konickou konformaci s dutinou miskovitého tvaru, ktera je
na spodnim okraji stabilizovana ctyfmi vodikovymi vazbami mezi hydroxylovymi
skupinami.

Spektra nukledrni magnetické rezonance (NMR) kalix[4]arenu v roztoku jsou
ovlivnéna tfemi druhy pohybt vyskytujicich se v rozmezi ¢asovych $kal od pikosekund
po sekundy. Patfi mezi né rotace molekuly, konformacni ptechod konického
konformeru v ptevraceny konicky konformer a pierusovani a zména sméru cirkularniho
pole ¢tyt vodikovych vazeb. Zatimco prvni dva pohyby jsou v literatuie pomérné dobie
popsany, o dynamice vodikovych vazeb informace téméf chybéji. Cirkularni pole Ctyt
vodikovych vazeb v kalix[4]arenu je pfitom unikatni tim, Ze vSechny ¢tyfi jeho vazby
jsou ekvivalentni. Jeho chovani zfejmé dosud nebylo prozkoumano proto, ze b&zné
pouzivané metody, zejména 'H NMR spektroskopie, v takovém piipadé zadné udaje o
kinetice vodikovych vazeb neposkytuji.

Cilem této prace je charakterizace dynamického chovani cirkularniho pole
vodikovych vazeb na dolnim okraji kalix[4]arenu. K tomu je nutné v potiebné miie
stanovit 1 parametry ostatnich dvou uvedenych druht molekuldrniho pohybu. Hlavni
metodou je mé&Feni °C spinovych relaxaci.

Relaxaéni chovani jadernych spinil je jev, ktery mé velmi vyznamné uplatnéni
magnetické rezonan¢ni tomografii, kterd je dnes jednou =z nejdulezitéjSich
diagnostickych metod v lékafstvi. U vétSiny méfenych obrazil je jejich kvalita a
zejména kontrast mezi jednotlivymi typy tkani urcena relaxa¢nim chovani métenych
jader (zpravidla jader 'H molekul vody). Aplikace relaxaéniho chovani jadernych
magnetickych momentd je tak typickym ptipadem vyuziti fyziky v mediciné. Hlavni
metodikou pouzitou v této praci jsou pulzni sekvence zalozené na spinovém echu, které
je téz zakladem vétSiny klinickych aplikaci NMR.
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2. Teoreticka cast

2. 1. Zakladni pojmy

Nuklearni magneticka rezonance je jev, pii kterém dochazi k rezonan¢nimu
chovani atomovych jader s nenulovym spinovym kvantovym <¢islem 7, a tedy
nenulovym magnetickym momentem g, v magnetickém poli. Zakladni interakci, ktera
je zodpovédna za jev NMR je Zeemanova interakce (rovnice 1).

H =-pB, (1)

By je magneticka indukce externiho magnetického pole. Mezi nej€astéji studovana jadra
patii 'H a °C, ktera maji I = ' a jejich magnetické kvantové &islo miize proto nabyvat
dvou hodnot, m = ' (stav a) a m = -4 (stav B). V externim magnetickém poli By dojde
mezi témito stavy k vytvoreni energetického rozdilu dané¢ho vztahem 2, kde y je
gyromagneticka konstanta charakterizujici dané jadro a /4 je Planckova konstanta.

AE =yhB,/2x (2)

Rozdil v populaci stavii (N,-Np) se idi Boltzmanovym rozdélenim.

Z pohledu klasické mechaniky vykonava vektor magnetického momentu jadra
v magnetickém poli precesni pohyb okolo osy z v laboratorni soustavé soutadnic
s Larmorovou frekvenci wy, pro kterou plati vztah 3.

w, = -yB, 3)

Rezonanéni frekvence daného jadra v latkovém prostiedi je urcena lokalni hodnotou
statického magnetického pole, nebot externi statické pole By je modifikovano
interakcemi jadra s vlastnim elektronovym obalem, poptipad¢ s okolnimi atomy. Kromé
fixni laboratorni soustavy soufadnic se zavadi se také tzv. rotujici soustava soufadnic,
ve které osy x a y rotuji rychlosti @, okolo osy z.

K makroskopickému popisu chovani soustavy vSech jadernych magnetickych
momenti se pouziva celkova jadernd magnetizace M souboru jader, ur¢ena vektorovym
souctem jadernych magnetickych momentii # obsazenych v objemové jednotce vzorku.
V ptitomnosti statického magnetického pole vznika nenulovad magnetizace M ve sméru
vnéjSiho magnetického pole By.



2. 2. Typy interakci v magnetické rezonanci

Vedle nejvyznamnéj$i Zeemanovy interakce pisobi na jaderny spin i dalsi sily.
V diamagnetickych kapalinach to jsou zejména lokalni magnetickd pole buzend
okolnimi elektrony, pfima dipol-dipélova a nepiima dipol-dipolova (skalarni) interakce
mezi dvojicemi magnetickych momentt. Interakce jaderného kvadrupdlového momentu
s elektrickym polem muze byt velmi silnd, ale jadra se spinem Y5, kterymi se tato prace
zabyva, maji elektricky kvadrup6élovy moment nulovy. Stfedni hodnota téchto interakci
v Case ovlivituje rezonanc¢ni frekvenci sledovaného jadra nebo zplsobuje Stépeni Cary.
Anisotropni ¢asti interakei jsou rozhodujici pro relaxacni chovani jaderného spinu.

2. 2. 1. Chemicky posun

V dusledku stinéni jadra okolnimi elektrony se lisi efektivni magnetické pole
v misté jadra od By. Méni se tedy rezonanc¢ni frekvence jadra a poloha ¢ary ve spektru.
Pii zméné orientace molekuly v magnetickém poli se méni i stinéni jadra okolnimi
elektrony. Tento jev se oznacuje jako anisotropie chemického posunu (CSA) a pfispiva
k spinové relaxaci.

2. 2. 2. Neprima dipodl-dipdélova interakce

Neptima spin-spinova (skalarni, J) interakce mezi dvojici jadernych spinl je
zprostiedkovana vazebnymi elektrony. Je nezédvisld na vnéjsim magnetické poli B,.
Zpusobuje Stépeni ¢ar na multiplet. V piipad¢ interakce dvou spinll 2 se Cary $tépi
na dublet.

2. 2. 3. Prima dipdl-dipdlova interakce

Ptima dipdl-dipolova interakce (DD) interakce mezi dvojici spint plsobi pies prostor,
neni ovlivnéna chemickymi vazbami. Jeji velikost je zavisla na vzdalenosti obou dipola
r a na orientaci jejich spojnice vici magnetickému poli By. Dip6l-dipdlarni interakéni
konstanta (DCC) je dana rovnici 4, kde y¢ a yy jsou gyromagnetické konstanty jader °C
a 'H a u je permeabilita vakua. V pipadé kapalnych roztoki je DD-interakce
sttedovana k nule molekularnim rotaénim pohybem.

DeC — (Mj’ )

87’



2. 3. Spinova relaxace

2. 3. 1. Spinova relaxace a relaxacéni ¢asy

Ponechédme-li vzorek dostate¢né¢ dlouhou dobu v klidu v magnetickém poli,
spinovy systém dospéje do stavu termalni rovnovéhy, ve kterém je obsazeni
energetickych  hladin  ddno Boltzmanovym rozdélenim. Nasledna aplikace
radiofrekven¢niho pulzu porusi tuto rovnovahu. Proces navraceni spinového systému
do rovnovahy se nazyva relaxace. Probiha jednak v dusledku interakci uvnitt spinového
systému, jednak v disledku interakei s okolnim molekularnim prosttedim.

Rozeznavame dva typy relaxacnich procesii. Spin-miizkova (podélnd) relaxace se
tyka slozky M. spinové magnetizace. Je to d&j, pii kterém je energie spinového systému
predavana okoli (mfizce). Spin-spinova relaxace (pfi¢na) zpisobuje vymizeni slozek M,
a M,. Kromé& interakci s okolim k této sloZce relaxace pfispiva i rozfazovani pfi€nych
slozek spinu vlivem spin-spinovych interakci. K této relaxaci téz prispivad nehomogenita
magnetického pole. Relaxacni proces muze byt charakterizovan pomoci relaxacnich
casi (T; pro podélnou relaxaci, 7> pro pfi€nou relaxaci) nebo pomoci jejich
pfevracenych hodnot, relaxacnich rychlosti R;, R>. T> je vZdy mens$i nebo rovno 27.
Pokud uvazujeme jen dipol-dipolovou interakcei a anisotropii chemického posunu, plati
T, < T;. Relaxace urCuje tvar ¢ary ve spektru, pro poloSitku cary ve spektru Av plati
vztah 5.

Av=—— 5
s (5)

Prispévek nehomogenity magnetického pole By k pticné relaxaci (1/72,) se nazyva
nehomogenni rozsifeni. Pro namétenou hodnotu relaxacni rychlosti 7>* plati rovnice 6.

1/T,*=1/T, +1/T,, (6)

Pro charakterizaci spinového systému je wuzitené jen homogenni rozsifeni,
nehomogenni ¢ast je minimalizovdna korekcemi magnetického pole By a volbou
experimentalni metodiky pro méteni 7, (metody zaloZené na spinovém echu).

2. 3. 2. Autokorelaéni funkce, spektralni hustota — isotropni pohyb

Zakladni pojmy pro popis relaxace jaderného spinu je mozné odvodit pro
modelovy piipad, kdy jsou vSechny spiny ve vzorku v magnetickém poli vystaveny
pusobeni silného statického magnetického pole By ve sméru osy z a slabého
magnetického pole B (f) ve sméru osy x, které je pro kazdy spin jiné¢ a méni se ndhodné
v Gase.' Stfedni hodnota magnetické indukce fluktuujiciho pole By je nulova (B.(f)> = 0,
ale (B’(f)» # 0. Rychlost fluktuace magnetického pole v ¢asovém intervalu 7 miize byt
charakterizovana pomoci autokorela¢ni funkce G(7) (rovnice 7).

G(z)=(B2)e"" (7



7. je korelacni ¢as fluktuace. Vysoka hodnota 7. odpovidd pomalé fluktuaci, zatimco
nizka odpovida rychlé fluktuaci. Pro molekuly pohybujici se v roztoku se velikost 7.
pohybuje od desitek pikosekund do nékolika nanosekund. Spektralni hustota je
definovana jako dvojnasobek Fourierovy transformace autokorela¢ni funkce (rovnice
8).

o0

S(a))z ZIG(r)exp{-iwr}dr (8)

0

Spektralni hustota pro magnetické pole fluktuujici podél osy x s exponencialné klesajici
autokorelacni funkci mize byt napsana také v jiném tvaru (rovnice 9). Zlomek na pravé
stran€ rovnice 9 odpovidd normované spektralni hustoté J(w) (rovnice 10).

~ — Tc
J(0) = (10)

Uvazujeme-li spiny v molekule v roztoku, je fluktuace magnetického pole v misté
spinu o velikosti 72 je zpisobena rotaci molekuly. Vlivem pohybu molekuly se méni
velikost dip6l-dipdlové interakce mezi dvéma spiny v molekule, a tedy i velikost a smér
magnetického pole, kterym plisobi jeden spin na druhy. S rotaci molekuly, tj. s ménicim
se lokalnim magnetickym polem, se méni také elektronové proudy magnetickym polem
indukované, cozZ zpusobuje anisotropii chemického posunu (CSA).

V kapalnych roztocich proto odpovidéa korelacni ¢as fluktuace pole (z.) rotacnimu
korela¢nimu casu molekuly (7)). Rotacni korelacni Cas je také ovlivnén viskozitou
kapaliny a teplotou. Pro spin o velikosti 2 v kapalném roztoku je dileZitost relaxacnich
mechanismi nasledujici:

Dipdl-dipdlova interakce > CSA

V silnych magnetickych polich vyznamné vzristd vliv CSA.

"\

Mclecular  Local Dipolar Field
Tumbling

Obr. 1: Zména velikosti dipol-dipélové interakce vlivem rotace molekuly.'
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Obr. 2: Fluktuace anisotropniho chemického posunu vlivem rotace molekuly.'

Teplotni zavislost rotacniho korela¢niho ¢asu molekuly je zpravidla mozné popsat
Arrheniovou rovnici 11.2

Ty, = roexp(%j (11)

E je aktivacni energie, R je molarni plynova konstanta, 7 je termodynamicka teplota a
parametr 7, je pfedexponencialni faktor.

2. 3. 3. Relaxace vlivem dipo6l-dipélové interakce

Magnetick¢ pole fluktuujici v pficné roviné indukuje piechody mezi
energetickymi hladinami spini. Na obrazku 3 je zndzornén diagram energetickych
hladin s vyznaenim pravdépodobnosti pifechodli mezi nimi pro spiny / a S, mezi
kterymi existuje dipol-dipolova interakce. W, a W;s jsou pravdépodobnosti
jednokvantovych prechodt, W, je pravdépodobnost dvoukvantového prechodu, W) je
pravdépodobnost nulkvantového piechodu.

Aby mohl nastat ptfechod W;; musi magnetické pole v okoli spinu fluktuovat
s frekvenci blizkou rezonanéni frekvenci spinit @y, nebot’ pravdépodobnost prechodu
zavisi na spektralni hustoté J(wy). Totéz plati pro pirechod W;s spinu S a jeho
rezonan¢ni frekvenci ays. Pro W, piechody jsou potiebné fluktuace o frekvenci
(@or+ ays), pro Wy prechody o frekvenci (wp—awys).

W, W, ptechody pfispivaji k podélné relaxaci a jsou nejefektivnéjsi, tedy a R; je
maximalni, kdyZ @y~ 1, coz znamena, Ze molekula rotuje s frekvenci blizkou wy. W)
pfechody nezpusobuji relaxaci preddnim energie mfizce, ale energie ptrechazi od
jednoho spinu k druhému. W, ptechod ptispiva k relaxaci pficné, spojuje energeticky
blizké hladiny, vyzaduje nizké frekvence fluktuaci pole, tedy pomalu se pohybujici
molekuly. U rychle se pohybujicich molekul, kde ayz. < 1, se W, ptechod neuplatni a
R; = R,. Pohybuje-li se molekula pomalu, ayz. > 1, jsou W,;, W, neefektivni, proto je
spin-mfiizkova relaxace pomald, nejvice se uplatni Wy a R, >R; (obr. 4).l Oblast, kde
T, << 1, se nazyva rezim extrémniho zuzeni a R;, R, zde nezéavisi na velikosti
magnetick¢ho pole By. Naopak mimo rezim extrémniho zuzeni R; a R, z&visi
na Larmorové frekvenci ay, ktera je umérna velikosti By.
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Obr. 3: Diagram energetickych hladin dvou spinti / a S, mezi nimiz ptisobi dipdl-
dipdlova interakce. W;ra W jsou pravdépodobnosti jednokvantovych prechodt, > je
pravdépodobnost dvoukvantového piechodu, W) je pravdépodobnost nulkvantového
ptechodu.

Relaxation time constant/s

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Obr. 4: Zavislost podélné relaxa¢ni doby (77) a pficné relaxacni doby (73) na
korela¢nim ¢ase (7)."

Pro relaxaci jader °C zpaisobenou dip6l-dipolovou interakei s jadry 'H (ktera jsou
béhem sméSovaciho ¢asu efektivné saturovana) lze odvodit rovnice 12, 13,’ v nichz R"”
jsou piispévky dip6l-dipolové interakce k relaxacnim rychlostem, Ny urcuje pocet
protontl piimo navazanych na uhlik a vyrazy typu J(w) jsou normované spektralni
hustoty.

R =5 Ny (DCCY [, -00) +30(@00) +6 (@, )] (12)

R =%NH(DCC)2 {2J(o)+%J(wH —wc)+%J(wc)+3J(wH)+3J(wH +wc)} (13)

11



2. 3. 4. Relaxace vlivem anisotropie chemického posunu

Pro piispévky CSA k relaxaénim rychlostem R“** plati rovnice 14, 15.° CSA.4 je
amplituda interakce, kterd zavisi na slozkach tenzoru chemického posunu.

J(wc) (14)

1
RICSA = g (ycBy )2 CSA;‘;(

1 2J(0) J(o
R =008, CSA [—3( )+—(2c)} (15)

2. 3. 5. Spektralni hustota pro isotropni rotacni difuzi

Uvazujeme-li isotropné¢ rotujici molekulu s korelaénim ¢asem 7, je mozno
spektralni hustotu J(w) vyjadfit vztahem 16.°

J(a))ZE{T—M} (16)

2.2
I+ oty

2. 4. Nuklearni Overhauseruv efekt (NOE)

NOE je projevem dip6l-dipolové interakce. Jde o pienos energie mezi dvéma
spiny / (v nasem piipadé se jedna o °C) a S (‘H), tzv. kiiZovou relaxaci.' Ozatujeme-li
selektivné jeden spin, napf. S, dostatecné dlouhou dobu, dojde k vyrovnani populaci na
hladinach spojenych pfechodem W;g (obr. 3). Tim se zméni populace hladin spinu /, coz
zpusobi zménu intenzity signdlu po aplikaci /2 pulzu na spin /. V ptipad¢ uhlikového
spektra ziskaného pii ozafovani jadra 'H pro velikost NOE plati rovnice 17 a 18, kde
o”” je rychlost heteronuklearni kiizové relaxace.’

) yy ) N, o™
NOE =1+| — DD (1)
Ye) R
1
o™’ :Z(DCC)Z [6J(COH tae)—J (o, 'wc)] (18)

Pro maximalni navyseni intenzity signalu ">C vlivem NOE mezi 'H a "*C plati vztah 19.

NOE =14y, /2y, =3 (19)
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2. 5. Chemicka vyména

Chemicka vymeéna je oznaceni pro procesy, pii kterych prechazeji jadra do jiného
chemického okoli, ¢imZ se méni jejich rezonanéni frekvence z hodnoty v; na v,. Mezi
tyto procesy patii naptf. chemické reakce nebo konformac¢ni zmény. Uvazujme
chemickou reakci prvniho fadu s rychlostni konstantou & (obr. 5).

k

Obr. 5: Symetricka chemicka vyména mezi stavem A4 a B, k je rychlostni konstanta
chemické reakce.

Pro rychlost této symetrické chemické vymeény k., potom plati vztah 20.

k. =2k (20)

ex

Chemickd vyména ma vliv na Sitku car ve spektru. Je-li rychlost chemické
vymény k., mensi nez rozdil rezonanc¢nich frekvenci Av = v;— v, v Hz pfi urcité
velikosti vnéj$iho magnetického pole, jedna se o tzv. pomalou vyménu miizeme a ve
spektru pozorovat obé frekvence. Prechod spintl ze stavu s rezonancni frekvenci v; do
prostfedi, kde maji frekvenci v,, zptisobuje jejich rychlejsi rozfazovani a rozsiteni ¢ary
ve spektru Av,, (rovnice 21).

Av, =R,/ =1/nt, (21)

Pokud je k.. > A4v, objevi se ve spektru pouze jeden signal o frekvenci (v;+ v,)/2.
Rychlost chemické vymeény roste s rostouci teplotou. Piechod mezi rychlou a pomalou
vyménou nastava pii tzv. koalescencni teploté, pfi které plati vztah 22.

k, =aAv/\2 =2,224v (22)

S rostouct k., roste prispévek chemické vymeény k rozsifeni ¢ary, dokud neni dosazeno
koalescen¢ni teploty. Dalsi zvySovani k., vede k zmenSovani rozsifeni ¢ary (je imérné
(4v)?), az pii velmi velké rychlosti chemické vymeény neni rozsifeni ¢ary pozorovatelné
(obr. 6).*

Pro rychlostni konstantu chemické reakce plati rovnice 23, kde 4H je aktivaéni
entalpie, AS je aktivatni entropie.”® Aktivaéni volna energie reakce 4G je dana vztahem
24,

AH_, 4
k= "BTTe‘ RT R (23)

AG = AH -TAS (24)
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Obr. 6: Symetrick4 chemickd vyména mezi dvéma stavy - zavislost NMR spekter
na teploté.’

2. 6. Molekula kalix[4]arenu

2. 6. 1. Struktura a konformacni chovani kalix[4]arenu

Kalix[4]aren je sloucenina patfici do rodiny fenolickych oligomerd. Sklada se
ze Ctyt aromatickych jader spojenych methylenovymi mustky (obr. 7). Na dolnim okraji
nese Ctyfi hydroxylové skupiny. Tato molekula ma miskovity tvar a vzhledem
k vysokému obsahu n-elektrontl je schopna nekovalentné¢ vdzat mensi neutralni a kladné
nabit¢ molekuly. Brzy bylo rozpoznano, ze kalixaren je velmi vhodnym stavebnim
blokem pro samoorganizujici se supramolekularni struktury.”

Od objevu struktury kalix[4]arenu v roce 1978° byla piipravena cela fada derivatd
majicich atraktivni vlastnosti. Zakladnimi misty pro substituci jsou hydroxylové
skupiny (tzv. dolni okraj), pozice 4 aromatickych kruht (tzv. horni okraj) nebo
substituce na methylenovych spojkach, pfipadné¢ nahrazeni celého methylenu jinou
skupinou, napi. sirou (thiakalixaren). Vhodnou substituci je mozné modifikovat
elektrostaticky naboj v jednotlivych ¢astech molekuly, velikost a tvar kavity, flexibilitu
makrocyklu a dalsi vlastnosti. Tak je mozné pfipravit latky schopné pisobit jako
specifické receptory pro rizné druhy substratl, zalozené na nekovalentnich interakcich.

Pfredmétem této je prace je nesubstituovany kalix[4]aren, ktery ptedstavuje
strukturni zdklad vSech odvozenych latek. Jeho molekula mé konicky tvar se Ctyicetnou
osou symetrie prochdzejici sttedem dutiny. Tato konformace je stabilizovana polem
cirkularnich vodikovych vazeb mezi sousednimi OH skupinami na dolnim okraji
(obr. 8). Tato geometrie vSak neni zcela rigidni, jak dokazuje rozsifeni car CH, skupiny
v'H NMR spektrech. Methylenové protony nejsou ekvivalentni a rozsifeni jejich
rezonanci je zpiisobeno jejich vzdjemnou chemickou vyménou — pfechodem mezi
konickym a pievracenym konickym konformerem, pii kterém dochdzi k prevraceni
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kalix[4]arenu ,,naruby* za vzniku geometricky totozného produktu (obr. 9). Tento

pfechod probih4 ptfes meziprodukty, které existuji pfili§ kratce, aby byly pozorovatelné
10;11

pomoci NMR spektroskopie.

Obr. 8: Vodikové mistky mezi OH skupinami v konickém konformeru kalix[4]arenu.'*

Kalix[4]areny substituované na dolnim okraji nepolarnimi skupinami (napf.
tetramethoxykalix[4]aren), které nejsou schopné tvofit vodikové mustky, maji vedle
konického relativné stabilni i1 dal$i zdkladni konformery - ¢aste¢né konicky, 1,2-stfidavy
a 1,3-stfidavy (obr. 10). Mezi konformery dochazi k pfechodim rotaci jednotlivych
aromatickych kruhti kolem osy prochdzejici spojovacimi methylenovymi skupinami,
pficemz dolni okraj prochdzi wvnittkem molekuly. Konformac¢ni mobilita zavisi
na piitomnych substituentech, na druhu rozpoustédla a na teplot¢.
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Obr. 9: Prevraceni molekuly kalix[4]arenu. Konicky konformer se méni na pfevraceny
konicky konformer, mezi vodiky CH, skupiny dochazi k chemické vyméné.

Obr. 10: Konformace substituovanych kalix[4]areni: (a) konicka, (b) ¢astecné konicka,
(c) 1,2- stiidava, (d) 1,3- stiidava.'?

2. 6. 2. Pole vodikovych vazeb na dolnim okraji kalix[4]arenu

Pole cirkularnich vodikovych vazeb do jinak symetrické molekuly vnasi chiralitu
— OH skupiny mohou smétfovat bud’ proti nebo po sméru pohybu hodinovych rucicek.
Kalix[4]aren tak existuje ve form¢& dvou stereoizomerti. O sile jednotlivych vodikovych
vazeb 1 o mife jejich kooperativity je dosud znamo velmi malo. Jejich charakterizace se
omezila na mé&feni chemického posunu hydroxylového vodiku v 'H NMR spektru a na
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méteni frekvence OH valen¢ni vibrace v infracerveném absorpcnim spektru. Chemicky
posun OH skupiny v 'H spektru byl nalezen 10,2 ppm v p-tert-butylkalix[4]arenu, coZ
je velmi vysoké hodnota.’

Nicméng, jak frekvence OH valenéni vibrace, tak velikost "H chemického posunu
OH skupiny jsou vyznamné ovlivnény i dal§imi parametry (napf. vazebny uhel)’, takze
neposkytuji jednoznaéné parametry vodikové vazby. Sila vodikovych vazeb na dolnim
okraji kalixarenu je urcujici pro jeho strukturni i dynamické vlastnosti. Bez moznosti
tvorby vodikovych vazeb konicky konformer zaujima tzv. zplostélou geometrii (pinched
cone), symetrie kavity se redukuje z C, na C,. Sila vodikovych vazeb uréuje odklonéni
aromatickych kruhti od osy symetrie a otevienost kavity.

Kalix[4]aren poskytuje unikatni kruhové pole vodikovych vazeb, které neni
preruseno atomem, ktery se pfimo vodikové vazby neucastni. Na druhou stranu vysoka
symetrie pole znesnadiiuje studium a charakterizaci, protoze vétSina spektralnich
parametrii nezavisi na sméru pole vodikovych vazeb. Chovani syst¢tmu vodikovych
vazeb bylo dosud studovéano ptredevsim pii nizkych teplotach (do 80 K), kdy se systém
chovd podle zadkoni kvantové mechaniky a kdy protony mohou ,tunelovat® skrz
potencidl  vodikové  vazby  ksousednimu  kysliku.  Prestoze  vysledky
experimentalnich®"° a teoretickych'® studii zatim vy&erpavajicim zpiisobem viechny
podstatné aspekty nevysvétlily, indikuji pfitomnost koordinovaného pienosu vsech
protonti k sousednim kyslikiim. Pti zvySovani teploty dochézi k ptfechodu ke klasickému
chovéani, kdy k pfechodu ptes bariéru pak dochazi po ndhodné tepelné excitaci, ktera ma
mnohem vys§i pravdépodobnost. Rychlost piechodu pfes bariéru je potom dana
Eyringovym vztahem (rovnice 23).

Systémy cirkularnich vodikovych vazeb a zmény jejich sméru (,,flip-flop*
procesy) byly pozorovany na nékterych derivatech kalixarenu, napt. na derivatech p-
tert-butylkalix[6]arenu fosforylovanych na dolnim okraji. Pole vodikovych vazeb je
u téchto derivati necyklické, je preruseno fosfatovou skupinou.'” Pomoci EXSY byla
u monofosfatii uréena volna aktiva&ni energie na jednu vazbu 9 kJ.mol™, coZ je hodnota
odpovidajici stfedng silné vazbg.'® V difosfatech pripada na jednu vazbu 7,8 kJ.mol”,
pii¢emz mira kooperativity je nizs$i, nebot’ se jednd o dvé pole o dvou vazbach.
Kalix[6]areny jsou flexibilnéjsi nez kalix[4]areny, prokazateln¢ u nich dochazi
k zasadni optimalizaci vnitini energie tvorbou ,,pinched* konformace, ktera téz patrné
optimalizuje geometrii vodikovych vazeb.

Sila vodikovych vazeb byla zkoumana i na p-tert-butylkalix[4]arenu a na jeho
aste¢né methylovanych derivatech.” Frekvence OH valenéni vibrace byla naméfena
3190 a 3140 cm™ v roztoku CS, resp. CCly a 3150 cm™ v pevné fazi pii laboratorni
teploté. Tti kooperativni vodikové vazby byly detekovany i v monomethyl derivatu
podle IR frekvenci. Posuny a amplitudy signala v 'H spektru (10,13 ppm 1H a 9.54 ppm
2H) indikuji flip-flop proces, kdy silnéjsi rezonance odpovida vystfedovanému posunu
obou krajnich vazeb a slabsi rezonance u 10,13 ppm piislusi prostfedni vodikové vazbé,
u které se kooperativita projevuje nezavisle na sméru celého pole vodikovych vazeb.
Frekvence valencnich OH vibraci je vyrazné vyssi u dimethylovaného derivatu, coz
odpovida faktu, ze zde zcela chybi piispévek kooperativity.

2. 6. 3. Spinova relaxace a NOE v kalixarenu
Uhliky v molekule kalix[4]arenu mizeme rozdélit do dvou skupin. Uhliky C3,

CS5, C4, CH; (obr. 7) maji na sebe piimo véazané vodiky a relaxuji proto zejména vlivem
dipol-dipdlové interakce s témito vodiky. Uhliky vazané v aromatickych kruzich pak
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dale relaxuji vlivem CSA. Uhliky C1, C2, C6, které nemaji navazany vodik, relaxuji
prevazné vlivem CSA. K jejich relaxaci pfispiva také dipol-dipolova interakce s vodiky
v okoli. Interference relaxacnich mechanismu jsou potlaceny vhodnou pulzni sekvenci
(viz kapitola 3). Pro vysledné relaxacni rychlosti a NOE lze potom s pouzitim rovnic
12-17 odvodit vztahy 25, 26 a 27.°

R =R”+R™ (25)
R, =R;" +R;™ (26)

- Vi | Nyo™
NOE =1+| =L | 27
(ychf’“Rf“ 0
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3. NMR metodika

3.1. Méreni podélné relaxaéni doby T;

K méfeni podélné relaxacni doby se pouziva sekvence nazyvana inversion
recovery (obr. 11).%

180y (nebo x) goy

tmix

dekapling

H

. . 20 velr vy ’ r r v 7
Obr. 11: Sekvence inversion recovery” pouzita k méfeni podélné relaxacni doby 77.

Tato sekvence se sklada ze dvou pulst. Nejdiive je aplikovan z-pulz, jehoz délka je
pravé takova, aby doslo k otoceni magnetizace My o 180°, tedy do sméru osy -z.
Velikost magnetizace je pak -Mj Procesem spin-miizkové relaxace se magnetizace
zane navracet k rovnovazné hodnoté M, v pribéhu casového intervalu ¢,
(tzv. sméSovaci Cas) se tak meéni velikost z-slozky magnetizace. Aby bylo mozné tuto
velikost sledovat, je tfeba magnetizaci oto€it do roviny xy. To je provedeno pomoci
7/2-pulzu. Intenzita vysledného signalu je pak umérna velikosti z-slozky magnetizace
v ¢ase t,; od aplikace m-pulzu. Ménime-li interval t,;, ziskdme casovou zévislost
velikosti z-slozky magnetizace. Relaxacni dobu 7 lze pak urcit ze vztahu 28, kde 7, je
intenzita signalu v ¢ase ¢ od #-pulzu, I, je amplituda signalu v dob¢, kdy jsou métené
spiny zrelaxovany a magnetizace je navracena k rovnovazné hodnoté M,.
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1(t)=1, (I—ZGXp[—TL]J] 28)

Po celou dobu sekvence jsou ozafovana jadra 'H (tzv. dekapling), &imz dojde
k vyrovnani populaci jejich hladin a odstranéni vlivu J-interakce na spektra "°C, tj.
vymizeni multipletni struktury, a k odstranéni vlivii kiizové relaxace a interferenci
relaxacnich mechanismt DD a CSA.

3. 2. Méreni priéné relaxaéni doby T,

Zékladni sekvenci k méfeni pti¢né relaxacni doby je spinové echo. Magnetizace je
pomoci 7/2-pulzu otocena do roviny x,y. Nésledné¢ pak dochazi procesem relaxace
k poklesu pficné slozky magnetizace. Tento pokles je ale také zpiisoben rozfazovanim
spinlt vlivem nehomogenity magnetického pole. Je-li za ¢as fechor po 7/2-pulzu
aplikovan z-pulz, dojde k otoCeni rozfazovanych spinti v roviné x,y o 180°. Kona-li
vektor magnetizace i nadale precesni pohyb ve stejném sméru, dojde po identickém
casovém intervalu t..,2 po m-pulzu znovu ke zfadzovani spint. Intenzita / nasledné
ziskaného signalu tak zavisi jen na relaxa¢ni dobé a neni ovlivnéna nehomogenitou
magnetického pole (rovnice 29).

I(t)=1, exp(-TLJ (29)

2

1y je intenzita signalu v ¢ase nula po aplikaci z/2-pulzu.

K méfeni pfi€né relaxani doby se pouziva sekvence CPMG (Carr, Purcell,
Meiboom, Gill), coz je mnohonasobné spinové echo s konstantnim echocasem a
proménnym poétem cykli n. (obr. 12).2' Protonovy z-pulz zajistuje efektivni dekapling
a odstranéni interference relaxa¢nich mechanismi DD a CSA.

3. 3. Méreni nuklearniho Overhauserova efektu

K méfeni heteronuklearniho stacionarniho NOE mezi C a 'H se pouZiva
sekvence znizorndna na obrazku 13.** B&hem doby, kdy je selektivng ozafovan 'H,
dochazi vlivem NOE k pfenosu magnetizace na °C, jehoZ signal nasledné méiime. Dale
je zméfen signal °C bez predchoziho ozafovani 'H. NOE se ziska jako podil intenzit
signalt spektra 1 a spektra 2.
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Obr. 12: Sekvence CPMG?' pouzita k méfeni p¥i¢né relaxacni doby 7.
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H
13C
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Obr. 13: Sekvence pouzita k méfeni heteronuklearniho NOE.*
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3. 4. Méfeni chemické vymény

K méfeni pomalé chemické vymény mezi dvéma stavy 4 a B Ize pouzit vyménnou
spektroskopii EXSY (obr. 14). Princip této metody je nasledujici. Nejdiive je
selektivné prevracen jeden signal A. Probihé-li mezi signalem 4 a signalem B chemicka
vyména, dochazi béhem sméSovaciho Casu #,ix po ozafeni k pfenosu magnetizace
na signal B (I(A-B)). Métime-li  spektrum pro né€kolik hodnot sméSovaciho Casu #ix,
mizeme z naméfené zavislosti intenzit signdlii na sméSovacim Case urcit rychlostni
konstantu chemické vymény podle vztahu 30.

_1(4-B)/1(4)

ex
tmix

(30)

Tento vzorec plati jen pro pocatecni ndrlst zavislosti, ktery je piiblizn¢ linearni.
Odchylka od linearity je zplisobena ¢Cleny s vySSimi mocninami f;, (tmixz, b , atd.),
které jsou pro dostate¢né¢ malé sméSovaci Casy zanedbatelné. EXSY lze pouZit pouze
k méfeni pomalé vymeény, kterd ptili§ nerozsituje cary ve spektru.

0x 180, 180y 0, 1804 180 90,

T EN I
10

G4 G G2 G2 Gm

Obr. 14: Sekvence DPFGSE NOE pouzivana k méfeni EXSY. G jsou pulzni gradienty
magnetického pole, a jsou selektivni pulzy tvaru q3-gaussovska kaskada, b jsou
neselektivni pulzy tvaru hyperbolicky secans, Nastaveni fazi: ® = {x,y,-x,-y}, pfijimac
(x,-x,x,-x}.2

Rychlost rychlejsi chemické vymény lze urcit z polosiiky signalu Av ve spektru
podle rovnice 31.

M=k Iz 31)
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Meéfeni polosiiek je nejpresnéjsi v oblasti koalescence, kde chemickd vyména rozsituje
¢aru maximalné.

K meéfeni rychlych chemickych vymén lze pouzit sekvenci CPMG (obr. 12)
s proménnou délkou echa. Z namétené zavislosti relaxacni rychlosti na t..p,2 1ze uréit

rychlost chemické vymény pouzitim vztaht 32 a 33.%*
R,=p,ps (Aa))z Lechor2 (1 S tanh (M)J + RPPTH (32)
echo/2 Tex
1
T — k_ (33)

P4, ps jsou populace stavu 4 a B, Aw rozdil jejich chemickych posund, 7., je korelacni
cas chemické vymeény. R??*“* je relaxaéni rychlost, kterou by spiny relaxovaly pouze
vlivem dipol-dip6lové interakce a CSA, tedy kdyby mezi nimi neexistovala chemicka
vyména. Prvni ¢len na pravé strané rovnice 32 odpovida relaxacni rychlosti vlivem

chemické vymeény R.,.
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4. Experimentalni ¢ast

4. 1. Vzorek

Vzorek kalix[4]arenu (Pavel Lhotak, VSCHT Praha) o hmotnosti 0,02122 g byl
rozpustén v 1,35884 g 1,1,2,2-tetrachloroethanu-d, (Chemotrade, 99.8% d), vznikly
roztok o koncentraci 0,06 mol/dm® byl odplynén pomoci nékolika cykla zmrazen,
odCerpani plynu, rozmrazeni a zataven v 5 mm kyvet¢.

K ziskani °C a 'H spekter byl pouzit NMR spektrometr Bruker Avance 500
pracujici pfi magnetickém poli 11,8 T. Experimenty byly provadény pii teplotach
od 200,6 K do 303,7 K. Teplota byla kalibrovdna pomoci methanolového standardu.
Presnost kalibrace teploty je 0,2 K a stabilita teploty byla piiblizné 0,1 K.

4. 2. Nastaveni experimentu

Délka "C 7/2 pulzu se pohybovala v rozmezi 6,5-7,7 ps, délka "H 7/2 pulzu se
pohybovala od 12,7 pus do 13,9 ps.
Nasledujici kapitoly obsahuji vycet parametri jednotlivych experimentt.

4.2.1."'"H NMR spektra

Sitka spektra: 6,0 kHz
velikost: 32768 datovych bodl
pocet scant (prachodil): 8
doba akvizice: 2,7263s

4.2.2."H EXSY

sekvence DPFGSE NOE (obr. 14)

Sitka spektra: 2,0 kHz

velikost: 4096 datovych bodla

pocet scantl (prichodi): 32

doba akvizice: 1,0224 s

selektivni w-pulzy a: tvar - q3-gaussovska kaskada o délce 54 ms

neselektivni tvarované m-pulzy b ve sméSovacim c¢asu: hyperbolicky secans
0,4 ms.
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Me¢éfeni prenosu magnetizace byla provadéna mezi diastereotopickymi vodiky
skupiny CH; a pro srovnani téz mezi jadry H4 a H3, HS, a to tak, Ze byly postupné
selektivné invertovany oba signdly interagujicich part. Dal$i parametry pouzité
pfi méfeni jsou v zavislosti na teploté uvedeny v tabulkach 1 a 2.

T [K] 221.2 232.6 242.9 252.1 262.5
tmix7n1in [Il'lS] 6 6 6 6 6
tmix_max [MS] 50 58 78 90 58

N 10 10 10 10 10

Tabulka 1: Nastaveni parametri pro méteni EXSY mezi vodiky CH, skupiny pro
jednotlivé teploty. N je pocet pouzitych sméSovacich Casti (pocet méfeni), tuix min j€
nejmensi hodnota sméSovaciho €asu, i mar j€ nejveétsi hodnota sméSovaciho Casu.

T[K] 2212 | 232.6 | 2429 | 252.1 | 262.5

tmix min [MS] | 6 6 6 6 6

tmis max [ms] | 100 900 | 1000 | 1000 | 1000
N 11 10 11 11 11

Tabulka 2: Nastaveni parametri pro meéfeni EXSY mezi vodiky aromatického jadra
pro jednotlivé teploty. N je pocet pouzitych sméSovacich Casi (pocet méfeni), fuix min j€
nejmensi hodnota sméSovaciho ¢asu, #yix max j€ nejvetsi hodnota smeéSovaciho Casu.

4. 2. 3. *C NMR spektra, méfeni Ty, T,, NOE

spektra byla 'H-dekaplovana sekvenci waltz-16
Sirka spektra: 22,7 kHz

velikost: 65536 datovych bodt

pocet scant (prichodi): 128

doba akvizice: 1,4418s

* Meéfeni podélné relaxacni doby 7,
Pulzni sekvence: inversion recovery (obr. 11)
Na zacatek méfeni s kazdym sméSovacim ¢asem bylo vlozeno alespont 6 scanli
bez nabirani dat kvili ustaveni stacionarniho stavu spinového systému pied zacatkem
pulzni sekvence (tzv. dummy scany). DalSi parametry jsou v zavislosti na teploté

zaznamenany v tabulce 3. Hodnoty relaxacnich ¢ast 7; byly z intenzit namétenych
signalii ziskany nafitovanim podle rovnice 28.

* Méreni pri¢né relaxaéni doby 7>

Pulzni sekvence: CPMG (obr. 12)
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Nastavené parametry jsou v zavislosti na teploté uvedeny v tabulce 4. Hodnoty
relaxacnich Casit 7, byly z intenzit naméfenych signali ziskany nafitovanim podle

rovnice 29.
T'[K] 200.6210.9|221.2|232.6|242.9|252.1262.5|272.8|283.1[293.4|303.7
DI [s] 5 3 2 6 2 2 2 3 35 | 75 | 6.5
LB 5 5 2 2 2 2 2 2 2 2 2
N 12 12 12 13 12 12 12 13 13 13 13
tmix mm[ms] | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01
toix max [8] | 10 4 4 10 4 4 4 8 9 14 14

Tabulka 3: Nastaveni parametrti pro meteni uhlikovych relaxacnich dob 77 pro
jednotlivé teploty. D1 je doba pied kazdym scanem, v pritbéhu které dochdzi k navratu

spinového systému do rovnovéahy nebo stacionarniho stavu (D/+A4Q > 3T)), LB je

roz§ifeni ¢ary exponencialni apodizaci, N pocet riznych smé&Sovacich €astll, fyix min j€
nejmensi hodnota sméSovaciho ¢asu a £, mar j€ nejvetsi hodnota smeéSovaciho Casu

(jeho hodnota byla pro méteni 7 ptiblizné rovna 577).

T[K] [200.6]210.9]221.2]232.6[242.9]252.1]262.5]272.8]283.1[293.4]303.7
DI[s] | 85 | 3 3 3 3 3 3 | 7 | 9 [135] 12
LB 20| 5 |2 2lw]|221]21|21]2]:?2
D20[ms] | 05 | 05| 05 | 05| 05| 05| 05| 04| 04| 04 ] 04
N 1010|1210 11 ] 12|11 | 13]13] 13 ] 13
twis mfms] | 4 | 4 | 4 | 4 4 32 | 32 | 32| 32
fie max [s]] 0241024 | 2 | 4 1 2 1 6 | 6 | 96112

Tabulka 4: Nastaveni parametrii pro méteni uhlikovych relaxa¢nich dob 7>
pro jednotlivé teploty. D1 je doba pied kazdym scanem, v prubéhu které dochazi k
navratu spinového systému do rovnovahy nebo staciondrniho stavu (D/+4Q > 5T)), LB
je rozsifeni cary exponencialni apodizaci, D20 je doba trvani jedné poloviny echa, N

pocet riznych sméSovacich ¢astll, tix min j€ nejmensi hodnota sméSovaciho ¢asu a

tmix_max J€ NEJVELST hodnota sméSovaciho Casu (jeho hodnota byla pro méfeni 7 pfiblizné
rovna 475).

* Meéfeni rychlé chemické vymény pomoci sekvence CPMG

Sitka spektra: 5,3 kHz
velikost: 16384 datovych bodt

Dalsi nastavené parametry jsou pro jednotlivé teploty uvedeny v tabulce 5.

=  Mgfeni heteronukleirniho “C-{'H} NOE

Pulzni sekvence: dynamic NOE sequence (obr. 13).

Nastavené parametry jsou pro jednotlivé teploty uvedeny v tabulce 6. Pfi méteni
{'"H}-"*C NOE byly protony ozafovany nejprve velmi kratkou dobu tmix min (10pS) a
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potom po dobu del8i nez 577 (fyix max). Hodnota NOE byla ziskana jako pomér intenzit
signalii takto zméfenych dvou spekter.

T'[K] 221.21232.6 | 242.9 | 252.1 | 262.5 | 272.8 | 283.1 | 293.4 | 303.7

DI [s] 4 [ 25 3 [35] 5 7 9 135 12
LB 10 | 10 | 10 | 2 2 2 2 2 2
ND20) | 10 | 8 9 9 8 | 13 | 11| 7 9
N 10-11| 811 |10-11|10-12 | 10-12| 10-12 [ 10-11| 13 |[13-14

D20pin[ms]| 0.1 | 0.1 | 0.1 | 01 | 0.1 | 01 | 0.1 | 01 | 0.1
D20pa [ms]| 2.5 | 20 | 20 | 20 | 20 | 50 | 50 | 04 | 04

Tabulka 5: Nastaveni parametr pro méfeni chemické vymény pomoci sekvence
CPMG pro jednotlivé teploty. D1 je doba pted kazdym scanem, v prubéhu které dochazi
k navratu spinového systému do rovnovahy nebo stacionarniho stavu (D/+A4AQ > 5T)),
LB je rozsifeni ¢ary exponencidlni apodizaci, D20 je doba trvani jedné poloviny echa,
N(D20) pocet ¢astt D20, pii kterych byly pro jednotlivé teploty méfeny relaxacni doby
T,, N pocet riznych sméSovacich Casii, D20,,;, je nejmensi pouzitd hodnota D20, D20,y
je nejvetsi pouzita hodnota D20, hodnoty sméSovacich Cast ¢, zavisi na konkrétni
hodnoté D20, jejich rozmezi bylo od 8xD20 do 475).

T [K] 200.6 [210.9(221.2|232.6|242.9 [252.1|262.5|272.8|283.1[293.4|303.7

DI [s] 18 | 15 | 10 | 20 | 10 | 10 | 10 | 15 | 15 | 30 | 35
LB 0| s |2 ltw]|1w0]2]2]21]2]2]:2

tmis mn[ms] | 0.01 | 0.01 | 0.01 [ 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01

foix max [s]] 10 | 10 | 7 | 10 | 5 | 7 7 1 9 | 9 | 15| 18

Tabulka 6: Nastaveni parametrli pro méfeni NOE pro jednotlivé teploty. DI je doba
pted kazdym scanem, v prubehu které dochdzi k névratu spinového systému
do rovnovahy nebo stacionarniho stavu (D/+A4AQ > 107}), LB je rozsifeni ¢ary
exponencialni apodizaci, i min j€ krat$i doba ozatfovani vodiki, #,ix max je dlouhd doba
ozatovani vodiki (delsi nez 577;).
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5. Vysledky a diskuse

5.1. *C a "H NMR spektrum kalix[4]arenu

PC spektrum kalix[4]arenu v C,D,Cly obsahuje 5 signali. Jejich piifazeni je
uvedeno v obrazku 15. Atomy C2, C6, respektive C3, C5 jsou pii teploté¢ 303,7 K
chemicky ekvivalentni. Pfi sniZovani teploty (obr. 16) vSak dochéazi u jejich signalt
k rozsifovani (221 K) a stépeni (201 K). Z toho vyplyva, Ze ekvivalence pii vyssi
teploté je zplsobena dynamickym procesem, ktery stfeduje jejich chemické posuny.
Protoze se tento proces neprojevuje u C1 a C4, musi byt symetricky podle spojnice C1 —
C4. Jediny takovy proces ptipadajici v ivahu je zména natoceni vodikové vazby na
dolnim okraji molekuly. Protoze k otoCeni vodikové vazby miize dojit jen za
soucasné¢ho otoceni vedlejsi vodikové vazby, je Stépeni rezonanci C2, C6 a C3, C5
disledkem zmény sméru celého pole vodikovych vazeb na dolnim okraji kalix[4]arenu.

C3,5 | C26

C1 C4 CH2

" »

150 140 130 120 110 100 9 8 70 60 50 40 ppm

Obr. 15: >C NMR spektrum kalix[4]arenu v tetrachloroethanu-d, pii teplot& 303,7 K.

'H spektrum obsahuje 5 signal@l, jejich pfifazeni je uvedeno v obrazku 17.
Ve spektru je patrné rozsifeni signald jader CH, skupiny. Je to disledkem chemické
vymeény - pievracenim kalixarenové molekuly z konického konformeru
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v pfevraceny konicky konformer, pii kterém si diastereotopické protony si vyméni
misto (obr. 9). Signal H3, H5 je dublet a signal H4 je triplet v disledku vzajemné
J-interakce. Signal OH skupiny je posunut k 10,2 ppm, coz ukazuje na pfitomnost
silné vodikové vazby.

252 K

0 i A SR .,J S, S

221 K

- M

S SO, W

150 145 140 135 130 125 ppm

Obr. 16: Teplotni zavislost °C NMR spekter kalix[4]arenu v tetrachloroethanu-d,.

H3,5

OH

H4

CH2

N .MJL.J . _/"\._.J{\L__,_
| R LA LA AR REELARRLES B R LA LA
10 9 8 7 6 5 4 ppm

Obr. 17: 'H NMR spektrum kalix[4]arenu v tetrachloroethanu-d, pii teploté 303,7 K.
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5. 2. Relaxaéni doby T a T, jader "°C kalix[4]arenu

Podélné relaxacni doby 7; byly méfeny pomoci sekvence inversion recovery
(obr. 11), pfi¢né relaxacni doby 7, pomoci sekvence CPMG s konstantnim echo ¢asem
(obr. 12). Naméfené hodnoty relaxacnich Casti v zavislosti na teploté¢ jsou uvedeny
v tabulkéach 7, 8 a v grafech 1, 2. Chyba ur€eni 7; u jader C3, C5, C4 a CH; je 2,5%,
u jader C1 a C2, C6 5%. Chyba urceni relaxac¢nich dob 7, je 5%. Statistické chyby fitu
pfi vypoctu 7; a T, jsou mensi, uvedené chyby jsou odhadnuté systematické chyby
méfeni.

T, [s]
TIK] | CI |C2.C6]C3.C5] C4 | CH,
200.6 5.48 3.58 1.45 1.15 0.961
210.9 2.21 1.67 0.479 0.470 0.356
221.2 1.14 0.880 0.249 0.235 0.184
232.6 0.838 0.651 0.182 0.171 0.135
2429 0.872 0.642 0.174 0.168 0.126
252.1 1.03 0.784 0.194 0.191 0.137
262.5 1.33 1.04 0.226 0.223 0.155
272.8 1.76 1.34 0.268 0.263 0.173
283.1 2.16 1.69 0.316 0.311 0.200
2934 2.66 2.11 0.377 0.369 0.236
303.7 347 2.74 0.472 0.465 0.284

Tabulka 7: Zavislost relaxaéniho ¢asu 7} [s] na teplot& pro jednotliva jadra °C.

T, [s]

TIK] | CI | C2.C6]C3.C5] C4 | CH,
200.6 | 0.0352 | 0.0227 |0.00980 | 0.00886 | 0.00810
210.9 0.104 | 0.0779 | 0.0253 | 0.0268 | 0.0205
221.2 0.237 0.178 0.0547 | 0.0535 | 0.0404
232.6 0.382 0.210 | 0.0810 | 0.0800 | 0.0670
242.9 0.563 0.194 0.101 0.111 0.0860
252.1 0.793 0.182 0.116 0.147 0.109
262.5 1.04 0.238 0.146 0.186 0.129
272.8 1.46 0.386 0.198 0.239

283.1 1.88 0.586 0.250 0.290

293.4 2.42 0.921 0.322 0.357

303.7 2.99 1.35 0.405 0.432

Tabulka 8:

Zavislost relaxa¢niho ¢asu 7 [s] na teploté pro jednotliva jadra "°C.
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Graf 1: Zavislost relaxaéniho ¢asu 7} [s] na teplot& pro jednotliva jadra °C.
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Graf 2: Zavislost relaxa¢niho &asu 75 [s] na teploté pro jednotliva jadra "*C.

Jadra "°C je mozné rozdélit podle délky relaxa¢niho ¢asu 7). Nejrychleji relaxuje
uhlik skupiny CH,, nebot ma na sebe pifimo navazany dva protony a relaxuje
v dtsledku dipol-dipdlové interakce s nimi. Uhliky C3, C5 a C4 maji pfimo vazany
pouze jeden vodik, a proto relaxuji pomaleji nez uhlik CH,. K jejich relaxaci téz
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zmensi Casti prispiva CSA. Nejpomaleji relaxuji uhliky C2, C6 a Cl1, které nemaji
vodik a relaxuji zejména vlivem CSA a ¢astecné téZ vlivem DD interakce s ostatnimi
protony v molekule.

Rozd¢leni do skupin podle délky relaxacnich dob 7, odpovida rozdéleni podle 7.
Velikosti relaxaénich ¢ast 7> uhlikii C2, C6 a C1 by mély byt pfiblizné stejné, nebot
tyto uhliky relaxuji stejnym mechanismem. Z tabulky 8 a grafu 2 je vSak patrno, ze
uhliky C2, C6 maji vyrazné kratsi 7> nez Cl, Tento vysledek nasvédcuje tomu, ze
relaxace uhlikli C2, C6 je kromé CSA zplisobena jesté jinym relaxacnim mechanismem.
Stejné tak uhliky C3, C5 relaxuji ponékud rychleji ve srovnani s uhlikem C4. Procesem,
ktery selektivné ovlivni pfi¢nou relaxaci (7,) a neprojevi se na podélné relaxaci (77,
NOE) je chemicka vyména. Souvisi to s faktem, Ze pficna relaxacni doba je zkracovana
1 relativné pomalymi pohyby a tedy 1 chemickou vyménou, ktera existuje mezi pary C2,
C6 a C3, C5.

Z grafi 1 a 2 je vidét, ze naméfené pricné relaxacni doby (7,) se s klesajici
teplotou zkracuji, zatimco podélné relaxacni doby (7;) dosahuji pii urcité teploté
minima a pak opét rostou. Tento vysledek je ve shodé steorii a odpovida
opusténi rezimu extrémniho z(zeni pfi sniZovani teploty.

5. 3. Heteronuklearni *C- {'"H} NOE v kalix[4]arenu

Pomoci sekvence pro dynamické NOE, znazornéné na obrazku 13 byl méfen
pfenos magnetizace z 'H na C vlivem DD interakce, tedy velikost stacionarniho
heteronuklarniho Overhauserova efektu. Vysledné hodnoty NOE jsou v zavislosti
na teploté uvedeny v tabulce 9 a grafu 3. Méfeni bylo provedeno pro stejné teploty jako
méteni relaxacnich dob. Chyba uréeni NOE byla odhadnuta na 5%.

NOE
TIK] | €1 [C2,C6 [C3,C5] cC4 CH,
2006 | 1.07 | 1.08 | 120 | 120 | 1.26
2109 | 1.02 | 1.08 | 1.19 | 118 | 1.20
2212 | 1.03 | 1.11 115 | 117 | 121
2326 | 106 | 1.04 | 1.19 | 121 1.26
2429 | 1.09 | 1.07 | 130 | 130 | 142
2521 | 115 | 114 | 153 | 153 | 1.69
2625 | 123 | 126 | 183 | 179 | 2.04
2728 | 136 | 138 | 207 | 203 | 233
283.1 | 145 | 144 | 228 | 225 | 2.53
2034 | 155 | 153 | 245 | 237 | 272
303.7 | 1.62 | 159 | 256 | 255 | 279

Tabulka 9: Zavislost NOE na teploté pro jednotliva jadra "*C.
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Graf 3: Zavislost NOE na teplot& pro jednotliva jadra °C.

Z tabulky 9 a grafu 3 je vidét, Ze nejvétsi hodnoty NOE byly naméfeny u uhliku
CH; skupiny, mensi hodnoty u uhlikd C3, C5 a C4 a nejmensi u uhliki C2, C6 a C1.
Tento vysledek odpovidd rozdilnému ptispévku DD a CSA interakci k podélné
relaxatni rychlosti ve jmenovateli rovnice 27. Tensor chemického posunu °C
methylenové skupiny je prakticky isotropni, takZze NOE je nejvyssi. V piipadé C3, C5 a
C4 je prispeévek CSA vzhledem k DD interakci maly ale nikoli zanedbatelny, a tudiz
NOE je pon¢kud mensi. V piipadé C2, C6 a Cl1, které nemaji ptimo vazany vodik, je
NOE velmi malé, protoze DD interakce se vzdalenéj§imi protony je slaba vzhledem
k CSA. Teplotni zavislost NOE dosahuje minima v okoli 210 K, na druhou stranu se
jeho hodnota pro CH, skupinu blizi 2,99, coz je teoretick¢ maximum.

5. 4. Stanoveni dynamického chovani kalix[4]arenu v nano -
pikosekundové €asové sSkale

Nameéfené relaxacni parametry pii jednotlivych teplotich byly pouzity
ke stanoveni parametrti rotacni difuze kalix[4]arenu s vyuzitim rovnic 25, 26 a 27.
Pro konstrukei spektralnich hustot byl pouZzit model isotropni rotace tuhé koule (rovnice
16), ktery obsahuje jediny nezavisly parametr, a to globalni korelacni Cas 7). Pouziti
tohoto nejjednodussiho modelu je odivodnéno vysledky studie Shultese a kol., ktefi
nezjistili zadné vnitfni pohyby v kalixarenu v ¢asové $kale nano — pikosekund.”
Obdobn& ve studii tetrasulfonové kyseliny kalix[4]arenu”® nebyly nalezeny signifikantni
interni pohyby. Navic vn&jsi rozméry kalix[4]arenu v kartézskych osach jsou si blizké”’
a tudiz neni tieba piedpokladat zadnou vynamnou anisotropii v molekularni rotaci.

Pro tento vypocet samoziejmé neni mozné pouzit namefené hodnoty 7% pro jadra
C2, C6, C3, C5, protoze obsahuji i prispévek chemické vymeény, ktera neni zahrnuta
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ve vztazich 25, 26 a 27. Pro konstantu DD interakce mezi pfimo vdzanymi atomy C, H
byla pouzita hodnota 21,5 kHz pro aromatické uhliky a 20,7 kHz pro methylenovou
spojku. Tyto konstanty odpovidaji CH vzdalenostem 112 pm, respektive 113,4 pm. Tyto
vzdalenosti jsou del§i nez jsou pfislusné hodnoty ziskané difrakénimi metodami
v krystalech, ale jsou vhodné jako efektivni hodnoty pro interpretaci magnetické dipdl-
dipolové interakce,”™®® patrné vzhledem k vibraénimu stfedovani meziatomové
vzdalenosti (pfesnéji jeji tieti mocniny). Pro jadra C1 a C2, C6, kterd nenesou piimo
vazany proton, byla téz aplikovana korekce na DD interakci se vzdalenymi protony, a to
tim zpasobem, Ze byly pomoci ab initio vypo&itané geometrie’” odhadnuty vzdalenosti a
znich vypocitané¢ DD interakéni konstanty byly secteny. Pro stanoveni vlivu CSA
relaxa¢niho mechanismu je nutné znat ,,amplitudu interakce®, veli¢inu CSA4.y, ziskanou
ze slozek tenzoru chemického posunu. Pro jednotlivé uhliky byly pouzity hodnoty podle
tabulky 10, ziskané ab initio vypostem.”’

Cl|Cc2|C3|c4]|C5|C6|primerC2,C6|pramer C3, C5
CSA.;[ppm] | 132|157 | 171|183 | 171 | 158 157 171

Tabulka 10: Hodnoty CSA4.; pouzité pifi vypoctu parametril rotacni diftize kalix[4]arenu
ziskané ab initio vypoétem.*’

Vypocet rotacniho korelacniho ¢asu molekuly 7, (tabulka 11 a graf 4) byl
proveden pro vSechna jadra a vSechny pouzité relaxacni parametry soucasné. Chyby
korela¢nich Cast byly ziskany Monte Carlo simulaci — bylo vygenerovano 200 novych
souborl relaxacnich dat tak, ze nové hodnoty byly generovany nahodn¢ z normalniho
rozdéleni se stfedem v experimentalni hodnoté a se Sitkou danou chybou piislusného
experimentalniho bodu (2,5%, resp. 5%). Pro kazdy vygenerovany soubor relaxacnich
dat byl vypocitan korelacni ¢as. Standardni odchylka takto vypocitanych hodnot je
uvadéna jako chyba ve stanoveni korela¢niho ¢asu 7.

Z vysledkl uvedenych v tabulce 11 lze vidét, ze velikosti rotacnich korelacnich
¢ast molekuly kalixarenu jsou fadoveé v nanosekundach. Fitem Arrheniovy rovnice 11
byly z naméfené zavislosti rotacniho korela¢niho casu na teploté urceny aktivacni
parametry rotace molekuly kalix[4]arenu:

79=26 fs (£ 10 fs)
E/~21kJmol" (£ 1 kJ.mol™).

Chyby byly stanoveny obdobné jako v ptipadé korelacniho Casu 7. ,,Nové®
soubory hodnot korelacnich ¢asti byly generovany v rdmci standardni odchylky fitu
»skuteénych® 7.

Ziskané aktivacni parametry pro rotacni difuzi molekuly kalix[4]arenu jsou
ve velmi dobrém souhlasu s dfive publikovanymi vysledky pro kalix[4]aren-p-
sulfonovou kyselinu vD,O (zp = 174 fs, E4 = 25.6 kl.mol"), pentasodnou sil
kalix[4]aren-p-sulfonové kyseliny v D,O (zp = 80 fs, E4 = 20.5 kJ.mol™")*® (publikované
7y je vynasobeno piislu§nym parametrem uspotadanosti S° kvili porovnani s isotropnim
modelem, pouzitym v naSem piipad¢).

Shultes a kol. métili pohyblivost kalix[4]arenu v CDCl; a DMSO-dg pfi jediné
teploté 303 K a ziskali 7, 38,5 ps respektive 159 ps (pfi pfedpokladané vzdalenosti CH

34



113 pm).” Nage hodnota 114 ps pii 303,7 K je vrozmezi uréeném publikovanymi
hodnotami, coz kvalitativné odpovidé viskozitdm pouzitych rozpoustédel.

T [K] 7y [ns] chyba 73, [%]
221.2 291 2
232.6 1.60 4
242.9 0.969 3
252.1 0.566 4
262.5 0.377 3
272.8 0.263 3
283.1 0.197 3
293.4 0.152 2
303.7 0.114 2

Tabulka 11: Rota¢ni korelac¢ni ¢asy molekuly kalix[4]arenu v z&vislosti na teplot¢.

Zorrelation time [ns]
- P e
n 2 n (] N

L]
=

220 240 260 280 300 320
TIK]

Graf 4: Rotacni korelacni ¢asy molekuly kalix[4]arenu v zavislosti na teploté
s nafitovanou Arrheniovou zavislosti (rovnice 11).
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T2teor [S]

T[K] | C2,C6 | C3,C5
221.2 0.184 0.055
232.6 | 0300 | 0.088
242.9 0.420 0.119
252.1 0.617 | 0.159
262.5 0.868 0.197
272.8 1.156 | 0.242
283.1 1.487 | 0.293
293.4 1.882 0.356
303.7 | 2.464 | 0.452

Tabulka 12: Vypocitané hodnoty teoretickych relaxacnich ¢asti T, [s] pro jadra C2,
C6 a C3, C5 bez vlivu chemické vymény v zavislosti na teploté.

2.5 .
2.0 -
°
1.5 .
% e
il e vypocitané
1.0 . 5
o X
0.5 Lo y
x X x x X
OO T T T T 1
210 230 250 270 290 310
teplota [K]

Graf 5: Porovnani vypocitanych hodnot 75, ptficnych relaxacnich Casti pro jadra C2,
C6 s nam¢efenymi hodnotami 75 v zavislosti na teplot€.

Soucasti fitu rovnic 25, 26, 27 je vypocet teoretickych hodnot relaxacnich
parametrti, a tedy stanoveni pfi¢nych relaxacnich dob 7., jader C2, C6 a C3, C5
ocisténych o vliv chemické vymény. Jsou uvedeny v tabulce 12 a jejich porovnani
s naméfenymi hodnotami pro uhliky C2, C6 je znazornéno v grafu 5. Pro stanoveni
téchto relaxacnich dob byl do Citatele vyrazu pro spektralni hustoty J(®) (rovnice 16)
ke korelaénimu Casu ptidan faktor F, specificky pro kazdé jadro. Divodem bylo, Ze
vzajemné naskalovani DD konstant a CSA4.y pro jednotlivé skupiny uhlikil, relaxujicich
odliSnymi mechanismy, neni snadné, protoze absolutni vysSe obou konstant zdvisi
na metodé jejich stanoveni. Korekéni faktor pak vyjadiuje miru nekonsistence modelu
pro jednotlivé skupiny jader. V naSem piipad¢ se jeho hodnoty pohybovaly v rozmezi
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1 £ 0,13. Korekeni faktor F' tak slouzi ke stanoveni teoretickych hodnot 75, atomi C2,
C6 a C3, C5 ocisténych o systematickou chybu ve velikostech pouzitych DD konstant a
CSA .

Vysledky uvedené v tabulce 12 a v grafu 5 jednozna¢né potvrzuji, Ze jadra C2, C6
(a C3, C5) skutecné relaxuji rychleji, nez by odpovidalo relaxaci vlivem dipdl-dipolové
interakce a CSA. K jejich relaxaci tedy pfispiva chemickd vyména, kterou je zména
orientace vodikovych vazeb mezi OH skupinami na dolnim okraji molekuly. Jadra C2
se tak dostavaji do chemického okoli, ve kterém se diive nachdzely jadra C6, a naopak.
To v mensi mife plati i pro C3 a CS5. Tento proces zplsobuje urychleni pficné relaxace
jader C2, C6 a C3, C5. Je pozorovatelny 1 v uhlikovém spektru jako rozsifeni a Stépeni
car C2, C6 a C3, C5 pfi teplotdch 221 K a méné (obr. 16), pii vysSich teplotach miize
byt sledovan pomoci sekvence CPMG s proménnou délkou echo-¢asu (viz nize).

Smér pole vodikovych vazeb by se mohl zménit pfi pfechodu konického
konformeru v pievraceny konicky konformer (obr. 9), pii kterém musi dojit k preruseni
alespoit nckterych vodikovych vazeb na dolnim okraji. Tento proces mulze byt
pozorovan na 'H rezonancich CH, skupiny, kde zptisobuje rozsifeni &ar (obr. 17),
pfi nizsi teploté pak mize byt pomald chemickd vyména monitorovana pomoci metody
EXSY. Dalsi naplni této prace bylo zjistit, jaky je vztah mezi témito dvéma dé&ji, zda-li
pferuSovani a zména sméru vodikovych vazeb souvisi s procesem pievraceni molekuly.

5. 5. Chemicka vyména ,,cone — pfevraceny cone*

K méfeni rychlosti chemické vymény byla pouzita metoda 1D-EXSY (obr. 14),
pfi niZ byl sledovan pienos magnetizace mezi vodiky CH, skupiny. Béhem sméSovaciho
¢asu dochazi mezi témito vodiky k pienosu magnetizace vlivem chemické vymeény, ale
navic také vlivem NOE. Aby bylo mozné zjistit velikost chemické vymény, byl
prispévek NOE odhadnut na zakladé méfeni pfenosu magnetizace mezi dvéma ortho-
vodiky aromatického kruhu, mezi nimiz neprobiha chemickd vyména.

Pti teplotach od 221,2 K do 262,5 K byla méfena spektra pro nékolik hodnot
sméSovaciho Casu t,; pil selektivnim ozafovani jednoho z vodiki, a poté
pii selektivnim ozafovani druhého vodiku interagujiciho paru. Piiklad naméfené
zavislosti (relativni) intenzity signali obou vodiki na sméSovacim Case je uveden v
grafu 6. Naméfenymi zavislostmi intenzity signalti neozafovanych vodikii na ,;, byly
proloZzeny polynomy 2. faddu. Faktor linedrniho ¢lenu udavd  rychlost ptenosu
magnetizace Kgpoeter crz. Stejnym postupem byla z naméfenych zavislosti intenzit
signali vodikti aromatického kruhu na #,; zjiSt€éna rychlost Fkgee 134 pienosu
magnetizace vlivem NOE. Vzdalenost vodikii v aromatickém kruhu je 0,248 nm,
vzdalenost vodiku v CH, skupiné je 0,175 nm.”’ ProtoZe velikost NOE kles4 se Sestou
mocninou vzdalenosti mezi interagujicimi spiny, je NOE mezi vodiky v CH, skupiné
ptiblizn¢ 11 krat vétsi nez mezi vodiky aromatického kruhu. Vysledna hodnota rychlosti
chemické vymeény k.. cu2 byla urcena odectenim odhadnutého prispévku NOE kpoe cr2)
od naméfené hodnoty rychlosti pfenosu magnetizace (tabulka 13).
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k(noe+ex)
kl(lzoe+ex7CH2) kZ(noe+elx7CH2) prﬁmél’l(khkz) k(noe7H3,4) k(noe CH2) kexﬁCHZ

K] [s"] [s”] [s”] [s] [s] [s]

262.5 1.99 1.94 1.97 0 0 1.97
252.1 1.20 1.13 1.17 0.0148 0.12 1.05
242.9 1.58 1.65 1.61 0.0951 0.77 0.85
232.6 3.03 2.83 2.93 0.268 2.16 0.77
221.2 5.60 5.19 5.40 0.505 4.07 1.32

Tabulka 13: Urceni rychlosti chemické vymény mezi vodiky CH, skupiny ke, cm2
pomoci EXSY. kjpmoetex cr2) @ k2(moe+ex crz) jsou rychlosti pfenosu magnetizace vlivem
chemické vymény a NOE pfi excitaci prvniho resp. druhého vodiku CH, skupiny,
knoe+ex) € PrOMEr(K;noe+ex CH2)» Konoe+ex cH2)), kmoe 13,4) j€ rychlost pfenosu magnetizace
mezi vodiky aromatického kruhu vlivem NOE, k0. cr2) je odhadnuty prispévek NOE
ke k(noe+ex_CH2)-

Z vysledki vyplyva, Ze rychlost chemické vymény mezi vodiky CH, skupiny,
atedy rychlost pievraceni kalixarenového kruhu mezi konickym a pifevracenym
konickym konformerem se fadové pohybuje okolo 1 s™. Rychlost chemické vymény je
pomérné dobfe urend pro teploty 243 — 263 K. Pii nizSich teplotach, kdy se chemicka
vyména zpomaluje, je piispévek NOE k celkovému pienosu magnetizace mezi
methylenovymi vodiky dominantni a ziskané rychlosti chemické vymény maji jen
orientani vyznam. Rychlost pfevraceni konického konformeru je znama z literatury —
volna aktivaéni energie procesu je udavana 59 — 63 kJ.mol™' (odpovida zhruba rychlosti
vymény 1 s7)*° a nage méfeni byla provedena jen pro fadové ovéfeni publikovanych
hodnot. Protoze se ukazalo (viz nize), ze chovani pole vodikovych vazeb neni
korelované s pfevracenim konického konformeru, nebylo potfebné tento pohyb zkoumat
podrobnéji.

In hku_

1 10 9 8 7 6 5 4 ppm

Obr. 18: Méteni EXSY. V horni &asti obrazku je pro srovnani uvedeno 'H NMR
spektrum kalix[4]arenu pfti teploté 252,1 K. Ve spodni ¢asti obrazku je vidét navySeni
signalu jednoho vodiku CH; skupiny vlivem pienosu magnetizace z ozafovaného
druhého vodiku CH, skupiny pfi téze teplot¢.
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Graf 6: Priklad naméréné zavislosti (relativni) intenzity signalti obou vodikt
na smeéSovacim case #,,;, pii meéfeni chemické vymény pomoci EXSY pfi teploté
252,1 K.

5. 6. Dynamika pole vodikovych vazeb

5. 6. 1. Vysledky méfeni chemické vymény pomoci sekvence CPMG
s proménnym echo - éasem

K pfi¢né relaxaci jader C2, C6 pfispivaji tfi slozky, relaxace vlivem CSA,
relaxace vlivem DD interakce a relaxace vlivem chemické vymény. Velikost relaxacni
rychlosti bez chemické vymény R”°"“ tedy jen vlivem CSA a DD interakce, byla
urcéena vyse jako R (Viz kap. 5. 4). Z této hodnoty a ze skute¢né naméfené relaxacni
rychlosti (R;) lze urcit prispévek k relaxaéni rychlosti zplisobeny chemickou vyménou
R... Rychlost chemické vymény k., lze uréit ze vztahu pro zavislost R, na fecno2 V
sekvenci CPMG (rovnice 32). Tato zavislost byla zméfena pro devét riznych teplot v
rozmezi od 221,2 K do 303,7 K pti hodnotach #.cpo2 Vv rozmezi 100 pus — 5 ms.
Nameétené zavislosti relaxacnich rychlosti R, na f.cx,2 jsou uvedeny v tabulkach 14- 22
a grafech 7- 15. Pro srovnani jsou v grafech uvedeny i relaxacni rychlosti R, pro Cl,
které nezaviseji na velikosti #..x./2, a tedy neobsahuji ptispévek chemické vymény.

Zmétené pricné relaxacni rychlosti C3, C5 téz zaviseji na délce echocasu z.cp.
obdobné jako C2, C6, nicméné tato zavislost je méné zfetelna a navic pro delsi echo-
asy je pri¢na relaxace vyznamn& modulovana 'Jey interakci, ktera neni dostatednd
dekaplovana 'H m-pulzy mezi spinovymi echy v CPMG sekvenci (viz obr. 12). Proto
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byla rychlost chemické vymény vyhodnocovana jen ze signalu C2, C6. Pro uplnost
dodavame, ze R, pro C4 nezavisi na délce echo-Casu.

techorr [ms] | Ry(C1) [s] | Ro(C2,6) [s™]
0.1 3.84 5.62
0.2 4.10 5.48
0.4 427 6.58
0.5 4.21 5.62
0.6 4.63 7.43
0.8 4.36 7.47
1.0 451 8.55
1.5 4.42 11.4
2.0 428 15.7
2.5 478 17.7

Tabulka 14: Namétena zavislost relaxacni rychlosti R, na z,.4,> pro Cl a C2, C6
pii teploté 221,2 K.

18 N +
+
15
12 - X
R[1/s] 9 - N
+ + x C1
+
X xXxX ox X X X X
3
0 T \ \ T ]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
techo/2 [ms]

Graf 7: Namétena zavislost relaxacni rychlosti R, na z,.4,,> pro C1 a C2, C6 pii teploté
221,2 K.
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Tabulka 15: Namétena zavislost relaxa¢ni rychlosti R, na t.c;,2 pro C1 a C2, C6

tehor [ms]| Ro(C1)[s"] | Rx(C2.6) [s”]
0.1 2.38 3.45
0.3 2.59 4.32
0.5 2.60 4.74
0.5 2.64 4.79
0.6 2.72 5.99
1.0 2.71 8.76
1.5 2.55 13.0
2.0 2.69 17.6

pii teploté 232,6 K.
18 7 +
15
+
12
R[1/s] 9 +
x C1
6 - + +C2,6
+ +

3 1 ; X X X X X X
O I I I 1

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

techolZ [ms]

Graf 8: Namétend zavislost relaxacni rychlosti R, na z,.4,,2 pro C1 a C2, C6 pfi teploté

232,6 K.
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teenorr [ms]| RC1) [s] | Rx(C2,6) [s”]
0.1 1.63 2.42
0.2 1.73 2.78
0.4 1.70 4.31
0.5 1.77 5.15
0.5 1.78 5.15
0.7 1.78 7.62
1.0 1.73 9.92
1.5 1.76 12.7
2.0 1.70 14.9
Tabulka 16: Namétena zavislost relaxacni rychlosti R, na z,.4,,2 pro Cl a C2, C6
pii teploté 242,9 K.
15 +
+
12 -
+
9 _
R [1/s] +
6 - x C1
+
+ +C2,6
3 +
X X X X X X X X
0 I I I 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0
techo/2 [ms]

Graf 9: Naméiend zavislost relaxaéni rychlosti R; na f..4,2 pro C1 a C2, C6 pii teploté
2429 K.
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Tabulka 17: Namétend zavislost relaxacni rychlosti R, na z,.4,2 pro Cl a C2, C6

Lecho/2 [ms]

Ry(C1) [s]

Ry(C2,6) [s]

0.1
0.2
0.4
0.5
0.5
0.7
1.0
1.5
2.0

1.21
1.29
1.27
1.28
1.24
1.32
1.31
1.41
1.36

1.94
2.69
4.66
5.46
5.55
6.81
7.78
9.40
9.56

pii teploté 252,1 K.

10
+ +
8 - +
+
67 +
R [1/s] .
4 -
+
2 -
X X ¥ X X X X
0 T T T ]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
techolZ [ms]

x C1
+C2,6

Graf 10: Namétena zavislost relaxaéni rychlosti R, na t..x,> pro C1 a C2, C6 pfi teploté

252,1 K.
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techo/Z [ms]

Ry(C1) [s]

Ry(C2,6) [s]

0.1
0.2
0.4
0.5
0.7
1.0
1.5
2.0

0.924
0.926
0.952
0.959
0.955
0.974
1.01
1.04

1.77
2.65
3.78
4.19
4.52
4.73
5.10
4.90

Tabulka 18: Namétena zavislost relaxa¢ni rychlosti R, na t.c;,2 pro C1 a C2, C6

pfti teploté 262,5 K.

x C1
+C2,6

0.5

1.0

techol2 [ms]

1.5 2.0

Graf 11: Namétend zavislost relaxaéni rychlosti R, na t..x02 pro C1 a C2, C6 pfi teploté

262,5 K.
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tehor [ms]| Ro(C1)[s"] | Rx(C2.6) [s”]
0.2 0.694 2.18
0.4 0.685 2.59
0.5 0.685 2.72
0.6 0.699 2.82
0.8 0.702 2.77
1.0 0.714 2.83
1.5 0.739 3.02
2.0 0.767 2.97
2.5 0.739 2.94
3.0 0.741 3.07
3.0 0.776 3.08
4.0 0.770 3.07
5.0 0.792 3.00

Tabulka 19: Namétena zavislost relaxacni rychlosti R, na z,.4,2 pro Cl a C2, C6
pii teploté 272,8 K.

3.5
3.0 - + o+ 4 F + +
St

25 *

+
2.0 1

R [1/s]

1.5 x C1
10 - +C2,6

Xxxx X X X X ox X X X
0.5
0.0 T T T T 1

0 1 2 3 4 5
1:echo/2 [ms]

Graf 12: Namétena zavislost relaxacni rychlosti R, na f..z.2 pro C1 a C2, C6 pii teplote
272,8 K.
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Tabulka 20: Namétend zavislost relaxacni rychlosti R, na z,.4,> pro Cl a C2, C6

techo/Z [ms]

Ry(C1) [s]

Ry(C2,6) [s]

0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
4.0
5.0

0.546
0.532
0.557
0.552
0.542
0.563
0.587
0.571
0.565
0.596
0.614

1.57
1.71
1.83
1.79
1.82
1.92
1.89
1.87
1.93
1.90
1.91

pii teploté 283,1 K.

x C1
+C2,6

2.0
+
+ 4+ o *
+
15"

R[1/s] 1.0
O 5 | X X X X X X X X X
0.0 \ \ \
0 1 2 4

1:echo/2 [ms]

Graf 13: Namétena zavislost relaxacni rychlosti R, na f..z02 pro C1 a C2, C6 pii teplote

283,1 K.
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teenorr [ms]| RC1) [s] | Rx(C2,6) [s”]

0.10 0.431 1.00

0.11 0.424 1.00

0.12 0.430 1.01

0.14 0.420 1.03

0.16 0.417 1.04

0.20 0.425 1.04

0.40 0.413 1.09

Tabulka 21: Namétend zavislost relaxacni rychlosti R, na z,.4,2 pro Cl a C2, C6
pii teploté 293,4 K.
1.2
+
10 - wp t T
0.8
R[1/s] 0.6 -
x C1
04 - X X X X | 4+C26
0.2 1
0.0 T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
techolZ [ms]

Graf 14: Namétena zavislost relaxacni rychlosti R, na f..z02 pro C1 a C2, C6 pii teploté
293.4 K.
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tehor [ms]| Ro(C1)[s"] | Rx(C2.6) [s”]
0.10 0.359 0.719
0.11 0.357 0.712
0.12 0.351 0.713
0.13 0.361 0.720
0.14 0.346 0.731
0.16 0.343 0.726
0.18 0.335 0.729
0.20 0.343 0.725
0.40 0.334 0.740

Tabulka 22: Namétend zavislost relaxacni rychlosti R, na z,.4,> pro Cl a C2, C6
pii teploté 303,7 K.

0.8

+++++ + + 4+ +
0.6 -
R[1/s] 0.4

[is104 KXXXX X % X x x C1
+C2,6

0.2 -

0.0 T T T 1

0.0 0.1 0.2 0.3 04

techo/2 [ms]

Graf 15: Namétend zavislost relaxacni rychlosti R, na ..z, pro C1 a C2, C6 pii teploté
303,7 K.

5. 6. 2. Vypocet parametrti chemické vymény

Parametry obsazené v rovnici 32 byly urCeny z naméfené zavislosti relaxacni
rychlosti R; na fecno2 pro uhliky C2, C6 pomoci programu MATLAB 6.5. Protoze se
jedna o symetrickou chemickou vymeénu, jsou populace obou stavi stejné (py = ps
=0,5). Pro relaxacni rychlost bez chemické vymény byla pouzita pfevracend hodnota
relaxacni doby 75, Vypocitana v kapitole 5. 4. (tab. 12). Dalsi dva parametry, rozdil
chemickych posunt (4w) a korelacni ¢as chemické vymény (z,), byly ur€eny fitovanim
namétené zavislosti pro teploty od 232,6 K do 262,5 K. Pfi vysSich teplotach je jiz
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chemicka vyména piili§ rychld a pfi méfeni nemohl byt zachycen pocate¢ni nartst
relaxacni rychlosti pfi dostate¢né¢ malém #..4,.. Naméfené hodnoty R, lezi zejména
v oblasti, kde je jiz zavislost na ..., prakticky konstantni (graf 21 - 24), a proto nelze
nezavisle stanovit oba parametry 4w a ... Pro vypocet byla pouzita hodnota 4w = 54,1
Hz odhadnuté jako primér vysledka pfi nizSich teplotich. Rovnéz pfi teploté 221,2 K
bylo pouzito 4w = 54,1 Hz, nebot’ pii méfeni byl zachycen pouze pocatek nartstu R,
v zavislosti na f..,> . Rychlostni konstanty chemické vymény k., byly uréeny z 7., podle
vztahu 33. Nafitované zévislosti relaxacni rychlosti R, na f.n,» jsou znazornény
v grafech 16 - 24. Vysledné parametry 4w a 7., a k (k = k.,/2) jsou uvedeny v tabulce
23. Pii nékterych teplotach byla zavislost fitovana jen pro t..n.2 < 2,5 ms. Pro delsi asy
byla relaxacni rychlost urena s nedostatecnou ptesnosti, protoze kvili dlouhému echo-
casu bylo kdispozici malo bodi pro -charakterizaci exponencidlniho poklesu
magnetizace.
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Graf 16: Nafitovana zavislost relaxaéni rychlosti R, na #.cp02 (,,mixing time*) pro C2,
C6 pfi teploté 221,2 K.
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Graf 17: Nafitovana zavislost relaxacni rychlosti R, na fecn02 (,,mixing time*) pro C2,
C6 pii teploté 232,6 K.
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Graf 18: Nafitovana zavislost relaxaéni rychlosti R, na #.cp02 (,,mixing time*) pro C2,
C6 pii teploté 242,9 K.
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Graf 19: Nafitovana zavislost relaxaéni rychlosti R, na t.cz02 (,,mixing time*) pro C2,
C6 pfi teploté 252,1 K.
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Graf 20: Nafitovana zavislost relaxacni rychlosti R, na t.cp02 (,,mixing time*) pro C2,
C6 pfi teploté 262,5 K.
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Graf 21: Nafitovana zavislost relaxaéni rychlosti R, na #.cz02 (,,mixing time*) pro C2,
C6 pfi teploté 272,8 K.
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Graf 22: Nafitovana zavislost relaxaéni rychlosti R, na t.cp02 (,,mixing time*) pro C2,
C6 pfi teploté 283,1 K.
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Graf 23: Nafitovana zavislost relaxaéni rychlosti R, na #.cz02 (,,mixing time*) pro C2,
C6 pfi teplot€ 293,4 K.
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Graf 24: Nafitovana zavislost relaxaéni rychlosti R, na #.cz02 (,,mixing time*) pro C2,
C6 pfi teploté 303,7 K.

53



relativni relativni

chyba Aw chyba 7,
T'[K] Aw [Hz] [%] Tex [MS] [%] k [s'l x10° ]
221.2 54.1° 3.49 7 0.143
232.6 53.7 3 1.46 19 0.342
242.9 53.3 1 0.671 4 0.745
252.1 54.6 1 0.322 5 1.55
262.5 54.5 1 0.144 4 3.46
272.8 54.1* 0.0759 1 6.59
283.1 54.1* 0.0423 1 11.8
293.4 54.1* 0.0201 1 24.8
303.7 54.1* 0.0120 1 41.6

Tabulka 23: Vypocitané parametry chemické vymény 4w, ., a rychlostni konstanta
chemické reakce k. * zafixovana hodnota dw.

5. 7. Srovnani procest chemické vymény v kalix[4]arenu

Porovname-li rychlostni konstanty chemické vymény mezi jadry C2, C6 zjisténé
pomoci metody CPMG (tab. 23) s rychlostnimi konstantami chemické vymény mezi
vodiky CH, skupiny ur¢enymi pomoci EXSY (tab. 13), zjistime, Ze se 1i§i o nékolik
radd. Naptiklad pii teploté¢ 252 K je rychlost ptevraceni kalixarenu (EXSY) priblizné
1 s, zatimco rychlost procesu, ktery urychluje pfi¢nou relaxaci jader C2, C6 je 1,6x10°
s'. Z toho vyplyva, Ze preruovani a zména sméru orientace vodikovych vazeb mezi
OH skupinami je piiblizné tisickrat rychlej$i nez prevraceni kalixarenového kruhu, a
tedy tyto dva procesy nejsou korelované.

5. 8. Teplotni zavislost a aktivacni parametry preklopeni pole
vodikovych vazeb

V grafu 25 je zndzornéna naméfend zévislost rychlostni konstanty chemické
reakce & na teploté. Z rovnic 23, 24 byly pomoci programu MATLAB ur¢eny aktivaéni
parametry chemické vymény zplisobené zménou orientace vodikovych vazeb na
spodnim okraji molekuly. Vysledné hodnoty volné aktivaéni energie AG jsou
v zé&vislosti na teploté uvedeny v tabulce 24. Hodnoty aktivacni entropie 4S a aktiva¢ni
entalpie 4H jsou:

AS=-35JK " mol” (+3 JK ' .mol™)
AH =36,8 kI.mol" (+ 0,8 kJ.mol™).
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Graf 25: Zavislost rychlostni konstanty k& pievraceni sméru pole vodikovych vazeb na

teploté.
relativni chyba
T[K] AG [kI.mol] AG [%]
221.2 44.8 0.3
232.6 45.2 0.2
242.9 45.5 0.2
252.1 45.9 0.2
262.5 46.2 0.2
272.8 46.6 0.2
283.1 47.0 0.2
293.4 47.4 0.3
303.7 47.7 0.4

Tabulka 24: Vysledky urceni volné aktivacni energie 4G chemické vymény zplisobené
zménou orientace vodikovych vazeb na spodnim okraji molekuly v zavislosti na teploté.

Ziskané volné aktivacni energic — 44,8 — 47,7 kJ.mol" pro pieklopeni pole
vodikovych vazeb jsou velmi vysoké, coz kvalitativné odpovidd 1 vysokému
chemickému posunu 'H rezonance OH skupiny (10,2 ppm). Piispévek kooperativity je
mozné odhadnout z hodnoty volné aktivacni energie piipadajici na jednu vazbu pole —
11,2 — 11,9 kJ.mol™. Tyto hodnoty jsou vy$si o zhruba o 2 — 3 kJ.mol" neZ hodnoty
ziskané pro fosfaty a thiofosfaty thiakalix[6]arenu.'’
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Vypocitana aktivacni enthalpie 36,8 kJ/mol (20,8 kJ/mol) a aktivacni entropie
235 mol’ XK' (+ 3 JTmol K" popisuji enthalpicky fizenou reakci. Entropicky
pfispévek kvolné aktivaéni energii je vSak pomérné¢ vyznamny (zhruba 1/4
pii laboratorni teploté) a je mozné jej vysvétlit vyssi symetrii tranzitniho stavu, pro
ktery si lze ptfedstavit geometrii, ve které je vodik stejné vzdéaleny od obou atomi
kysliku ucastnicich se vodikové vazby.
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6. Zaver

Bylo prostudovano dynamické chovani molekuly kalix[4]arenu v nepolarnim
rozpousStédle metodami spektroskopie NMR, zejména s vyuzitim teplotné zavislych
méfeni spinové relaxace. Byly zméfeny relaxaéni parametry jader "C, podélné
relaxacni doby (7;), pficné relaxacni doby (7,) a zesileni NMR signalu vlivem
nuklearniho Overhauserova efektu (NOE) pii ozafovani jader 'H.

Za predpokladu isotropni rotacni difiize byl stanoven korelacni ¢as molekularniho
rota¢niho pohybu v rozmezi 0,1 — 3 ns. Jeho teplotni zavislost mé arrheniovsky tvar
s aktivaéni energii 21 kJ.mol™".

Bylo zjisténo, ze pfi¢na relaxace jader C3, C5 a zejména C2, C6 je signifikantné
urychlena pfispévkem chemické vymény. Zdrojem této vymény je zména sméru
cirkularniho pole ¢tyt vodikovych vazeb na dolnim okraji kalix[4]arenové molekuly.
M¢éifenim zavislosti pfiéné relaxaéni doby signalu C2, C6 na echo-Casu v pulzni
sekvenci CPMG byly ziskany rychlostni konstanty této konforma&ni vymény 1,4x10™ —
4,2x107 s v rozsahu teplot 221 — 304 K. Byly stanoveny aktiva&ni parametry reakce —
aktiva¢ni enthalpie (36,8 kJ.mol™) a aktiva&ni entropie (-35 J.mol".K™). Podle vysoké
hodnoty volné aktivaéni energie (45,5 kJ.mol™ pii 243 K) je mozné vodikové vazby
v kalix[4]arenu charakterizovat jako velmi silné, zfejmé s vyraznym piispévkem

kooperativity.
Metodou 'H vyménné spektroskopie byla odhadnuta rychlost dalsiho
dynamického procesu — ptrechodu mezi konickym konformerem a pfevracenym

konickym konformerem. V souhlase s literaturou® byla zjisténa rychlost fadové 1s™.
Zcela odlisné hodnoty rychlostnich konstant dokazuji, ze pfevraceni sméru cirkularniho
pole vodikovych vazeb neni korelovano s pievracenim celé kalix[4]arenové molekuly
(s ptechodem konicky konformer — pfevraceny konicky konformer).

Metodami NMR spektroskopie tak byly charakterizovany tii druhy molekularniho
pohybu kalix[4]arenu, probihajici nezavisle ve tfech rtiznych casovych skalach.
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