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Tiivistelma

Tassa opinndytetydssa kdydadn l&pi resorsinareenien ja pyrogallolareenien molekulaarisié
kapseleita. Padpaino on muodostuvien kapseleiden rakenteissa niiden synteesin ja kiteytyksen
jaddesséa pienemmalle huomiolle. Tyo6ssa keskitytetddan ylakehéltddn muokkaamattomien
resorinareenien ja pyrogallolareenien dimeerisiin ja heksameerisiin kapseleihin, jotka
muodostuvat vetysidosten tai metallikoordinaation vélitykselld. Ylékehalta muokattuja
resorsinareeneja ja resorinareenipohjaisia kavitandeja késitelladn lyhyesti. Muutamat

olemassa olevat nanoputkirakenteet kaydaan myaos lapi.

Kokeellisessa osassa suoritettiin  sarja gelaatiokokeita Fmoc-fenyylialaniinilla seka
grafeenioksidin kanssa ettd ilman. Fmoc-fenyylialaniinia kaytettdessa toistettiin aikaisempien
tutkimusten tulokset ja uutena tuloksena osoitettiin grafeenioksidin lisédminen geelimatriisiin.
Liséksi tyossd valmistettiin suojattuja fenyylialaniinin ja kanelihapon, kumaarihapon, ja
kahvihapon amideja. Tuotteiden puhdistaminen pylvaskromatografialla ei tuottanut
vaadittavaa puhtautta, mutta raakatuotteen pesu suurella maaralla liuotinta mahdollisti

reaktiotuotteen eristdmisen.
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Taman Pro gradu -tutkielman kokeellinen osa suoritettiin kevdaan 2019 aikana. Kirjallinen
osuus viimeisteltiin alkukesédn 2019 aikana. Kirjallisuushaku suoritettiin kayttaméalld Google
Scholar- ja Web of Science -hakupalveluja. Cambridge Structural Databasea hyddynnettiin
kiderakenteiden haussa.
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1 Johdanto

Gutsche! ehdotti termia kaliksareeni p-alkyylifenolien ja formaldehydin makrosyklisille
kondensaatiotuotteille (calix = kuppi kreik. ja lat.). Termi& kalix[n]areeni on sittemmin
kaytetty yleisnimityksena 1,-metasyklofaaneille.>* Nime4 kaliksareeni kaytetaan yleistermina
rilppumatta siitd, ovatko hydroksyyliryhmét endo- vai ekso-asemassa tai onko yhdisteessa
hydroksyyliryhmia lainkaan (Kuva 1). n viittaa makrosyklisen renkaan rakenneyksikdiden,
fenolien ja metyleeni- tai metiinisiltojen, mé&&rdan. Yleisimpid ovat n = 4 makrosyklit.
Resorsinareeneista (2) ja pyrogallolareeneista (3) puhuttaessa kéaytetdan yleisesti termid
ylakeh& (engl. upper rim) viittaamaan aromaattisen renkaan hydroksyyliryhmiin. Vastaavasti
termilla alakeha (engl. lower rim) viitataan metiinisillan ja aromaattisien renkaiden

muodostamaan kehaan.

2a = C,H,CH; 3a=CH, 3h = C,H,Cl

2b = C,H; 3b = C,H; 3i = C4Hy;
2¢=C;H, 3¢=C;3H, 3j = CH,CH(CHj,),
2d = CH, 3d=C,H,; 3k = CH,,
2e=C, Hy, 3e = C;oH,CN 31 = CgH, (Br

2f = CH,CH(CHj), 3f = C4Hs; 3m = CsH,,
2g=C¢Hy; 3g = C;H,OH 3n=C, H,,

30 = CH(C2H5)2
Kuva 1. Kaliks[4]areeni (1), resorsin[4]areeni (2; R' = H) ja pyrogallol[4]areeni (3; R' = OH).
Kaliksareenin hydroksyyliryhmét ovat endoasemassa ja resorsinareenin seké

pyrogallolareenin eksoasemassa.

Resorsinolin, eli 1,3-dihydroksibentseenin (4), syklistd makromolekyylid nimitettdan
resorsinareeniksi  (2).>® Metiinisillan substituentit ilmaistaan C-etuliitteelld, esim. C-

metyyliresorsinareeni. Termi& kaliks[n]resorsinareeni tai kaliksresorsin[n]areeni ké&ytettiin



aikaisemmin vyleisesti. 1,2,3-trihydroksibentseenista (5) (2-hydroksiresorsinoli) muodostuvaa
makrosyklia  nimitetddn  pyrogallolareeniksi  (3). Vanhemmassa  Kirjallisuudessa
pyrogallolareenista puhutaan resorsinareenin modifikaationa, 4-hydroksiresorsinareenina.
Uudemmassa Kkirjallisuudessa alkyylisubstituoitujen resorsin- ja pyrogallolareenien nimet
lyhennetédan usein muotoon RsC, ja PgC, missd n on metyleenisillan sivuketjun pituus.
Kuudesta resorsinoli- tai pyrogallolirakenneyksikosté ja kuudesta metyleenisillasta koostuvat
resorsin[6]areenit* ja pyrogallol[6]areenit® ovat mahdollisia joskin harvinaisia. T4ssd tyossa
kasitelladn vain nelja yksikkoé sisédltavia rakenteita. Taten makrosyklisten rakenteiden nimisté

on jatetty numero pois.

Resorsinareenit muodostavat heikkojen vuorovaikutuksien avulla dimeerisia ja heksameerisia
kapseleita seka supramolekulaarisia nanoputkirakenteita.? Ei-kovalenttisista
vuorovaikutuksista  yleisin on vetysitoutuminen, mutta halogeenisitoutuminen® ja
metallikoordinaatio”® ovat myds havaittuja. Edella kuvatut rakenteet kapseloivat yleisesti
neutraaleja tai kationisia vieraita ja anionisia vierasmolekyyleja. Vieraat sitoutuvat isdntaan

ei-kovalenttisesti.

Resorsinareenin  kuppimainen rakenne tekee niistd hyvin sopivia molekylaariseen
kapseloitumiseen. Kapseloitumisen tilankayttd on yleisesti n. 55 %.° Mahdollisia sovelluksia
molekylaarisille  kapseleille ovat mm. l&éakeaineiden kuljetus, molekylaarinen

tunnistaminen®t1?

sekd katalyysi'***'>. Molekylaariset kapselit toimivat myds malleina
biologisille systeemeille. Resorsinareenipohjaisien kapseleiden tutkimus on keskittynyt
kapseloitumisen ja vieraanvaihdon selektiivisyyteen, vieraanvaihdon ja

kapselinmuodostumisen mekanismiin seké kapselin stabiilisuuteen liuoksessa.

2 Resorsinareenien synteesi

Resorsinareenitetrameerejd syntetisoidaan happokatalysoidulla resorsinolin ja aldehydin
vélisella kondensaatioreaktiolla (Kuva 2).> Tavallisesti reaktiotuote kiteytyy reaktioseoksesta,
mutta joskus tuotteen eristdmiseksi on reaktioseokseen lisdttdva vettd. Kondensaatioreaktiota
el voida suorittaa, jos resorsinoli siséltadé elektroneja puoleensavetévia ryhmia, esim. -Br tai -
NO,, 2-asemassa tai jos resorsinolin hydroksyyliryhmat ovat (osittain) alkyloituja. Lisaksi
steerisesti estyneet, suurikokoiset, aldehydit eivat sovellu kondensaatioreaktion lahtfaineiksi.



Mikroaaltoavusteisella synteesilla reaktio voidaan suorittaa minuuteissa tuntien tai paivien
sijaan.'®
R’ R’

HO. i OH H\fo .+ HO OH
R EtOH O ‘
4:R=H W

5: R'= OH

Kuva 2. Resorsinareenin synteesi.

Mineraalihapon sijaan resorsinolin ja aldehydin valisen kondensaatioreaktion voi katalysoida
my6s ytterbiumtriflaatin ja p-tolueenisulfonihapon seoksella.'” Tassa menetelmassa Lewis-
happona toimiva lantanidi tehostaa Brensted-happoa tai triflaattihappoa, joka toimii
katalyyttind. Bransted-katalyytin mahdolliset rakenteet on kuvattu alla (Kuva 3).

H
3+ | 3+
,Oe\ ,O
(H,0), Y6, N—OH [30Tf | (H,0), b, 30Tf
N4 NN
0 0
6 7

Kuva 3. Ytterbiumin aktivoiman typpi- (6) tai etikkahapon (7) mahdolliset rakenteet.!’

Resorsinareeneja’® ja pyrogallolareeneja'® voidaan valmistaa ilman liuotinta jauhamalla
aldehydida ja resorsinolia/pyrogallolia kiintedn happokatalyytin 1asn& ollessa. Tamé
synteesimenetelmé toimii my6s para-substituoitujen resorsinolien tapauksessa. Lisdetuna on
perinteiseen happokatalysoituun menetelmaan verrattuna lyhyt synteesiaika: minuutteja
tuntien, jopa paivien, sijaan. Kondensaatioreaktio voidaan suorittaa Lewis-happokatalyytilla*

Brgnsted-Lowry -hapon sijaan.

Syklisoimalla 2,4-dimetoksikinnamaatteja (8) BFs:n avulla voidaan valmistaa substituoituja
resorsinareeneja  (9).2% Tama menetelmd vaatii  lopuksi  hydroksyyliryhmien

metoksisuojauksien poistamisen taten lisaten reaktion vélivaiheiden maaraa.



H4CO OCH; HsCO OCH,
BF 3, Et,0
~_OR ——>
8 JOOR

0]
R= CH3, CH2CH3 tai CH(CH3)2

Kuva 4. Lewis-hapon katalysoima substituoidun resorsinareenin synteesi.

Resorsinareenit voivat toimia l&htdaineina kavitandeille, jaykille pysyvésti kuppimaisille
molekyyleille. Lisaksi resorsinareenin aromaattisten renkaiden 2- eli hydroksyyliryhmien
vélinen asema on otollinen asema elektrofiiliselle aromaattiselle substituutiolle. Mahdollisia
reaktioita ovat bromaus®***, diatsokytkenta®? seka Mannichin reaktio?’. Hydroksyyliryhmét
voidaan alkyloida, asyloida tai tosyloida. Hydroksyyliryhmien muokkaus on tehtdvissa

selektiivisesti.?®

Kavitandeja voidaan syntetisoida silloittamalla viereiset hydroksyyliryhmat, talldin
muodostuneen sillan ryhméa on vapaa muokkaukselle.® Metyleenisilloitettu kavitandi on
hyvin jaykka ja omaksuu kruunukonformaation. Pidempi etyleeni- tai propyleenisilloitettu
kavitandi on joustavampi ja voi omaksua venekonformaation. Kavitandin synteesi jattaa
hydroksyyliryhmien vélisen 2-aseman vapaaksi muokkausta varten. Alkyylien sijaan
silloittamiseen voidaan kayttdd dialkyylidikloorisilaaneja tai fenyylidikloorifosfiinia.
Viereisten renkaiden hydroksyyliryhmét voidaan silloittaa my0s aromaattisella

heterofenyleenilla, esim. 2,3-dikloroquinoksaliinilla.

2.1 Konformaatio

Makrosyklisen resorsinareenirenkaan konformaatio on kolmen stereokemiallisen elementin
yhdistelma.® Naita elementteja ovat metiinisiltojen substituenttien suhteellinen konformaatio,
substituenttien yksildllinen (aksiaalinen tai ekvatoriaalinen) konformaatio sekd makrosyklisen
renkaan konformaatio. Resorsinareenien stereoisomeerien suuri teoreettinen mé&ard on
seurausta néaistd elementeistd. Kuitenkin vain suhteellisen pieni osa isomeereistd on

kokeellisesti havaittu.

Resorsinareenien metiinisiltojen substituentit voivat esiintyd neljassad eri suhteellisessa

konfiguraatiossa, kaikki-cis (ccc), cis-cis-trans (cct), cis-trans-trans (ctt) tai trans-cis-trans



(tct)® (Kuva 5). Tassa kuvauksessa oletetaan, ettd aromaattisien renkaiden ja metyleenien
muodostama makrosyklinen rengas on tasomainen. Joskus kolmikirjaimisen koodin edessé on

r-kirjain, joka on mielivaltaisesti valittu referenssipiste.

ccc cct ctt tct

Kuva 5. Resorsinareenin makrosyklisen renkaan substituenttien mahdolliset konfiguraatiot.

Metiinisiltojen substituenttien aksiaalinen asema on energeettisesti suotuisampi kuin
ekvatoriaalinen, koska tdma maksimoi makrosyklisen renkaan sisaisten vetysidosten maaran.?
Aksiaalisten substituenttien valiset van der Waals -vuorovaikutukset toistensa kanssa tuovat
substituentit toistensa lahelle minimoiden proottiselle liuottimelle aiheutuvan hairién.
Ekvatoriaaliset substituentit puolestaan aiheuttavat steerisen esteen (engl. steric interference)

viereisille aromaattisille renkaille.

Vetysidosten muodostuminen ohjaa osaltaan renkaan muodostumista, ja tdmén seurauksena
mahdollisista konformeereista ccc on termodynaamisesti stabiilein ja yleisin.” ctt- ja cct-
isomeerit ovat my0s tunnettuja, mutta tct-isomeeri esiintyy vain pienissd maarin
reaktioseoksessa, ja se on eristetty kromatografisesti. ctt-isomeerid voidaan valmistaa
kontrolloimalla reaktiota kineettisesti, mutta se isomeroituu ccc-isomeeriksi. Tédten voidaan
paatella, ettd aryyli-metyleeni-aryyli -sidosten muodostuminen on ainakin osittain
reversiibelid. ctt-isomeerid voidaan valmistaa kuitenkin hyvalla saannolla, mikéli synteesin
liuotinympéristd johtaa tuotteen kiteytymiseen estaen isomeerien konversion.® cct- ja ctt-
isomeerien on lisdksi havaittu muodostuvan puhtaasta ccc-isomeeristd. Kaytetylla
liuottimella® tai reaktiolampétilalla® voi olla vaikutus muodostuvien isomeerien suhteellisiin

konsentraatioihin.

Resorsinarenin  mahdollisista konformaatioista (Kuva 6) kruunukonformaatio maksimoi
molekyylin siséisten vetysidosten méaaran, mika takia se on termodynaamisesti stabiilein ja
taten yleisin.® Kruunukonformaation kuppimainen muoto tekee siitd suotuisen vieraan

sitoutumisen kannalta. Hydroksyyliryhmien muokkaaminen esim. asetyleeneiksi est&é



vetysitoutumisen, jolloin venekonformaatio muuttuu energeettisesti suotuisammaksi. ctt- ja
cct-isomeerit suosivat timantti- tai tuolikonformaatioita silla oletuksella, ettd alakehan
substituentit ovat aksiaalisessa asemassa. Aryylisubstituoitu resorsinareeni esiintyy paaasiassa

ctt-tuolikonformaatiossa.

timatti
Kuva 6. Resorsinareenin makrosyklin tyypilliset konformaatiot. Reprinted with permission
from ref. 3 © 1996 Elsevier B.V.

Kiintedssa tilassa on lisédksi havaittu yksittdinen esimerkki kauhakonformaatiosta, joka on
vene- ja kruunukonformaation vélimuoto.®® Tassa konformaatiossa yksi resorsinareenin
aromaattinen rengas on taipunut metiinisiltojen tasoon ja muodostaa vetysidoksia

liuotinmolekyylien kanssa viereisten aromaattisten renkaiden hydroksyyliryhmien sijaan.

Kuva 7. C-metyyliresorsinareenin kauhakonformaatio. Reproduced from ref. 33 with

permission from The Royal Society of Chemistry.

C-alkyyliresorsinareenien  tapaan  kruunukonformaatio on  stabiilein  myds C-
alkyylipyrogallolareeneille.** Syykin on sama: kruunukonformaatio maksimoi molekyylin



sisdisten vetysidosten maéran. Proottinen liuotin laskee eri konformaatioiden valisi& entalpia-
ja vapaaenergiaeroja enemman kuin aproottinen, jolloin konformeerien valinen konversio
nopeutuu. Aryylisubstituoiduille pyrogallolareeneille tuolikonformaatio on tyypillisin, mika

on seurausta vetysitoutumisesta liuottimen kanssa.>*%

3 Kompleksoituminen

Molekylaarinen kapseloituminen on itsejarjestaytymisen prosessi, jossa vierasmolekyyli(t)
on/ovat isannan ymparoimia.® Itsejarjestaytyminen on seurausta komplementaarisista ja
reversiibeleistd, ei-kovalenttisista, vuorovaikutuksista isdntamolekyylien seka isannan ja
vieraan valilla. Tallaisista vuorovaikutuksista tarkeimméat ovat vetysitoutuminen ja
metallikoordinaatio. Vetysitoutuminen on joustavampi ja johtaa tasapainotilan nopeampaan
saavuttamiseen. Metallikoordinaation etuna on muodostuvan kapselin verrattain korkeampi
stabiilius. Korkean symmetrian isantd- ja vierasmolekyyleja kayttdmalla pyritaan

maksimoimaan edell& mainittujen vuorovaikutusten méaara.

Yhteensopivien  vuorovaikutusten lisdksi  vieraan ja onkalon yhteensopiva eli
komplementaarinen koko ja muoto ovat tarpeellisia kapseloitumisen kannalta.®>%
Kapseloitumisen tayttdaste on kapselin valjyyden takia yleensa n. 55 %.° Kapseleiden valjyys
mahdollistaa vierasmolekyylien suhteellisen vapaan liikkeen kapselin sisélla elleivét vieraan
muoto ja vuorovaikutukset isdnnan kanssa esta tatd. Kiintedn tilan rakenteissa liike havaitaan
vieraan epéjarjestaytymisend. Yleisimpia vieraita resorsinareenipohjaisien kapseleiden
tapauksessa ovat kationiset ja neutraalit orgaaniset molekyylit, mukaan lukien

liuotinmolekyylit seka alkalimetallikationit. Uudempana vierastyyppina ovat anionit.’

Yksikiderontgenkristallografiaa kaytetdan kapselirakenteiden Kkiintean tilan rakenteiden
madrittdmiseen. Suurin o0sa t&ssd ty0ssd esitetyistd rakenteista on kiderakenteita.
Massaspektrometria ~ on  orastava  resorsinareenikapseleiden  tutkimukseen.***
Elektronisuihkuionisaatio on osoittautunut miedoksi ionisaatiomenetelmaksi mahdollistaen

kapseleiden tutkimisen ilman vastaionien ja liuotinmolekyylien vaikutusta.

Diffuusio-NMR:1la on osoitettu liuottimen rakenteellinen rooli resorsinareenikapseleissa

mutta ei pyrogallolareenikapseleissa liuosfaasissa.”’ Vieraan sitoutuminen on usein



havaittavissa *H NMR-spektrissé siirtymana ylakentalle.** On virheellisté olettaa, ettd samoja
kapseleita esiintyy eri faaseissa: on esimerkiksi mahdollista, ettd dimeerisid kapseleita

muodostuu Kiinteassa tilassa, mutta heksameerisia liuoksessa.*?

Kapselin muodostuminen voi riippua liuottimen kilpailusta vetysitoutumisesta isdnnan ja
vieraan kanssa.”*** Liuotin on kuitenkin usein rakenteellisessa roolissa silloittamassa
resorsinareenien vélisid vetysidoksia. Metallikoordinaatioon perustuvat kapselit ovat herkkia
voimakkaasti  koordinoivien liuottimien héirinndlle, mutta useimmiten stabiileja
vesiliuoksessa.® 1so, steerisesti estynyt liuotin ei omaksu vieraan roolia, miké on hyddyllista,
mikali kapselin tarkoituksena on eristé (ei-liuotin) molekyyleja liuoksesta.*

Kapseleiden reversiibeliys on edellytyksend useimmille sovelluksille. Vieraanvaihto on
yksikertaisin tapa vapauttaa vieras.**® Vieraanvaihdossa altistetaan kapseli vierasta
vahvemmin sitoutuvalle molekyylille. N&issa tapauksissa osa kapselin vetysidoksista hajoaa.
Vieraanvaihto on termodynaaminen prosessi ja isommat vieraat vaativat suuremman aukon
poistuakseen isannan sisdltd. pH:n sdatdminen on suoraviivainen keino hallita
kapseloitumista.””  Hydroksyyliryhmien ~ deprotonoituminen  tai  alkoksiryhmien
protonoituminen muuttaa vetysitoutumisen voimakkuutta tai preferenssia.* Toinen tapa
hajottaa vetysitoutuneet kapselit on lisatd kapseleita sisaltavaan liuokseen kapselin
vetysitoutumisen kanssa Kilpailevaa liotinta. Metallikoordinaatioon perustuvat kapselit ovat

hajotettavissa vahvalla nukleofiililla tai nostamalla ympéristén lampétilaa.®

4 Dimeeriset resorsinareeni- ja pyrogallolareenikapselit

Dimeerinen kapseli on yleisin resorsinareenipohjainen kapseli ja vetysidokset ovat yleisin
kapselin puoliskoja yhdessa pitava vuorovaikutus.”® Resorsinareeniyksikdiden valiset
vetysidokset ovat liuotinmolekyylien valittamid, mutta pyrogallolareenikapseleiden
tapauksessa liuotinta ei aina tarvita. Muita, ei-kovalenttisia kapselinmuodostumista ajavia

650 ja metallikoordinaatio”®.

51,52

vuorovaikutuksia ovat halogeenisitoutuminen
Alkyyliammoniumkationit ovat yleisesti tutkittu vieras sek& resorsinareenien etta

pyrogallolareenien® tapauksessa.



4.1 Dimeeriset resorsinareenikapselit

Ensimmainen dimeerinen resorsinareenikapseli raportoitiin vuonna 1998.>* Kiteytys
suoritettiin hitaalla diffuusiomenetelméll& kerrostamalla isopropanolia 0-
klooribentseeniliuokseen, joka sisélsi C-fenyylietyyliresorsinareenia (2a) seka Cego-fullereenia
5:1 -moolisuhteessa. Kiteytys tehtiin, koska toivottiin muodostuvan fullereenin kapseloiva
heksameerinen kapseli. Odotusten vastaisesti muodostui kahdeksan isopropanolimolekyylin
stabiloima dimeerikapseli (Kuva 8). Yksikiderongendiffaktiorakenteen perusteella kapselin
onkalon kooksi laskettiin 230 A® ja vieraaksi paateltiin useampi liuotinmolekyyli, mutta
vieraan tarkkaa identiteettid ei kyetty méaarittdmaan.

Kuva 8. C-fenyylietyyliresorsinareenikapseli [2a-2a-8i-PrOH], rakennetta stabiloivat
vetysidokset kuvattu katkoviivoin, vetysitoutumiseen osallistumattomat liuotinmolekyylit
jatetty pois selvyyden vuoksi. Reproduced from ref. 54 with permission from The Royal

Society of Chemistry.

Vastaavanlainen, kahdeksan vesimolekyylin stabiloima C-etyyliresorsinareenin (2b)
muodostama kapselirakenne raportoitiin samana vuonna.” Kapseli valmistettiin liuottamalla

C-etyyliresorsinareeni (2b) ja tetraetyyliammoniumperkloraatti etanoli-vesiseokseen (pH 5).
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Kiteitd muodostui kolmen viikon jélkeen. Tetraetyyliammoniumioni toimi vieraana. Lisaksi
etanolimolekyyli on koordinoitunut resorsinareenin alakeh&n sisdan (Kuva 9). Kapselin
muodostumista ajavaksi voimaksi ehdotettiin kationi-n-vuorovaikutusta, silld jokainen vieraan
etyyliryhma on vieraan aromaattisien renkaiden laheisyydessa. Tata tukee my6s ‘H-NMR-
spektri, jossa on havaittavissa vieraan -CH,- ja CHs- protoninen signaalien siirtyminen

ylakentalle, miké lienee seurausta isdénnan aromaattisten renkaiden suojaavasta vaikutuksesta.

Kuva 9. C-etyyliresorsinareenikapseli [EtsN*2b-2b™-8H,0-2EtOH]. Huomaa etanolin
hydrofobisen p&én asettuminen resorinareenin etyyliketjujen valiin. Vetyatomit jatetty pois
selvyyden vuoksi. Reproduced from ref. 55 with permission from The Royal Society of

Chemistry.

Massaspektrometristen tutkimusten avulla on osoitettu, ettd tetra-alkyyliammoniumkationien
tapauksessa kapseloitumisen kannalta tarkeimpid tekijoita ovat vieraan ja isannan vélinen
kationi...n-vuorovaikutus  sekd isdnnan ja vieraan komplementaarinen  koko.*
Resorsinareenin  alkyylisubstituenttien pituus vaikuttaa kapseleiden Kkiintedn tilan
rakenteeseen. C-etyyliresorsinareeni (2b) kykenee sitomaan vastaionin (CI" tai Br’) alakehan
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hiiliketjujen valiin (Kuva 10). C-propyyliresorsinareenin (2c) tapauksessa kapseleiden
alkyyliketjut alkavat muodostaa hydrofobista kahtaiskalvoa, mutta C-metyyliresorsinareenin
(2d) metyyliryhmat ovat liian lyhyitd kumpaankaan edellda kuvattuun kayttaytymiseen.
Kapselin geometrian paatteleminen sen komponenttien perusteella ei ole suoraviivaista, silla
se maaraytyy kapselin osien, isdnnan, vieraan, kéytetyn kiteytysliuottimen seka kationisen

vieraan tapauksessa vastaionin luonteesta.

Kuva 10. Dimeerinen C-etyyliresorsinareeni [Me;N*-2b,-Br" -8MeOH-CI] -kapseli ja
halogeenin koordinoituminen alakehan sisdén. Reproduced from ref. 51 with permission from
the Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS) and The Royal Society of
Chemistry.

C-metyyliresorsinareenin (2d) kapseloitumista alkyyliammoniumkationien kanssa on tutkittu
lagjasti.’>  Pieni  dimetyylidietyyli- tai  tetrametyyliammoniumkationi  johtaa
dimeerikapseleiden muodostumiseen Kiteytettdessd vesi/metanoli-, vesi/etanoli- tai vesi/n-
propanoliliuoksesta, mikali ammoniumsuolan anionina on kloridi tai bromidi. Esimerkiksi
dimetyylidietyyliammoniumbromidia ké&ytettdessa neljd vesi- ja neljd etanolimolekyylid
sitovat kapselin resorsinareenipuoliskot yhteen vetysidosten valityksella. Kapselin geometria
riippuu kédytetyn vieraan koosta. Kookkaampi dimetyylidietyyliammoniumkationi johtaa
resorsinareeni-isantien yleisempaan kohdakkaiseen konformaatioon, kun taas pienempi
tetrametyyliammoniumkationi aiheuttaa n. 45° suhteellisen kulman isdntdmolekyylien vélille
(Kuva 11). Kapseleiden valmistaminen huonoja vetysidoksen vastaanottaja-anioneja (jodidi,
boraatti tai fosfaatti) kéytettdessd ei onnistunut, joten vastaionin vetysitoutuminen kapselin

kanssa paételtiin stabiloivan rakennetta.
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Kuva 11. Dimetyylidietyyliammonium- ja tetrametyyliammonium- C-
metyyliresorinareenikapselit [Me;Et,N*@2d,-5EtOH.5H,0-Br] (vasen) ja [EtsN* @2d
:6H,0Br ] (oikea). Reproduced from ref. 52 with permission from The Royal Society of

Chemistry.

1.* raportoivat resorsinareenikapselista, jonka vieras on itse kompleksi. C-

Rissanen et a
etyyliresorsinareeni (2b) ja trietyyliammoniumbromidi Kkiteytyvat vesi/etanoli-liuoksesta
(Kuva 12). Kymmenen vesimolekyylia sitoo kapselin puolikkaat yhteen ja vieraana on vesi-
trietyyliammonium-kompleksi. Bromidi-anioni  koordinoituu resorsinareenin alakehén
etyyliryhmien seka neljan vesimolekyylin véliin. Kompleksin sisdinen vesimolekyyli on
vélttdmaton kompleksin muodostumisen kannalta, silld vetysitoutuminen positiivisesti
varautuneeseen ammoniumkationiin lisda vesimolekyylin vetyatomien positiivista varausta ja

taten edesauttaa O-H...w —vuorovaikutuksia isannén ja vieraan valilla.
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Kuva 12. C-etyyliresorinareenikapseli (2b); ja sen kompleksinen vieras
[EtN"H-H,0@2Db,-10H,0]Br-4.8H,0. Reproduced from ref. 44 with permission from The
Royal Society of Chemistry.

Kationeihin ja neutraaleihin molekyyleihin verrattuna anionit ovat vieraina harvinaisia, mutta
kuitenkin mahdollisia.>” N-sykloheksyyliammonium-C-metyyliresorsinareeni (10; Kuva 13)
muodostaa ei-pallomaisen dimeerikapselin Kiteytettdessd metanoli/vesi-seoksesta. Kapseli
sitoo selektiivisesti triflaattianioneja liuoksesta. Triflaatti on kuitenkin korvattavissa 1,4-
dioksaanilla. Triflaatin tapauksessa kanssavieraana on metanoli, mutta dioksaanin kanssa vesi.
Kummankin  kapselin ~ pakkautumissuhde  on  poikkeuksellisen  korkea, 0.75

triflaattikompleksille ja 0.67 dioksaanikompleksille.
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Kuva 13. N-sykloheksyyliammonium-C-metyyliresorsinareeni (10), sek& sen ei-pallomaiset
kapselit [OTf,MeOH,@10,-60Tf-2MeOH](keskell&) [(1,4-dioksaani),(H20),@10,-OTfs]

(oikealla). Reproduced from ref. 37 with permission from The Royal Society of Chemistry.

2-metyyli-C-etyyliresorsinareenin kasitteleminen trans-1,4-diaminosykloheksyylilla (TDAC)
johtaa resorsinareenin  monodeprotonoitumiseen, jolloin muodostuva kahdenarvoinen
ammoniumkationi toimii kapselin vieraana.”® Kaksi vesi- ja kaksi metanolimolekyylia
osallistuvat kapselin muodostumiseen, ja kapselin pakkautumissuhde on poikkeuksellisen
korkea, 84.2%.

Kuva 14. 2-metyyli-C-etyyliresorsinareeni (11) ja sen muodostama dimeerinen kapseli
[(TDAC)** @15, -2MeOH -2H,0]. Reproduced from ef. 56 with permission from The Royal
Society of Chemistry.

Yksi orastavista kaytannon sovelluksista resorsinareeneille on toimia reaktioastiana.>’ 2-
metyy-C-etyyliliresorsinareeni (11) muodostaa 1:1 inkluusiokompeksin seka pyridiini-N-
oksidin ettd 2-pikoliinihappo-N-oksidin kanssa. Pyridiini-N-oksidi (12a) ja 2-pikoliinihappo-
N-oksidi (12b) puolestaan muodostavat 2:1 koordinaatiokompleksin CuCl,:n tai Cu(NOs), -



(H,0)5:n kanssa. Resorsinareeni, pyridiini-N-oksidi ja 2-pikoliinihappo-N-oksidi sek& Cu(ll)-
suola muodostavat yhdessa kuitenkin 2:2:1-kompleksin (Kuva 15). Resorsinareenien
steerinen este pakottaa kaksihampaisen pyridiini-N-oksidiligandin yksihampaiseksi (Kuva 15
ylld) ja 2-pikoliinihappo-N-oksidikupari(ll)-kompleksin  koordinaatiogeometrian  cis-

kiikkulaudasta (engl. see-saw) trans-tasonelioksi (Kuva 15 alla).

Kuva 15. Kuparin koordinaatiogeometrian muutos [Cul2@11,-2MeOH]- ja
[Cul3,@11,-4H,0]-kompleksien koordinaatiogeometrioiden muutos. Reproduced from ref.

57 with permission from The Royal Society of Chemistry.

Bohmer et al.?®® ovat tutkineet resorsinareenien paikkaselektiivista tetra-asylointia, seka
paatelleet molekyylimallinnuksen avulla, ettd olisi mahdollista valmistaa hydroksyyli- ja
karbonyyliryhmien vélisten vetysidosten stabiloima dimeerikapseli. T&mén seurauksena he
ovat raportoineet kolmesta eri C-heptyyliresorsinareeniesteripohjaisesta (14) (Kuva 16)
dimeerisestd resorsinareenikapselista (Kuva 17). Kapselissa on kahdeksan karbonyylien ja
hydroksyylien vélista vetysidosta. Tropyliumkationi (15) toimii templaattina kapselin

muodostumiselle. Lisaksi raportoitu dimeeri on varauksenvaihtokompleksi, ja liuoksessa on
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havaittavissa vérin vaihdos kompleksoitumisen seurauksena, mika on harvinaista

resorsinareenikompleksien tapauksessa.

14a=OMe
14b=/Q

14C=/Q

®

R' O O R N /

K 14 A
R=CsHys

Kuva 16. Tetra-alkyloitu C-heksyyliresorsinareeni (14) seké tropyliumkationi (15)

Tropyliumkapselia tutkittiin *H NMR-spektroskopialla, jolloin havaittiin tropyliumin
signaalin voimakas siirtyma ylakentélle, mik& on seurausta resorsinareenien aryylirenkaiden
suojaavasta vaikutuksesta.®® Tropyliumkationia muistuttavien bentseenin ja tolueenin
tapauksessa samankaltaista siirtymad ei havaittu, joten kapselin muodostuminen on
selektiivinen tropyliumin suhteen. Téaten padteltiin, ettd vieraan ja isdnnén vélinen

vuorovaikutus on kriittinen kapselin muodostumisen kannalta.
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Kuva 17. Dimeerinen [15@14b;] -kapseli. Reprinted with permission from ref. 58 © 1999
Wiley-VCH Verlag.

1,4-dimetyyli-1,4-diatsoniabisyklo[2.2.2]oktaanidibromidi (DABCOMe;Br;) (16a) ja 1,4-
diatsoniabisyklo[2.2.2]oktaanidikloridi (DABCOCI,) (16b) muodostavat dimeerikapseleita C-
etyyliresorsinareenin (2b) kanssa kiteytettaessa metanoli/vesi -liuoksesta (Kuva 18).%°
DABCOMe,*":a kéytettaessd kapselin puoliskoja sitoo nelja metanoli- ja kahdeksan
vesimolekyylid ja bromidi anionit ovat asettuneet resorsinareenien alakehien
etyylisubstituenttien valiin. DABCO®*:n ollessa vieraana kapselin puolet ovat sitoutuneet
toisiinsa kuuden metanolin ja kahden kloridin silloittamien vetysidosten valityksella. Kloridi
on my®és sitoutunut resorsinareenin alakehan etyylien valiin kuten bromidit DABCOMe**-
kapseleiden tapauksessa. DABCO?" kapselin resorsinareenit ovat pyorahtaneet 45° toisiinsa
nahden toisin kuin dimeeristen resorsinareenikapseleiden tapauksessa yleensa (Virhe. Viitteen
lihdettid ei I6ytynyt.). Vasta-anionin samanlainen kayttaytyminen on havaittu pienemmalla

tetrametyyliammoniumvieralla.>
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Kuva 18. DABCOMe,Br; (16a) ja DABCOCI, (16b) seka a)
[16a%*@2b,-4MeOH-8H,0-BR;] ja b) [16b* @2b,-6MeOH-2CI ], joiden pakkautuminen on

kuvattu alla. Reproduced from ref. 59 with permission from The Royal Society of Chemistry.
59

2-metyyli-C-heksyyliresorsinareeni @17 muodostaa dimeerisia kapseleita
tetrametyyliammoniumkationin  kanssa kiteytettaessa vesi/etanoli-seoksesta.” Kiteessé
bromidit  ja  liuotinmolekyylit  ovat  vetysitoutuneet  C-heksyyliresorsinareenin
hydroksyyliryhmiin, mutta vetysitoutuminen ei kuitenkaan silloita kapselin puolia yhteen,
toisin kuin muissa tdmén kappaleen esimerkeissa (Kuva 19). Kapseloituminen johtuu
yksinomaan vieraan ja isénnén valisista komplementaarisista muodosta ja koosta sekd CH...n-

ja kationi...nt-vuorovaikutuksista.
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Kuva 19. 2-metyyli-C-heksyyliresorsinareeni (17) ja sen muodostama dimeerinen kapseli
[MesN*@17,-Br -4EtOH-(H,0),] a) tikkumalli ja b) tilantayttomalli. Reproduced from ref. 60

with permission from The Royal Society of Chemistry.

4.2 Dimeeriset pyrogallolareenikapselit

C-metyylipyrogallolareeni  (3a)  muodostaa  dimeerikapseleita  tetrametyyli-  ja
tetraetyyliammoniumkationien kanssa metanolissa (Kuva 20).>®> NMR-titrauksen perusteella
tetraetyyliammoniumia sisaltavat kapselit ovat epéastabiilimpia kuin
tetrametyyliammoniumkapselit, mikd on seurausta vieraan véhemman taydellisesta
sovittautumisesta  isantddn. ESI-massaspektrin perusteella tetrametyyliammoniumilla on
korkeampi affiniteetti C-metyylipyrogallolareenia kohtaan kuin tetraetyyliammoniumilla.
ESI-massaspektrissd havaitaan tetrametyyliammoniumin muodostavan 1:2-kapseleita ja 1:1-
komplekseja 3a:n kanssa korkeammassa suhteessa kuin tetraetyyliammoniumin. YKsi
pyrogallolareenikapselin hydroksyyliryhmistd on deprotonoitunut. Samanlainen rakenne on
syntetisoitu myos C-etyylipyrogallolareenilla (3b).>
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Kuva 20. Dimeerinen C-metyylipyrogallolareenikapseli [Me;N*@3a,] Reproduced from Ref.
53 with permission from the Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS) and The
Royal Society of Chemistry.

Erikoisempana kapselirakenteena on raportoitu kahden eri konformaation omaavan C-
metyylipyrogallolareenin (3a) muodostama kapseli (Kuva 21), jonka vieraana on yksi

etanolimolekyyli.>® Kapselin puolien eri konformaatio on seurausta vieraan lineaarisesta

muodosta.

Kuva 21. Kruunu- ja venekonformaatioiden muodostama dimeerinen C-
metyylipyrogallolareenikapseli [EtOH@3a;]. Reproduced from Ref. 53 with permission from
the Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS) and The Royal Society of
Chemistry.
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Vaikka pyrogallolareenien tapauksessa liuotin ei ole vélttdmaton kapselin muodostumiselle,
on mahdollista, ettd kapseli on osittain liuotinmolekyylien valittdmien vetysidosten
stabiloima.®® Esimerkiksi C-propyylipyrogallolareeni (3c) muodostaa 16 vesimolekyylin

stabiloiman dimeerisen kapselin (Kuva 22). Kapselin vieraana on neljé asetonitriilia.

Kuva 22. Veden silloittama C-propyylipyrogallolareeni kapseli
[(asetonitriili)s@2c,-16H,0].Vetyatomit jatetty pois selvyyden vuoksi. Reprinted with
permission from ref. 61 Copyright 2003 American Chemical Society.

C-etyylipyrogallolareeni (3b) kapseloi quinuklidiiniumia (18) Kiteytettdessa vesi/metanoli-
seoksesta (Kuva 23).° Kapselin muodostumista ajavat pyrogallolareenien suora seka
seitseman metanolin ja yhden veden vélittdmien vetysidosten muodostuminen ja lisaksi
kationi...n- ja varauksenvaihtovuorovaikutukset isannén ja vieraan valill4. Kationisen vieraan
vasta-anioni jad kompleksin ulkopuolelle. Tastd péaateltiin, ettd vieraan ja isdnnén véliset
vuorovaikutukset ovat voimakkaita, silld ne  kykenevdt pitdmadn  erill&an

alkyyliammoniumsuolan ionit.
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Kuva 23. Veden ja metanolin silloittama C-etyylipyrogallolareenikapseli [18@3b,-7MeOH

H,0]" . Vetyatomit jatetty pois selvyyden vuoksi. Reprinted with permission from ref. 61.

Copyright 2003 American Chemical Society.

Vesimolekyyleilla voi olla suuri vaikutus pyrogallolareenien kiintean tilan rakenteisiin.®
Useat C-alkyylipyrogallolareenit, jotka muodostava heksameerisid kapseleita vedettomissa
olosuhteissa, muodostavat dimeerisid kapseleita tai kahtaiskalvoja veden lasndollessa. Veden
madralla ja alkyyliketjun pituudella on vaikutus muodostuvan rakenteen geometriaan.
Rakenteista yleisin on ei-kohdakkain oleva kapseli (Kuva 24).
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Kuva 24. Ei-kohdakkain oleva C-heptyylipyrogallolareenikapseli [(asetonitriili),@3d,-2H,0].
Reprinted with permission from ref. 62 © 2007 Wiley-VCH Verlag.

C-syanodekyylipyrogallolareeni (3e) muodostaa liuosfaasissa ja kiteytyesséan kapselin, jonka
puolia silloittaa yksi kloridianioni seka yksi vesimolekyyli (Kuva 25).%% Kloridin ja veden
sitoutumisen seurauksena kapseli ei ole muodoltaan pallomainen, vaan muistuttaa
kananmunaa. Liséksi yksi C-syanodekyylipyrogallolareenin alakehdn sivuketjuista on
koordinoitunut syanoryhménsa valitykselld viereiseen kapseliin. Kapselin vieraana on yksi

pyridiniumkationi.
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Kuva 25. Dimeerinen [pyH" @3e,-H,0-CI] kapseli ja sen osien sitoutuminen toisiinsa.
Reprinted with permission from ref. 63 © 2013 Taylor & Francis.

4.3 Laajennetut kapselit

Tahan saakka téssa tydssé on kasitelty resorsinareeni- ja pyrogallolareenipohjaisia kapseleita,
jotka ovat sitoutuneet toisiinsa yksinkertaisen, pienen liuottimen vélityksell& tai suoraan ilman
liuotinta. Kayttamalla laajempaa, useampi hampaista vetysidoksen vastaanottajaa 4,4 -
bipyridiinia voidaan valmistaa tilavuudeltaan laajempia kapseleita.** C-metyyliresorsinareeni
(2d) muodostaa kiteytyessaan bipyridiinin silloittamia dimeerikapseleita sopivan vieraan,
nitrobentseenin, 1&snd ollessa. Neljd bipyridiinia silloittaa resorsinareeneja 16:1la
vetysidoksella liuottimen tapaan. Nitrobentseenien aromaattiset renkaat ovat asettuneet

kapselin paihin, ja elektronirikkaat nitroryhmét ovat toistensa laheisyydessa (Kuva 26).
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Kuva 26. Bipyridiinilla laajennetun [nitrobentseeni,@2d; -bipy,] -kapselin lapileikkaus, josta
nakyy vieraiden asettuminen. Reproduced from ref. 64 with permission from.The Royal

Society of Chemistry.

Syntetisoimalla laajennettu  kavitandi saadaan aikaan jaykkd, kruunukonformaatioon
"jdadytetty" rakenne, joka voi muodostaa tilavuudeltaan perinteistd dimeerista
resorsinareenikapselia suuremman kapselin. Yhtena esimerkkina mainittakoon Rebekin®
tutkimus vuodelta 1998 (Kuva 27). Kavitandi (19) muodostaa dimeerisia kapseleita (Kuva 28,
a), jotka sitovat selektiivisesti samanaikaisesti yhden bentseeni- ja yhden p-
ksyleenimolekyylin. *H NMR-spektrin perusteella paateltiin, ettd kaksi bentseenid eivat
tayttdisi kapselia tehokkaasti, mutta kaksi p-ksyleenid johtaisi liian ahtaaseen

pakkautumiseen.

R=CyiHza
Kuva 27. Laajenntettu kavitandi (19). Reprinted with permission from ref. 65 © 1998
Springer-Verlag.
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Edelld kuvattua kapselia laajennettiin glukoluriinilla (20), jolla on sama rakenteellinen tehtava
kuin liuottimella eli tuoda dimeerin resorsinareenipuolikkaat yhteen vetysidosverkoston

avulla.®®®" Tallainen kahdesta eri komponentista koostuva kapseli on harvinainen.

Kuva 28. Kavitandien (19) jatkaminen kapseleiksi yhdell&, kahdella tai kolmella nelj&
glykoluriinia (20) kasittavalla makrosyklilla. Sivuketjut on jatetty pois selvyyden vuoksi.
Reprinted with permission from ref. 66 © 2007 Wiley-VCH Verlag.

Neljalla glykoluriinilla  laajennettu kapseli kykenee ottamaan vieraakseen yhden tai
useamman molekyylin, esim. xenonin tai 9-12 -hiilta sisaltavan n-alkaanin.®® Vieraiden
sijainti kapseleissa voidaan paatelld NMR-siirtymédn perusteella, joka on 6A = -5 ppm
resorsinareenin paissa ja +0.5-1 ppm vapaaseen vieraaseen verrattuna. Kapseli itsessédan on
glykoluriinien kohdalla diastereomeerinen, ja enantiomeerit rasemoituvat glykoluriinien
py6rimisen seurauksena. Pitka hiilivetyvieras, joka liséa kapselin sisdistd painetta, nopeuttaa

rasemoitumista.

Kapselia voidaan stabiloida kayttamalla substituoitua glykoluriinia (Kuva 29).®° Kapselien
véliset =...m-vuorovaikutukset lisdévat kapseleiden stabiilisuutta, ja itsejarjestdytymisen
selektiivisyyttd. Kapseli myo6s taipuu sovittaakseen pitkié hiilivetyvieraita, ja vieraan pituus
vaikuttaa intermolekulaaristen =...m-vuorovaikutusten madréan. Vaihtamalla glykoluriini
rakenteellisesti samankaltaiseen propaanidiureaan, on syntetisoitu ei-lineaarisia S-kirjaimen

tai banaaninmuotoisia kapseleita.”” Ei-lineaarisen kapseleiden muodostumiseen vaaditaan
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lisdksi, ettd vieras on ei-lineaarinen. T&ma voisi mahdollistaa molekyylin muotoon

perustuvan tunnistautumisen.

O (0]
)J\ R ﬂ R
HN NH HN/ \NH
Ar > < Ar
HN NH HN NH
\H/Zla 21b
(e (0]

Ar = 4-di-n-butyyliaminofenyyli R = n-oktyyli
tai 4-n-dedekyylifenyyli

Kuva 29. Subtituoidut glykoluriini (21a) ja propaanidiurea (21b)"

Taipuneen kapselin vieraan stereoisomeeriset metiiniprotonit erottuvat NMR-spektrissa.”
Suhde, jolla erikokoisia kapseleita muodostuu, riippuu kéytetyn vieraan pituudesta. Namé
tutkimukset osaltaan osoittavat isdnnan ja vieraan komplementaarisien kokojen ja muotojen

valttamattomyyden kapseleiden muodostumiseksi.

Z N\

n-CzH4s 22 n-C7Hqs

Kuva 30. Propaanidiureoilla (21b, Kuva 29) jatkettu kavitandi [22@21b3-19,] Reprinted with
permission from ref. 70 © 2011 Wiley-VCH Verlag.
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4.3 Halogeenisitoutuneet kapselirakenteet

Suhteellisen uutena keinona kapseleiden valmistamiseen on halogeenisitoutuminen.
Halogeenisitoutuneissa kapseleissa kapselinmuodostukseen kaytettyja resorsinareeneja tai
resorsinareenikavitandeja on muokattu ylakehaltd&dn halogeenisidoksen luovuttajaksi ja/tai
vastaanottajaksi. Vetysitoutuminen liuottimen kanssa voi mahdollisesti stabiloida

kapselirakennetta.

Aikaisemmin mainittu N-sykloheksyyliammonium-C-metyyliresorsinareeni (10) on soveltuva
halogeenisidosten vastaanottajaksi.® Taman seurauksena on raportoitu dimeerisesta kapselista
(Kuva 31). Téassa rakenteessa kloridianionit stabiloivat resorsinareenin kuppimaista rakennetta
vetysitoutumalla resorsinareenin  hydroksyyli- ja amiiniprotoneihin ja toimimalla

halogeenisidoksen luovuttajina I,-molekyyleille.

Kuva 31. [(1,4-dioksaani)s @10, (I,).] -kapseli a) pallo-ja-tikku -malli, jossa nékyvilla

halogeeni- ja vetysidokset seka b) tilantayttomalli. Reprinted with permission from ref. 6 ©
2015 Wiley-VCH Verlag.

Halogeenisitoutuminen on osoitettavissa NMR-spektroskopialla.® YIla kuvatun kapselin
spektrisséd nakyy —NH, —protonisignaalien siirtyminen ylakentélle jodia lisdttdessd, mika on
seurausta halogeenisidosten muodostumisesta (Kuva 32).
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Kuva 32. *H NMR-spektrit (CDCl; 303 K) a) 10 ilman vierasta b) 1:1 -seos 10:a ja I,:a c)
1:3:1.5 -seos 10:a I;:a ja 1,4-diaoksaania, d) 1:ylimaara:1.5 -seos 10:a I,:a ja 1,4-dioksaania e)
vieras, 1,4-dioksaani (20 mM). Katkoviiva ja ppm arvot esittavat kemiallisen siirtyman
muutoksia verrattuna puhtaaseen kapseliin a) ja vieraaseen €). Reprinted with permission
from ref. 6 © 2015 Wiley-VCH Verlag.

Diederich et al.”* kayttivat funktionalisoitua resorsinareenikavitandiparia (23 ja 24) kapselin
rakenneosina (Kuva 33). Toisen kavitandin ylakehd muokattiin halogeenisidoksen
luovuttajaksi ja toinen vastaanottajaksi, jolloin muodostuu kaksi 1,4-dioksaanimolekyylia
vieraakseen ottama kapseli. Metanoli stabiloi rakennetta silloittamalla imidatsolien valisia
vetysidoksia.
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Kuva 33. Halogeenisitoutunut kavitandipari [(1,4-dioksaani), @23-24-8MeOH], sivuketjut on
jatetty pois selvyyden vuoksi. Reprinted with permission from ref. 71 © 2015 Wiley-VCH
Verlag.

Tutkimusta jatkettiin tavoitteena halogeenisitoutuneen kapselin sitoutumisen vahvistaminen
muokkaamalla halogeenisidoksen luovuttaja (25) ja/tai vastaanottaja (pyridiini muokattiin
quinuklidiiniksi 26) vahvemmaksi (Kuva 34).”” Lopputuloksena oli, ett4 halogeenisidoksen
luovuttajan vahvistaminen on kaytannollisemp&a kuin vastaanottajan, silla vahvempi
vastaanottaja kilpailee proottisen liuottimen kanssa sitoutumisesta. Tdma johtaa hitaampaan
vieraanvaihtoon, joka puolestaan nakyi °F NMR-titrauksessa. Kapseleiden stabiilisuus
kaasufaasissa osoitettiin elektronisuihkuionisaatiomassaspektrometrialla (ESI-MS) ja kiintedn
tilan rakenne rontgenkristallografialla. Yritykset valmistaa vahvimman halogeenisidoksen

vastaanottajan (25) ja luovuttajan (26) sisaltava kapseli eivét tuottaneet tulosta.



31

23
R R "
L
RN
oD=¥"Ng ), 090
Q
@ ﬁ\\i ' strengthen
. NH 3 XB donor wln

Q Or g
- wi™y  strengthen
y N ™ XB acceptor
q Ly |
0, - |

25 Kt
[ K, = 10300 M '} [K3:5370M‘] [K3:211000M’

@ fast exchange

@ slow exchange @ fast exchange

Kuva 34. Kavitandiparin (23)-(24) vélisien halogeenisidoksien vahvistaminen korvaamalla
halogeenisidoksen luovuttaja tai vastaanottaja vahvemmalla halogeenisidoksen muodostajalla
(25 tai 26). Reprinted with permission from ref. 72 © 2017 Wiley-VCH Verlag.

4.4 Metallivalitteiset dimeerikapselirakenteet

Metallikationit muodostavat pé&aasiassa inkluusiokomplekseja resorsinareeninkavitandien
kanssa,”*™ mutta pyrogallolareenien tapauksessa on raportoitu useita erimerkkeja
dimeerisista ja heksameerisistd kapseleista.”” Metallikationi omaksuu liuottimen
rakenteellisen roolin sitoen pyrogallolareeniyksikot yhteen. Sekd dimeeriset etta
heksameeriset  metallivélitteiset  pyrogallolareenikapselit ovat lahes poikkeuksetta
varaukseltaan neutraaleja. Dimeeristen ja heksameeristen metallivélitteisten kapseleiden
synteesi on suoraviivainen prosessi, mutta reaktiossa syntyy l&dhes aina sekd dimeerisié etta
heksameerisia kapseleita.”® Eri kapseleiden toisistaan erottaminen tai reaktion selektiivinen
suorittaminen on merkittava haaste. Molemmat kapselityypit ovat stoikiometrialtaan identtisia
sekd usein paramagneettisia, jolloin niiden tarkasteleminen atomiadsorptio- tai NMR-
spektrometrilla on hyddytonta. Taten on kaytdnnollisempad hallita muodostuvien kapseleiden

morfologiaa reaktio-olosuhteita sdatamalla.
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Ensimmainen dimeerinen metallien saumoittama pyrogallolareenikapseli valmistettiin
liuottamalla ~ ZnNOg3 pyridiiniheksahydraattiin -~ ja  yhdistamalla liuos C-
propyylipyrogallolareenin (3c) metanoliliuoksen kanssa.” Sinkkisuolan sekd yhdistetyn
liuoksen liukenemista avustettiin ultradanelld ja tuote haihdutettiin ilmassa. Kahdeksan
sinkkikationia pitdd kapselin puoliskoja yhdessé sitoutumalla kahteen kummankin puolen
ylakehan hydroksyyliryhméén, lisaksi jokaiseen sinkkiin on koordinoituneena yksi

pyridiinimolekyyli ja vieraana on yksi pyridiini.

Kuva 35. Sinkkien saumoittama [py@Zng-3c,-8py]. Koordinoivat pyridiinit, vieras sek&
vetyatomit on jatetty pois selvyyden vuoksi. Reproduced from ref. 7 with permission from the
Centre National de la Recherche Scientifiqgue (CNRS) and The Royal Society of Chemistry.

Edelld kuvattu kapseli on syntetisoitavissa myds 3-metyylipyridiinisinkkinitraatilla
pyridiinikompleksin sijaan (Kuva 36a), mutta kiteytyksen suorittamiseksi on sinkkeihin
koordinoituneet 3-metyylipyridiinit korvattava DMSO:lla dialyysill4 tai titrauksella.”” DMSO
luovuttaa vahemman elektronitiheytta kuin pyridiini, jolloin sinkki pyrkii korvaamaan
elektronivajeen  pyrogallolareenin  aromaattisten  renkaiden elektronitiheydelld.  3-
metyylipyridiini on pyridiiniin verrattuna suurikokoisempi, ja metyylisubstituentti estéa sita
pyorimésté kapselin sisélld. Vieraan metyleeniryhman ja pyrogallolareenien vélinen C-H...n -

vuorovaikutus johtaa pyrogallolareenin *H-signaalien jakautumiseen.
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Kuva 36. a) 3-metyylipyridiinin pakkautuminen [Me-py@Zng- 3c,-8DMSO] -kapselin sisdin
ja DMSO molekyylien koordinoituminen sinkkeihin. Muut kuin vieraan vetyatomit on jatetty
pois selvyyden vuoksi. b) DMSO:n koordinoituminen sinkkeihin, sivuketjut on jatetty pois
selvyyden vuoksi. Reprinted with permission from ref. 77 © 2011 Wiley-VCH Verlag.

C-metyylipyrogallolareeni (3a) muodostaa kuparin kansa kiteytyessadn DMSO:sta
geometrialtaan edellisen kaltaisia kapseleita (Kuva 36b).”® C-metyylipyrogallolareenin
liuottaminen 4,4'-bipyridiinia sisaltdvaan kuumaan DMSO:iin johti jaahtyessaan lineaariseen
bipyridiinien silloittamaan koordinaatiopolymeeriin (Kuva 37). Nelja bipyridiinid silloittaa
kapselin kahteen viereisen kapseliin. Kolme DMSO-molekyyli& ja yksi bipyridiini stabiloivat

kapselia koordinoitumalla kupariin.

Kuva 37. [Cug-3a,-5bipy-3DMSO]:n ketjumainen rakenne. Koordinoivat ligandit on jatetty
pois selvyyden vuoksi. Reprinted with permission from78. Copyright 2011 American

Chemical Society.

[Zn(NO3),pyridiiniz] muodostaa dimeerikapseleita ctt-C-fenyylipyrogallolareenin (3f) kanssa
(Kuva 38).* Vieraana on pyridiinimolekyyli ja kahdeksan pyridiinia stabiloi kapselia

koordinoitumalla puoliskoja yhteen sitovaan sinkkivy6hon, samoin kuin edelld kuvattujen
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kapseleiden tapauksissa. Kapselin muodostuminen johtaa pyrogallolareenien konformaation

muutokseen tuolistakonfromaatiosta kruunuun.

Kuva 38. Sinkkien silloittama [py@Zng- 3f,-8py]. Reproduced from ref. 30 with permission
from The Royal Society of Chemistry.

Nikkeli- tai kobolttinitraattipyridiiniadduktia kayttaméalla on syntetisoitu dimeerikapseleita C-
etyylipyrogallolareenin (3b) kanssa asetonitriililuoksessa.” Kumpikin reaktio tuottaa tumman
saostuman, ja kapseleita muodostuu uudelleen Kkiteytettdessa pyridiinistd. Kymmenen
pyridiinimolekyylid stabiloi kapselia sitoutumalla metalliatomeihin. Kapselit eroavat
toisistaan vieraidensa osalta. Nikkelikapselin vieraana on kaksi asetonitriilid, kun taas
kobolttikapselin vieraana on yksi pyridiini. Sek& nikkeli- ettd kobolttikapselissa on
havaittavissa antiferromagneettinen vaihto metallikationien valill4&. Vaihto on seurausta
ligandien ja pyrogallolareenien sitoutumisesta metallikationiin johtaen harvinaiseen high-spin

/ 6-koordinaatio yhdistelmaan.
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Kuva 39. a) ja b) [(asetonitriili),@Nig3b, -8py] ja c) ja d) [py@Cos3b, -8py]
etyylipyrogallolareenikapseli (3b),. Vetyatomit on jatetty pois selvyyden vuoksi.”
Reproduced from Ref. XX with permission from The Royal Society of Chemistry.

Negatiivisesti varautunut, edelld kuvattua kapselia rakenteellisesti muistuttava kobolttikapseli
on  syntetisoitu C-propan-3-olipyrogallolareenista ~ (3g), ja  kobottinitraatista
asetonitriili/dimetyyliformamidiliuoksessa.®® Kapseleita muodostui pyridiinin lisdyksen
seurauksena viikon haihdutusajan jalkeen. Nitraattianioni koordinoituu yhteen kapselin kehan

kobolteista ja varauksen tasapainottaa vieraana toimiva pyridiniumkationi.
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Kuva 40. Negatiivisesti varautunut [Cog(39)2(py)s(NO3)] [Hpy]" - DMF -kapseli.
Pyrogallolareenien sivuketjut on jatetty pois selvyyden vuoksi. Reprinted with permission
from 80. Copyright 2017 American Chemical Society.

Cesiumkloridin vesiliuoksen lisaéaminen C-klooributyyli- (3h) tai C-heksyylipyrogallolareenin
(3i)  vesi/asetonitriiliseokseen  johtaa kahteen rakenteeltaan erilaiseen ioniseen
dimeerikapseliin (Kuva 41).%" Kumpikin kiteytettiin haihduttamalla liuotin hitaasti
huoneenldampdétilassa. Muodostuneet kapselit ovat osa kahtaiskalvorakennetta, jossa kapselit
ovat koordinoituneet viereisten kapseleiden cesiumeihin. Kummankin kapselin vieraana on

kaksi asetonitriili-molekyylia.

C-klooributyylipyrogallolareenikapselin  [(asetonitriili),@3h,-Cs,]Cl, tapauksessa kaksi
cesiumia sitoo kapselinpuolikkaat yhteen.®* Cesium on sitoutunut kolmeen pyrogallolareenin
ylarenkaan happeen ja yhteen aromaattiseen renkaaseen. Cesiumin koordinaatiopiirissa on
myods  kolme  vesimolekyylid,  kloridi  sek&  asetonitriilivieraan  typpi. C-
heksyylipyrogallolareenikapselissa  [(asetonitriili),@3i,-Cs4]Cl,  on  neljd  cesiumia

koordinoituneena Kkloridiin seké kahteen pyrogallolareenin ylarenkaan happeen.

Kuva 41. Dimeeriset cesiumin saumoittamat [(asetonitriili),@3h,-Cs,]Cl; ja
[(asetonitriili),@3i,-Cs4]Cl, -kapselit. Sivuketjut on jatetty pois selvyyden vuoksi.

Reproduced from ref. 81 with permission from The Royal Society of Chemistry.
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Lantanideista dysprosiumia ja gadoliniumia on kaytetty edelld kuvattujen kaltaisten
dimeeristen C-etyylipyrogallolareenikapseleiden (3b) rakennusosina.?? Pyrogallolareenien
hydroksyyliryhméat ovat deprotonoituneet, mika tasapainottaa metallien positiivisen
varauksen. Kummassakin kapselissa on kahdeksan lantanidiatomia sitomassa kapselin puolia.
Lisaksi formaatti-ionit sitovat kapselit yhteen (Kuva 42). Formaattianionien negatiivisen

varauksen tasapainottavat kapselien valiin asettuvat metyyliammoniumkationit.

Kuva 42. Toisiinsa sitoutuneet {[MeNHs];@[Lng(3b), - (H.0)y, - (HCOO),]}, a) tikkumalli ja
b) yksinkertaistettu malli koordinaatiosta. Reprinted with permission from ref. 82 © 2018
Springer-Verlag.

5 Heksameerikapselit

Heksameerinen resorsinareeni- tai pyrogallolareenikapseli koostuu, nimensd mukaisesti,
kuudesta makrosyklistd ja niitda mahdollisesti silloittavista molekyyleistd. Rakenteensa
seurauksena heksameerikapseleilla on suurempi tilavuus kuin vastaavilla dimeerikapseleilla.
Oletettavasti heksameerikapseli vaatii onkalon hyvin tayttdvan templaatin, (pseudo)oktaedrin
muotoisen Kkationin.*® Toisaalta, on raportoitu kapseleita, joiden vieraana on joukko
liuotinmolekyyleja. Liuotinmolekyylien silloittamat vetysidokset ovat yleisid heksameerisien
resorsinareenikapselien tapauksessa, mutta eivat pyrogallolareenikapseleiden tapauksessa,

samoin kuin dimeerisien kapseleiden tapauksessa.
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5.1 Vetysitoutuneet heksameeriset resorsinareenikapselit

Ensimmaéinen resorsinareenipohjainen heksameerinen C-metyyliresorsinareenikapseli (2d)s
raportoitiin vuonna 1997 (Kuva 43).2° Kiraalinen C-metyyliresorsinareenikapseli on 60
vetysidoksen stabiloima. Kahdeksan vesimolekyylia osallistuu vetysidosten muodostumiseen.

Kapseli on stabiili kiintedssa tilassa ja liuoksessa.

Kuva 43. Heksameerisen C-metyyliresorsinareenikapselin [2ds -8H,0] lapileikkaus, josta
nakyy kapselin vetysidosverkosto. Reprinted with permission from ref. 83 © 1997 Springer-
Verlag.

C-metyyliresorsinareenin (2d) kiteyttdminen 2-etyyliheksanolista johtaa akiraaliseen kapseliin
(Kuva 44).%* Kuusi vesimolekyylida on korvautunut alkoholilla ja vieraana on kolme 2-
etyyliheksanolimolekyylid. Stabiloivien vetysidosten méard on laskenut 58:aan, mutta
vieraiden vélille on muodostunut yksi vetysidos, kuten myds kapselia stabiloivien
vesimolekyylien vélille. Eri vetysitoutumiskuvion johdosta tdmé kapseli on akiraalinen, toisin

kuin edella mainittu pelkkien vesimolekyylien stabiloima kapseli.
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Kuva 44. Akiraalinen [2EH;@2ds-(2EH)s-(H20)] -kapseli® Reproduced from ref. 84 with
permission from The Royal Society of Chemistry.

Avram ja Cohen®™ osoittivat heksameerisen C-undekyyliresorsinareenikapselin  (2€)s
muodostuvan spontaanisti kloroformissa. Kapseloituneet kloroformimolekyylit asettuvat
useaan magneettisesti erilaiseen asemaan, jotka ndkyvat NMR-aikaskaalassa (Kuva 45).
Liuoksen kasittely kloroformin kanssa vetysitoutumisesta kilpailevalla liuottimella
(asetonitriili tai DMSO) johtaa kompleksin hajoamiseen.

Kuva 45. 'H NMR-spekiri a) (2e):n vesikyllasteinen kloroformiliuos, b) (2e) ja
tetraheksyyliammoniumkationin kKlroformiliuos c) (2e) kloroformissa ja d) (2e) kloroformissa
tetraheksyyliammoniumin lisédyksen jalkeen. ¢):n insertissa kapseloituneen kloroformin

signaali. Reprinted with permission from 85. Copyright 2002 American Chemical Society.
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Kapseloituminen on selektiivista olosuhteiden suhteen.*” C-isobutyyli- (2f) ja C-
undekyyliresorsinareeni  (2e) muodostavat tetraetyyliammoniumvieraan 1dsnd ollessa
dimeerisia kapseleita kiintedssa tilassa, mutta heksameerisia kloroformiliuoksessa (Kuva 46).
Eri tetra-alkyyliammoniumsuolaa kéytettdessd veden rakenteellinen rooli vaihtuu. Halidin
tapauksessa vedelld ei ole rakenteellista roolia, toisin kuin BF,:84 tai PFe:sta kéytettdessa.
Postuloitiin, ettd vieraana toimivat kaksi tetraetyyliammoniumkationia toimivat pseudo-
templaattina kapselin muodostumiselle z-kationi-vuorovaikutusten takia. Taten tdma kapseli

on harvinainen esimerkki ilman liuotinta muodostuvasta resorsinareenikapselista.

o o
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Kuva 46. Dimeeristen tai heksameeristen kapseleiden olosuhderiippuvainen muodostuminen.
Dimeerinen[Et;N* @2f/2e;, -X] -kapseli kiteytettdessd, mutta heksameerinen
[(EtuN™),@2f/2e-2X] (X- = CI', Br tai I') tai [(EtaN"),@2f/2e5-8H,0 -2X] (X = BF4 tai
PF¢) liuoksessa. Reprinted with permission from 42. Copyright 2008 American Chemical
Society.

Kun C-metyyliresorsinareenikapseli (2d) kiteytetddn n-propanolista hdyrysorption avulla
saadaan suurimmat dokumentoidut heksameerikapselit (Kuva 47a), joiden tilavuus on 1769

A3 ® n-propanoli jakaa kapselin kahteen osaan, pakottaen resorsinareeniyksikot kauemmaksi

toisistaan (Kuva 47. b).
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Kuva 47. a) [(H20),@2ds-18n-PrOH 12H,0] ja b) kolmen n-propanolimolekyylin
asettuminen kolmen 2d-yksikon valiin. Reproduced from Ref. 86 with permission from The

Royal Society of Chemistry.

Kolmesta  kolmeentoista  hiiltd  sivuketjussaan  ké&sittdvia  heksameerisia  C-
alkyylipyrogallolareenikapseleita on havaittu metanoliliuoksessa.®” C-
isobutyylipyrogallolareenikapselia (3j)s (Kuva 48) kaytettiin referenssimolekyylind naiden
tarkastelulle. 'H NMR -spektrin perusteella kapselin vieraaksi paateltiin 18
metanolimolekyylid.  Yksikiderdntgenkristallografisissa —tutkimuksissa kapselin  sisalla
havaittiin puolestaan vain tunnistamatonta elektronitiheyttd. Kapselin laskettu tilavuus on
1510 A3, ja vieraana toimivat 18 metanolimolekyylid johtavat yleiseen n. 55 %:n
tayttoasteeseen. Kapselin liukoisuutta eri liuottimiin voidaan saatda pyrogallolareenin
alakehan alkyyliketjun pituutta vaihtamalla. Pitké&n sivuketjun omaava pyrogallolareenikapseli
liukenee huonosti polaarisiin liuottimiin, mutta hyvin ei-polaarisiin. Lyhyella sivuketjulla
varustetulla kapselilla liukoisuuskayttdytyminen on luonnollisesti painvastainen. Kiteité tosin

saatiin vain kolmen, neljén tai viiden hiilen pituisilla alkyyliketjuilla.

5.2 Vetysitoutuneet heksameeriset pyrogallolareenikapselit

Ensimmainen  C-isobutyylipyrogallolareenikapseli  (3j)s kiteytettiin  asetonitriilista.®®
Pyrogallolareenikapselin vieraana on kymmenen asetonitriili-molekyylid. Lisaksi kuusi
asetonitriilia asettuu pyrogallolareenien alakehien alkyyliryhmien valiin (Kuva 48).
Heksameerien pyrogallolareenikapseli on vdhemman stabiili  kuin vastaavaa C-
alkyyliresorsinareenikapseli ja pyrogallolareeni muodostaa mieluummin liuosfaasissa

kalvorakenteen.



Kuva 48. Heksameerinen C-isobutyylipyrogallolareenikapseli [asetoni,o@3js] Reprinted with
permission from ref. 88 © 1999 Wiley-VCH Verlag.

Vaikka C-metyylipyrogallolareeni (3a) ei muodosta kapseleita metanolissa, on kapselin
muodostuminen mahdollista Kiteytettdessa metanoli/bentseeni- tai
metanoli/nitrobentseeniliuoksesta (Kuva 49).%° Sama kiteytysmenetelma toimii myds C-
isobutyylipyrogallolareenin (3j) tapauksessa. Kummankin kapselin muodostumista ajaa
vetysitoutuminen. Molekyylien valisid vetysidoksia on 48 ja molekyylin siséisia 24
kummassakin tapauksessa. Kiderakenteen perusteella metyylipyrogallolareenikapselin kooksi
laskettiin 1490 A® ja isopropyylipyrogallolareenikapselin 1520 A3. Kiteytysliuottimia ei

havaittu kapseleiden sisélla, vaan liuotin asettuu kiderakenteessa kapseleiden ulkopuolelle.
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Kuva 49. C-metyylipyrogallolareenikapseleiden 3as pakkautuminen nitrobentseenin seurassa.
Reprinted with permission from ref. 89 © 2005 Springer-Verlag.

Sulatusmenetelmd on toimiva keino heksameerisien C-dekyylipyrogallolaanikapseleiden
(3k)s pakkaamiseen.”® Taman menetelman vaatimuksena on, ettd vierasmolekyylit ovat
Kiintedssa faasissa huoneenldampdtilassa. Liséksi vierasmolekyylin sulamispisteen on oltava
suhteellisen matala, alle 26 °C. Muodostuvat kapselit ovat useimmiten tiiviisti pakkautuneita,
vaikkei kapseli olisikaan termodynaamisesti stabiili liuoksessa. Liuoksen lammittdminen

korvaa kapseloidun hiilivedyn liuottimella.

Kuva 50. [333@(3k)g] ja [(CHCI3),@(3k)s] kapselien selektiivinen lastaus. Pyrogallolareenin
liuottaminen pyreeniin tuottaa kapseleita kuumennettaessa ja kapseli on stabiili kloroformissa.
Liuottaminen pyreeni/kloroformiseokseen johtaa kuumennettaessa kloroformin
kapseloitumiseen. Reprinted with permission from ref. 90 © 2011 Wiley-VCH Verlag.

Sulatusmenetelmda kayttden on valmistettu sarja eri syklisia (pddasiassa aromaattisia)
hiilivetyja sisaltavia C-dekyylipyrogallolareenikapseleita [(27-33)m(3k)s].* Vieraiden vaihtoa

tutkittiin dikloorimetaanin, kloroformin, tetrakloorietaanin, bentseenin, tolueenin, ksyleenin ja
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mesityleenin kanssa. Huomattiin, ettd vieraan vaihdon mekanismi riippuu kapselin vieraan
identiteetistd ja kaytetystd liuottimesta. Isot ja ei-tasomaiset vieraat ja liuottimet lisddvat
kompleksin Kineettista stabiilisuutta. Oletettavasti syynd on vieraanvaihtoon vaadittavien
vetysidosten katkeamisen suurempi madrd. Steerisesti estyneimmilld vierailla (pyreeni ja
fluoranteeni) vieraanvaihto kloroformin tai tetrakloorimetaanin kanssa vaatii seoksen
lammittdmisen. Pyreeni-tetrakloorietaani vaihdon aktivaatioenergiaksi mitattiin 32 kJ/mol.
Kapselin ja vieraanvaihdon ominaisuuksia on koottu taulukkoon 1. Tarkastelluista vieraista
pyreeni tayttad isannan onkalon tehokkaimmin, silla *H NMR-spektrissa on havaittavissa

pienin liike (engl. tumble).

Taulukko 1. Eri syklisien vierasmolekyylien pakkautuminen ja vieraan vaihto (3Kk)s:sta

Vieras Rakenne | Vieraiden | Onkalon | Vieraan vaihdon | Pakkautu-
maara laskettu mekanismi missuhde
tilavuus
IA3
27 | Antraseeni 3 188 Monta 0.43
vélivaihetta
28 | Bifenyyli 4 173 Monta 0.53
vélivaihetta
29 | Fluoranteeni O.O 3 202 Suora 0.47
O korvautuminen

4 180 Suora 0.55

korvautuminen

30 | Fluoreeni

o
0

korvautuminen

31 | Naftaleeni 6 145 Monta 0.67
vélivaihetta
32 | Norborneeni 4 115 Suora 0.35
/

33 | Pyreeni 198 Yksi vélivaihe 0.46

w

Heksameerisia pyrogallolareenikapseleita voidaan valmistaa ilman liuotinta yhdessa

reaktiovaiheessa.'® 3-metyylibutanaali reagoi pyrogallolin kanssa happokatalyytin lasna



45

ollessa muodostaen C-isobutyylipyrogallolareenikapseleita(3j)s. Vieraana on todenndkoisesti
kondensaatioreaktiossa vapautunutta vettd sek& mahdollisesti vélituotetta tai lahtoainetta.
Liuotinvapaalla menetelmalla valmistetun pyrogallolareenin *C NMR-spektria verrattiin
metanolista ja kloroformista kiteytettyihin morfologeihin (Kuva 51). Kloroformista kiteytetyn
kapselin spektri muistuttaa liuotinvapaan menetelman tuotteen spektria enemmaén kuin

metanolista Kiteytetty kahtaiskalvo.

Methanol I |!,_i| Hin
¥ h] 1 |
e — -"ll LI U |-."h‘.jl _---"\,.'-“U.lllg.f \'I rlu\*-_
A
K
i I|
IIi f\ | II
Solvent-free o/ .
S k_L_____ . __A,*'l W U N
1
|l i ||
Chloroform M h |
III Il)llllllll -ll " .'r'| || II :| I'-I
e — Y
T T T | T | T T T T | T I
200 150 100 5

ppmin

Kuva 51. Metanolista, liuotinvapaalla menetelmalld sekd kloroformista kiteytettyjen C-
isobutyylipyrogallolareenien (3j)s *C NMR-spektrit, liuotinvapaan menetelman spektri ei
merkittavasti eroa kloroformista kiteytetyn kapselin spektristd. Reproduced from Ref. 19 with

permission from The Royal Society of Chemistry.

C-bromioktyylipyrogallolareeni (3I) muodostaa heksameerisid kapseleita Kkiteytettdessa
asetonitriilista. etyyliasetaatista tai asetonitriili/vesi-seoksesta.”* Jos bromin asemassa on
kloori, muodostuu kahtaiskalvo. Bromioktyylisivuketjut omaksuvat kiintedssé tilassa
liuottimen paikan. Sivuketjujen halogeenisubstituentit  vaikuttavat kiintedn tilan

pakkautumiseen, mutta ei ole selvad, onko mahdollisella halogeenisitoutumisella vaikutusta.
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Kuva 52. C-bromioktyylipyrogallolareeni kapseli 3lg. Reproduced from ref. 91 with

permission from The Royal Society of Chemistry.

Heksameeriset C-pentyyli- (3m), C-heksyyli- (3i) ja C-heptyylipyrogallolareenikapselit (3d)
pakkautuvat eri tavoin (Kuva 51).% Nailla kolmella kapselilla on samat vieraat (kuusi
etyyliasetaattia ja yksi vesimolekyyli) sekd sama samat pyrogallolareenien véliset
vetysidokset. C-pentyyli- ja C-heptyylipyrogallolareeni muodostavat Kkiteytyesséan
pallomaisia kapseleita, mutta C-heksyylipyrogallolareenikapseli on ellipsoidin muotoinen
johtaen pienempéén tilavuuteen. Kiintedssé tilassa C-heksyylipyrogallolareenikapselin
tapauksessa alakehdan alkyyliketjujen valisiin  onkaloihin on jaanyt kahdeksan
etyyliasetaattiliuotinmolekyylid, mutta C-pentyyli- ja C-heptyylikapseleiden tapauksissa

kanssa kiteytyneita etyyliasetaattimolekyyleja on kuusi.

Kuva 53.a) C-pentyyli-, [(EtOA)sH,0@ 3mg-8EtOAC], b) C-heptyyli-,
[(EtOA)sH,O@3ds-8EtOAC], seka c) ja d) C-heksyylipyrogallolareenikapseleiden,
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[(EtOA)sH0@3is-6ELtOAC] pakkautuminen. Reprinted with permission from ref. 92 © 2004
Wiley-VCH.

Avram ja Cohen*’ ovat tutkineet C-undekyyliresorsinareenin  (2¢) ja C-
undekyylipyrogallolareenin (3n) kayttaytymisen eroja. Kumpikin tutkittu yhdiste kapseloi
amiineja kloroformiliuoksessa, mutta suolahapolla kasiteltdessa C-
undekyylipyrogallorareenikapselin amiinivieras muodostaa ammoniumsuolan, jolloin se
korvautuu liuotinmolekyyleilld. Pyrogallolareenikapselin kapselin spektrissa (Kuva 54 a ja b)
on nahtavilla vieraan  signaalin  katoaminen  hapon lisdyksen  seurauksena.
Resorsinareenikapseli puolestaan ei vapauta vierasta suolahapon lisdyksen jalkeen.
Resorsinareenikapselin vieras ei lifku vapaasti ja siksi *H NMR-spektri on monimutkaisempi
kuin pyrogallolareenikapselin. (Kuva 54 ¢ ja d). Pyrogallolareeni sitoo siis vain tertidarisia

amineja, kun taas resorsinareeni sitoo tertiddrisia amiineja ja niiden ammoniumsuoloja.

a)

v Mo d

d)

Kuva 54. Pyrogallorareenikapselin 3n vieraan *H NMR-spektri ennen hapon lisaysta a) ja
hapon lisdyksen jalkeen b). Spektrista b) puuttuu tributyyliammoniumsuolan signaalit, miké
on seurasta vieraan korvautumisesta liuottimella. Resorsinareenikapselin 2e vieraiden
spektreissé c) (ennen hapon lisdystd) ja d) (hapon lisdyksen jélkeen) ei ole merkittdvaa eroa
johtuen vieraan pysymisestd kapselissa. Reprinted with permission from 47. Copyright 2003

American Chemical Society.
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C-isobutyyliresorsinareenia  (2f), C-undekyyliresorsinareenia  (2e) sekd vastaavia
pyrogallolareeneja (3] ja 3n) kayttamalla on  tutkittu  resorsinareeni- ja
pyrogallolareenipohjaisien kapseleiden eroja.”® Pyrogallolareenikapselien osoitettiin olevan
stabiilimpia kuin resorsinareenikapselit proottisessa liuottimessa. Sekoitettaessa alakehéltaan
samalaista resorsinareenia ja pyrogallolareenia ei muodostu
resorsinareeni/pyrogallolareeniheteroheksameerikapseita, mutta heteroresorsinareeni/
pyrogallolareeni -kapseleita muodostuu kahden resorsinareenin tai pyrogallolareenin
seoksessa. Tutkitut resorsinareeneista sitovat tertidarisia alkyyliamiineja sekd vastaavia

suoloja, mutta pyrogallolareenit sitovat vain tertiddrisia alkyyliamiineja.

5.2 Metallivalitteiset heksameerikapselit

Ensimmainen  heksameerinen metallo-orgaaninen pyrogallolareenikapseli (Kuva 55)
valmistettiin  kiteyttaméalla C-propan-3-oli-pyrogallolareeni (3g) ja Cu(NOs3), -3H,0
asetoni/vesi -seoksessa.® Muodostuneen kapselin rakenteessa 24 Cu?*-ionia korvaa 48
protonia. Rakenteen perusyksikossd on tasomainen CusOs; alayksikkd, joita on kahdeksan
kappaletta. Kapselissa on 96 Cu-O -koordinaatiosidosta ja 24 pyrogallolareenien valista
vetysidosta ja vieraana vettd ja asetonia eri suhteissa. Massaspektrometrian perusteella
24[H,0] -yksikko voi olla kapselin vieraana, mika mahdollistaisi solvatoituneen elektronin
kapseloinnin. Pyrogallolareenin alakeh&n hydroksyylisubstituentit koordinoituvat l&heisten
kapseleiden kupareihin. Taten tdma kapseli on myds esimerkki toisiinsa Kkytkeytyneista

kapseleista.

Kuva 55. Kuparien saumoittama [ (CH3COCH3) 1:@Cua4-3gs-48(H20)] kapseli ja kapselien
kytkeytyminen toisiinsa. Reprinted with permission from ref. 8 © 2005 National Academy of

Sciences.
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C-propyylipyrogallolareenin 3c késitteleminen nelinkertaisella moolimaaralla GaNOs-H,0:a
vesi/asetoni-liuoksessa johtaa heksemeeristen kapseleiden kiteytymiseen liuottimen
haihtuessa.’® Lopullisessa rakenteessa on 12 Ga®'-kationia, jotka muodostavat nelja
kolmiomaista rakenneyksikkod, joihin ulkokeh&n vedet koordinoituvat (samankaltaisia kuin
Cu-kapselissa edelld). Liséksi kapselissa on 20 rakenteellista vetysidosta. Vieraana on
kahdeksan asetoni- ja 18 vesimolekyylid, joista 12 on koordinoituneina galliumeihin.
Kapseleiden  sisdisistd  vesimolekyyleistd ~ kymmenen on  asettunut  kahdeksi

pseudolineaariseksi ketjuksi.

Kuva 56. [(Asetoni)g(H20)s@Ga2-3cs-(H20)24] 0N tyypillinen metallikationinen saumoittama
heksameerikapseli, jossa etualalla heksameerisille kapseleille tyypillinen kolmen
metallikationin rakenneyksikkd. Reprinted with permission from ref. 94 © 2005 Wiley-VCH
Verlag.

Kuva 56 kapselin liuottaminen metanoli/asetoni  -seokseen ja  késitteleminen
kuparinitraattihydraatilla johti 16 galliumin korvautumiseen kupareilla.*® Saman kapselin
kasittely sinkkinitraattineksahydraatin etanoliliuoksella, johti puolestaan kymmenen galliumin
korvautumiseen sinkilla.®® Naiden gallium/sinkki -hybridikapseleiden sinkit ovat
korvattavissa kuparilla samoissa olosuhteissa. Sinkkien liséksi yksi gallium korvautuu
kuparilla, jolloin lopullisen kapselin metallivydssé oli 13 galliumia ja 11 kuparia. Muutoin

kapselin rakenne sdilyy samana.
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C-propyylipyrogallolareenin  (3c) ja VOSO4:n valinen reaktio asetoni/vesi -seoksessa
muodostaa heksameerikapseleita kolmen paivén reaktioajan jalkeen (Kuva 57).%" Yhtensa 24
vanadiumatomia sitoo pyrogallolareenit yhteen kuten aikaisemmin kuvattujen kupari- ja
galliumpohjaisien kapseleiden tapauksessa. Jokainen vanadiumkationi koordinoituu neljaan
pyrogallolareenin happeen ja yhteen kapselin ulkopuoliseen happeen seka yhteen vieraana
toimivaan liuotinmolekyyliin. Tall6in vanadiumit omaksuvat oktaedrisen konformaation. Vesi
on poistettavissa DMF/metanoliseoksella, jolloin vanadiumin koordinaatiogeometriaksi
vaihtuu viisikoordinoitunut tasopyramidi. Samalla kapseli ottaa pallomaisen rakenteen.
Pallomainen kapseli on syntetisoitavissa kaytettdessa liuottimena DMF/dikloorimetyyli-seosta
ja muutettavissa oktaedriksi uudelleenkiteytettdessa DMF/ asetonitriili/vesi/trietyyliamiini
seoksesta.  Vanadiumin  oktaedrinen  koordinaatiogeometria  johtaa  korkeampaan

antiferromagneettiseen vaihtoon.
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Kuva 57. [V24024(H20)24 (3¢)s- (liuotin)y] -kapselin interkonversio. Reprinted with
permission from ref. 97 © 2018 Springer-Verlag.

C-propyylipyrogallolareeni  (3c) muodostaa magnesiumnitraattiheksahydraatin  kanssa
heksameerikapseleita solvotermiselld menetelmélld asetonitriili/DMF-liuoksessa imidatsolin
lasndollessa.’® 24 magnesiumkationin ja kuuden pyrogallolareenin muodostama kapseli on
samankaltainen kuin edelld kuvatut Cu-, Ni- tai Co-pohjaiset rakenteet (Kuva 58). Onkalon
koko on 1400 A3 ja vieraana on 24 vesimolekyylia. Lisaksi kapselin magnesiumien
aksiaalisiin asemiin on koordinoitunut 20 vesi- ja nelja DMF-molekyylid. Kahdeksan jokaisen
pyrogallolareenin hydroksyyliryhmastd on deprotonoitunut magnesiumkationien varauksien

tasapainottamiseksi. Synteesi voidaan suorittaa myos asetonitriilisséd kayttamalla pyridiinia
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imidatsolin asemassa. Talloin muodostuvassa kapselissa vesi on koordinoituneena jokaiseen
magnesiumin aksiaaliseen asemaan. Lisaksi kaksi pyridiinid on vetysitoutunut kapselin

aksiaalisiin vesiin.

Kuva 58. Anioninen [[Hpy]s* @[Mgas- (3¢)s: (NO3)s2py 44(H20) 1*. Pyrogallolareenien
sivuketjut, vieraat, koordinoivat vedet ja vetyatomit on jatetty pois selvyyden vuoksi.

Reprinted with permission from 80. Copyright 2017 American Chemical Society.

6 Nanoputket

Hiilinanoputkiin verrattuna puhtaasti orgaanisten putkirakenteiden maara on rajallinen ja
useimmat raportoidut rakenteet koostuvat peptidien,” ureoiden® tai hiilihydraattien'®
syklisista oligomeerisistd. Resorsinareenipohjaiset putkimaiset rakenteet ovat kapseleihin

verrattuna harvinaisia, mutta muutama putkirakenne on raportoitu.

C-metyyliresorsinareenin (2d) on dokumentoitu muodostavan nanoputkirakenteita 1,4-
dimetyyli-1,4-diazoniabisyklo[2.2.2]oktaanin (16a) kanssa (Kuva 59).}%'% Muodostuva
nanoputki on orgaaniseksi supramolekulaariseksi rakenteeksi poikkeuksellisen stabiili, silla
putken sisalla oleva alkoholi voidaan poistaa korkeassa lampotilassa ja putken rakenne séilyy.

Haihdutettu liuotin voidaan talldin korvata toisella ja vahemman poolisella liuottimella.



52

Kuva 59. C-metyyliresorsinareenien 2d muodostama rengas a) tilantayttomalli ja b)
tikkumalli ja 16a:n tilantayttomalli. Resorsinareenin vedyt, vasta-anionit ja liuottimet on
jatetty pois selvyyden vuoksi. Reprinted with permission from ref. 102 © 2006 Wiley-VCH
Verlag.

Putki muistuttaa kolmesta séikeestd punoutunutta koyttd (Kuva 60), ja liuottimena kéytetty

alkoholi  (n-propanoli, 2-propanoli tai n-butanoli) toimii templaattina putken

muodostumiselle.*®

Kuva 60. C-metyyliresorsinareenien (2d) punoutuminen putkeksi. Reprinted with permission
from ref. 101 © 2004 Wiley-VCH Verlag.

Atwood et al'® raportoivat vesi/asetonitriili -seoksesta Kiteytetysta nelja C-
heksyyliresorsinareeniyksikkod (29) kasittavastd supramolekulaarisesta levystd, joka pinoutuu
vetysitoutumisen seurauksena nanoputkeksi pyreenin lasna ollessa (Kuva 61). Putken kuori
suojaa sisalla vuorottelevia asetonitriilin ja veden mikroympdristojd. Taman perusteella

arveltiin, ettd nanoputket voisivat sulkea sisdénsa useanlaisia vieraita samaan aikaan.



Kuva 61. Veden ja asetonitriilin mikroympéristdjen vuorottelu C-
heksyyliresorsinareeninanoputken sisalla. Reprinted with permission from ref. 103 © 2006
Wiley-VCH Verlag.

Putken ulkopinta on hydrofobinen, ja resorsinareeniyksikon sivuketjut vuorovaikuttavat

3

toisten sivuketjujen ja pyreenien kanssa.!®® Kelaatio pyreenin kanssa viittaa, etta sopivan

surfaktantin 16ytyessa putki kyettaisiin eristiméaédn nestefaasista.

C-metyyliresorsinareenin (2d) on havaittu muodostavan putkimaisia rakenteita kumariinin ja
tiokumariinin kanssa kiteytettdessa asetonista.'® Kumariinia kaytettaessa asetoni asettuu
kumariinimolekyylien valiin, mutta tiokumariinin tapauksessa asetoni on epajarjestaytynyt. C-
metyyliresorsinareenit jarjestaytyvat neljasta resorsinareenista koostuvaksi makrosykliseksi
leveyksi, ylla kuvatun C-heksyyliresorinareeni pohjaisen putken tapaan. Merkille pantavaa

on, ettd resorsinareeni on vene-konformaatiossa stabiilimman kruunukonformaation sijaan.

Kuva 62. C-metyyliresorsinareenien (2d) kruunukonformeerien muodostama makrosyklinen
levy. Vieraat ja liottimet on jatetty pois selvyyden vuoksi. Kumariini (34) ja tiokumariini
(35). Reprinted with permission from ref. 104 © 2008 Springer-Verlag.

C-3-pentyylipyrogallolareeni  (30) muodostaa heksameerisida renkaita Kiteytettdessé

etyyliasetaatti/etanoli-seoksesta. Renkaat jarjestaytyvét vetysitoutumisen kautta nanoputkiksi
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(Kuva 63), jotka lukkiutuvat toisiinsa hammasratasten tavoin pyrogallolareenien 3-

pentyylisivuketjujen vuorovaikutusten seurauksena.

Kuva 63. A) C-3-pentyylipyrogallolareeninanoputken tilantaytto ja skemaattinen esitys,
pentyylisivuketjut jatetty pois selvyyden vuoksi. B) Nanoputkien kytkeytyminen toisiinsa.'%®

Reproduced from ref. XX with permission from The Royal Society of Chemistry.

Nanoputken muodostuminen riippuu sivuketjun pituudesta.'® Muilla  sivuketjuilla (2-
propyyli, 4-heptyyli, 5-nonyyli tai n-heksyyli) varustettu pyrogallolareeni muodostaa

Kiteytyessaan samoissa olosuhteissa kahtaiskalvon.

7 Yhteenveto

Resorsinareenit ovat kaytannollisia rakennuspalikoita molekylaarisia kapseleita varten.
Niiden synteesin suoraviivaisuus seka osien ei-kovalenttinen sitoutuminen sopii biologisien
systeemien jéljittelyyn. Pyrogallolareenit ovat resorsinareeneihin verrattuna harvinaisempi ja
vahemman tutkittu molekul&érinen iséntd. Pyrogallolareenien etuna resorsinareeneihin

verrattuna on niiden kyky muodostaa metalli-ionien saumoittamia kapseleita.

Suurena haasteena on kapselien stoikiometrian sekéd vieraan valinnan selektiivisyys, silla
vieraan hallittu kapseloituminen ja vapauttaminen ovat edellytyksené kaytannon sovelluksille.
Mahdollisten vierasmolekyylien laaja kirjo mahdollistaa sovellukset l&&keaineiden
kuljetuksesta reaktion katalyysiin sekd molekyylin eristdmiseen liuoksesta. Resorsin- tai
pyrogallolareenin alakeh&& muokkaamalla voidaan s&&téa kapseleiden pakkautumista, ja mika

tarkedmpaa, liukoisuutta eri liuottimiin.
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Vetysitoutuminen on yleisin kapseloitumiseen kaytetty vuorovaikutus. Sen tarkeimpané etuna
on sitoutumisen helppo hallinta liuotinymparistéd muuttamalla. Metalliatomien saumoittamat,
varsinkin useamman kuin yhden metallin, molekylaariset kapselit ovat suhteellisen uusia
rakenteita vetysitoutuneisiin verrattuna. Metallikoordinaation etuna vetysitoutumiseen on
muodostuvan kapselin korkeampi stabiilisus, mutta tdmé voi kaantyé itseddn vastaan, mikali

kapselia ei saada hajotettua halutusti.

Kapselin muodostuminen riippuu isanndn ja vieraan tyypistd sekd mahdollisesta liuotin
ympéristosta. Naiden tekijoiden yhteisvaikutuksen johdosta kapseleiden muodostumista ei voi
aina ennustaa suoraan osien rakenteiden perusteella. Taten kapseleiden valmistaminen on
usein yrityksen ja erehdyksen tulos. Kapselin onkalon pallomainen muoto ja rajallinen
tilavuus asettavat rajoituksia vieraan muodolle ja koolle. Naista syista k&ytdnnon sovellusten

maaré on tata kirjoitettaessa rajallinen, mutta niiden voidaan olettaa kasvavan.
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Experimental section:

synthesis of phenylalanine-based low molecular weight gelators
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1 Introduction to the work

Gels are soft, solid-like materials, which comprise of a solid phase (gelator/ building block)
and a liquid phase (solvent).’® Gels consists of typically 99 % of solvent by weight, but no
gravitational free flow is observed (self-supporting materials). They are distinguished in four
main categories, based on the nature of their fibrous matrix: 1) ordered lamellar structures, 2)
disordered covalent structures, 3) polymer networks, and 4) particulate disordered structures.
The latter consists of precipitates of a reticular network of fibres or anisotropic particles. The
small molecules that self-assemble into fibres are named low molecular weight gelators,
LMWGs. Gels are also distinguished into hydro- and organogels, based on the used solvent.
In hydrogels, the building blocks contain mainly hydrophilic groups in contrast to organogels,
where hydrophobicity is responsible for triggering gelation. Further to this, gelation can be
induced due to covalent interactions (chemical gels) or due to non-covalent interactions
(supramolecular gels/physical gels). Gels have been extensively used in applications in areas
such as food and cosmetics, medicine (controlled release and delivery of drugs) and

electronics.’

Graphene, an allotropic form of carbon, is a two dimensional nanomaterial which consists of
sp® hybridized carbon atoms, bonded in a honeycomb lattice.’®® Graphene oxide (GO) derives

109,110

from oxidation of graphene and consists of a carbon monolayer lattice baring functional

groups such as hydroxyl, epoxy and carbonyl. Interestingly, graphene and its derivatives show

antibacterial activity."****?

Fmoc protected amino acids are commercially available and their gelation ability has been
extensively studied.”™® One of the most commonly referenced derivative is that of
phenylalanine, Fmoc-F (1) (Figure 1). Amino acids, the building blocks of proteins, are
abundant in living systems and therefore they have been used for the preparation of gels for

medicinal applications.



58

Figure 1 Fmoc-protected phenylalanine, Fmoc-F (1)

Cinnamic acid (2), p-coumaric acid (3) and caffeic acid (4) (Figure 2) are present in
foodstuffs and could could be used as precursors for the preparation of potential gelators
suitable for biological applications. Further to this, a set of amide derivatives of the

aforementioned acids have antibacterial properties.***>11
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R
Figure 2. Cinnamic acid (2), p-coumaric acid (3) and caffeic acid (4)

We intent to synthesize and characterize phenylalanine based hydro- and organogels. This
gelation research study is part of a project aiming at the preparation of graphene based

microchips for neuroprosthetic applications.

Here, we describe the preparation of dual component gels consisting of Fmoc-F 1 and GO. To
the best of our knowledge no such gels have been previously reported. In addition, a set of
phenylalanine-based potential gelators, protected by cinnamic acid 2, p-coumaric acid 3 and

caffeic acid 4, is described.



2 Reagents and solvents

All reagents and solvents were purchased from thr commercial suppliers. Graphene oxide

suspension was dried in vacuo. No purification or modification was performed for other

reagents and solvents.

Table 1. Reagents
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Reagent Supplier Purity
(if given)
Graphene oxide water dispersion | Graphenea -
¢ =4 mg/ml
Cinnamic acid Fluka > 99%
Coumaric acid Tokyo Chemical Industry > 98 %
Caffeic acid Tokyo Chemical Industry > 98 %
silica gel 60 Merck -
MgSQ, - xH,0 Sigma-Aldrich 99.0-101.0%
AC

NaHCOs VWR Chemicals 100 % AC
PBS Phosphate buffer saline Fisher Chemical
(S)-Phenylalanine tert-butylester | Carbosynth -
HClI,
TBTU Merck >98 %
(N)-(tert-Butoxycarbonyl)-2- TCI > 99 %

phenylalanine

Silicon dioxide

Sigma-Aldrich




Table 2. Solvents
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Solvent Supplier Purity (if given)
) ACS Reag. Ph.
Ethyl acetate VWR Chemicals
Eur.
Hexane VWR Chemicals HPLC grade
_ ) ACS Reag. Ph.
Dichloromethane VWR Chemicals
Eur.
) ACS Reag. Ph.
Toluene VWR Chemicals
Eur.
Methanol J. T. Baker HPLC grade
N",N""-dimethylformamide, anhydrous Acros Orcanics, >99.8 %
H,O, deionised - -
Dimethylsulfoxide Merck >99 %
de-DMSO Eurisotop >99.8 %D

3 Instrumentation

NMR spectra were recorded using Bruker Advance 111 HD 500 MHz and Bruker Ultrashield
300 MHz NMR spectrometers. IR spectra were measured using Bruker Tensor 27 FT-IR
spectrophotometer. Raman measurements were carried out using Thermo Scientific DXR
Raman microscope. Optical microscopy images were taken with Olympus BH2-UMA optical

microscope. For imaging gels, Bruker AFM-icon dimension microscope was used. Dr.

Hielsher UP 200s Ultraschallprozessor was used to sonicate the gelation suspensions.
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4 Gelation experiments

4.1 Minimum gelation concentration

Six Fmoc-F suspensions with concentrations 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 and 6.0 mg/mL, were
prepared in PBS buffer solution (pH = 7.4). The suspensions were sonicated for 2 minutes,
heated at 80 °C for 30 minutes and left finally to cool at r.t. Next day, gelation was observed

by inverting the vials. Self-supporting gels were obtained at concentrations above 2.0 mg/mL.
The phase transition temperature (Tgerso1) Of the gels was measured by heating the samples in
10-minute intervals, at a range of temperatures increased by 5 °C. The obtained results are

given below (Table 3). Interestingly, all gels were thermally reversible.

Table 3. Phase transition temperature measurements.

c(Fmoc-F) | gel | Tgeisor | Thermal reversibility
mg/mL
1.0 no | n.a. n. a.
2.0 yes | 30-35 yes
3.0 yes | 45-50 yes
4.0 yes | 50-55 yes
5.0 yes | 55-60 yes

4.2 Effect of graphene oxide on Fmoc-F gelation

A graphene oxide suspension in water (4 mg/ mL) was dried in vacuo and the obtained dried
graphene oxide flakes were further suspended in PBS solution to achieve GO suspensions
with concentrations of 0.25, 0.5, 0.75, and 1.0 mg/mL. These suspensions were then used to
prepare Fmoc-F gels (c(Fmoc-F) = 2 mg/mL) using the protocol above. GO did not affect the
thermal reversibility of the samples neither the phase transition temperature (Table 4).
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Table 4. Dual component hydrogels of Fmoc-F and GO. The concentration of Fmoc-F was
kept constant at 2.0 mg/ mL.

c(GO)/ gel Tgel-sol thermal
mg/mL reversibility
0.25 yes 55-60 yes
0.5 yes 55-60 yes
0.75 yes 55-60 yes
1.0 yes 55-60 yes

4.3 Effect of GO on the minimum gelation concentration of Fmoc-F

In order to determine whether GO has an effect on the minimum gelation concentration of
Fmoc-F, several GO suspensions (0.25, 0.5, 0.75 and 1.0 mg/mL) were prepared and mixed
with Fmoc-F. Two different concentrations of Fmoc-F were used, the minimum gelation
concentration (2 mg/mL) and a lower in which gelation is not achieved (1.0 mg/ mL) (Table
5). From the data it is evident that the presence of GO doesn’t have an immediate effect upon
gelation. Therefore, further studies need to be conducted as to assess how GO interacts with

the Fmoc-F fibrous network.

Table 5. The effect of different GO concentrations on gelation.

C(Fmoc-F), ¢(GO), mg/ml self-supporting
mg/mL hydrogel

0.25 no
0.5 no

1.0*
0.75 no
1.0 no
0.25 yes
0.5 es

2.0 Y
0.75 yes
1.0 Yes

*Aggregates of GO were observed in 1 mg/mL solutions.
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4.4 Sterilization

To assess the cytotoxicity of the formed materials for cell culture applications, we planned
preliminary bacterial cultivation studies of gram-negative Escherichia Coli. To avoid any
contamination of the culture, sterilization of the gels prior cultivation is necessary. Since
heating is deadly to most bacteria we decided to modify the gelation protocol by increasing
both the duration of heating (1 h) and the temperature of the block heater (95 °C).
Sterilization was performed on dual component gels of Fmoc-F at its minimum gelation
concentration (2 mg/mL) with several GO concentrations (0, 0.25, 0.5, 0.75 and 1.0 mg/mL)
(Table 6). No free gravitational flow was observed by inversion of the vials. Interestingly,
aggregates of GO were formed within the Fmoc-F gels, separated as two distinguished phases
(Figure 3).

Table 6. Sterilization experiment

c(Fmoc-F), | ¢(GO), | Gelation
mg/mL mg/mL | outcome
0.0
0.25 self-
2.0 0.5 | supporting
0.75 | hydrogels
1.0

Figure 3. Two distinguished phases within self-supporting gels were observed when the
temperature was increased during the heating cycle.
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5 Spectroscopic and microscopic studies

All obtained spectra and images were taken using Fmoc-F hydro/xerogel c(Fmoc-F) = 6
mg/mL and Fmoc-F/GO hydro/xerogel c(Fmoc-F) = 6 mg/mL and ¢(GO) = 0.5 mg/mL.

5.11R

Initial measurements with Fmoc-F hydrogel yielded very poor resolution and as such the
obtained data from the “wet” gel were not analysed. 128 scans were therefore run to minimize
signal-to-noise ratio and increase the resolution of IR spectra of GO, Fmoc-F powder and
xerogel samples. Signal overlap in Fmoc-F/GO xerogel complicates the spectral

interpretation.

The IR spectrum of Fmoc-F xerogel shows a substantial decrease in the intensities of all
peaks compared to that of Fmoc-F powder. A redshift is observed in C=0 stretch signal.
Some, non-revelant, peaks are completely diminished. Overall, the IR-spectrum of the Fmoc-
F powder has higher peak intensities. GO C-O epoxy peak shows a red shift compared to
reference suggesting H-bonding with residual water. In addition, the peak is very broad
making the interpretation more difficult.

Incorporation of graphene oxide to gel leads to red shift for C=0 stretch peak from Fmoc-F,
which overlaps with the C=0 stretch peak of GO. This indicates that carbonyl groups take
part in non-covalent interaction. A red shift is also observed in epoxy C-O stretch. Relevant

signals for all substances and references for Fmoc-F*** and GO’ are collected in Table 7.
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Table 7. FT-IR signals of the corresponding functional groups

Signal Typical Fmoc-F Fmoc-F GO/ cm™ Fmoc-F/GO

origin signal/ cm™ | powder/ cm™ | xerogel/ cm’ xerogel/ cm’
114,117 1 1 1

O-H stretch | 3430 - - - 3400

C=0 stretch | 1728 - - 1732 1693

Aromatic 1627 - - 1620 1598

C=C and O-

H bending

Epoxy C-O | 1232 - - 1284 1236

stretch

Alkoxy C-O | 1061 - - 1047 1085

stretch

N-H stretch | 3313 3315 3330 - 3315

C=0 stretch | 1720 1720 1691 - 1693

N-H 1536 1537 1539 - 1535

bending

C-O C-N 1254 1253 1253 - 1257

stretch

C-H out of | 894 894 933 0or 1041 | 881 933 or 869

plane or 1085
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Figure 4. Comparison of obtained IR spectra of Fmoc-F powder and Fmoc-F/GO xerogel

The FTIR spectra of graphene oxide flakes, Fmoc-F powder and that of the dual component
xerogel are compared. An N-H stretching vibration peak at 3314 cm™ (amide A band) and
1537 cm™ (amide Il band) indicate that the amide-amide H-bonds are intact at the gel state.
Lack of the 1720 cm™ carbonyl carbamate group band at the xerogel spectrum suggests that
the Fmoc carbonyl group is involved in either H-bond formation or other type of non-covalent
interactions. In addition, the 1254 cm™ peak corresponding to the C-O or C-N stretch is

decreased at the gel state whereas that at 895 cm™ (C-H out of plane) is diminished.
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5.2 Raman

A Raman spectrum was measured for Fmoc-F/GO gel and compared with that of graphene
oxide (Virhe. Viitteen lihdetti ei léytynyt.). Raman spectra of graphene and graphene
derivatives have two main areas of interest, namely the G band (~1350 cm™) and D band
(~1580 cm™)."® The G band is due to C-C stretch of carbon-carbon double bonds whereas the
D band corresponds to defects present at the honeycomb lattice due to the change of the
hybridization of carbon atoms (sp’>—sp®). The D and G band signals in GO spectrum are
observed at 1349 cm™ and 1594 cm™ and for the Fmoc-F/GO gel at 1348 cm™ and 1610 cm’
! respectively. The G band of the Fmoc-F/GO gel is blue shifted compared to native GO.
This indicates that the size of the in-plane sp? domains decreases in comparison with native
graphene oxide. An increased D/G ratio from 1.038 to 1.040 in Fmoc-F/GO gel suggests a
decrease of the in-plane sp? domains and a rather ordered structure of GO nanosheets within
the fibrous network.
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Figure 5. Raman spectra of GO and Fmoc-F/GO gel.

5.3 Atomic force microscopy (AFM)

Fmoc-F and Fmoc-F/GO xerogels on Si/SiO, substrates were imaged with AFM. AFM shows
no difference in surface topologies of Fmoc-F (Figure 6, top) and Fmoc-F/GO (Figure 6,

bottom) xerogels. Also, no fibres were observed on the surface of both samples.



68

-12.5nm v 19.7 nm
19.7 nm A
V¥ 19.3 nm

Height Sensor 200.0 nm

Figure 6. Cross section analyses of Fmoc-F xerogel (top) and Fmoc-F/GO xerogel (bottom)

5.4 Transition electron microscopy (TEM)

Transmission electron microscopy shows the formation of Fmoc-F fibres. Incorporation of
graphene oxide results in elongated fibers (Figure 7, top). Agglomeration of Fmoc-F
molecules is also observed at the dual component hydrogel (Figure 7, bottom). It is evident
that a crystallization process takes place during gelation, which consists of a nucleation-fibre
growth mechanism. This is an indication of fibre formation originating from nucleation
centres (spherulites). In the case of spherulitic fibre formation, fibres originate from spherulite

centres and, as they grow, they penetrate to neighbouring spherulites.
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Figure 7. TEM images of Fmoc-F/GO (top) note the spherulites (two black spots), and Fmoc-
F/GO (bottom)

TEM imagining also shows the incorporation of graphene oxide into the gel matrix, as
evidenced by the obtained IR and Raman data.

5.5 Optical microscopy

Optical microscopy images show the formation of fibres in both Fmoc-F/GO gel (Figure 8

top) and dual component gels with GO (Figure 8 bottom). Interestingly coiled coil
entanglement of the fibres is visible.
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Figure 8. Optical images of Fmoc-F/GO gel with 50x magnification (top) and Fmoc-F gel

with 5x magnification
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6 Synthesis of phenylalanine-based gelators

6.1 Introduction

Amide bonds can be formed via a condensation reaction between amines and carboxylic
acids, similar to an esterification reaction between alcohols and carboxylic acids.*** However,
amines and carboxylic acids can undergo an acid-base reaction leading to a salt. In such a
case, a condensation reaction of the salt is possible at high temperatures (> 160 °C) but the
substrates often contain functional groups that are incompatible at high temperatures,
rendering this method not applicable. Therefore, activating the carboxylic acid by adding a

better leaving group is an alternative approach to successfully form amide bonds.

Carboxylic acids can be converted into acyl halides, acyl azides, anhydrides, or esters, to
facilitate the amide formation synthesis.**® Such an approach is, however, challenging due to
low yields, racemisation, and difficult purification. The use of coupling agents on the other
hand, enables the formation of amide bonds under milder conditions and, without prior

modification of the starting materials, reduces this way the number of synthetic steps.

TBTU (Figure 11) is a convenient coupling agent since its side products HOBt and urea are
water soluble and can be easily removed by washings. The mechanism of TBTU mediated

amide bond formation is given below (Figure 11).
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Figure 9. TBTU (5) and the reaction mechanism of an amide bond formation using TBTU as

a coupling agent.

6.2 General procedure of synthesis

All reactions were undertaken at r.t. under a N, atmosphere. Cinnamic acid, or its hydroxyl
derivate, (1 eq.), FOtBu (1 eq.), TBTU (1.5 eq.) and NaHCO; (2.5 eq) were dissolved in
anhydrous DMF and the mixture was stirred for 18 h. The solvent was evaporated under
reduced pressure and the obtained residue was dissolved in DCM and washed with water. The

obtained aqueous phase was back extracted with DCM and the organic phases were washed
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with water, HCI (1 M), and NaHCOj3 (sat.). The residue was dried by evaporation of the
solvent under vacuum. The residue was finally dissolved in the minimum amount of DCM
and the product was obtained by flash column chromatography (FCC). (eluent: hexane: ethyl-

acetate). FCC was monitored with TLC.

(@)
o o Y —a

— . 0 TBTU, NaHCO,4 ENVAR
©) ’
R NH, DMF, r.t, N, —
R R
2 Cinnamic acid R=R'=H 6 FOrBu-HCI R
3 p-Coumaric acid R=0H,R'=H ) '
4 Caffeic acid R = R' = OH 7CinFO/BuR =R'=H

8 p-CumFOBu R =0OH, R'=H
9 CafFO/Bu R =R'=OH

Figure 10. Synthesis of phenylalanine amides of cinnamic, coumaric and caffeic acids.

Reaction of the phenylalanine tert-butyl ester with cinnamic acid yielded the desired product
clean (for NMR spectra see appendix I, Figure 10 and Figure 11). However, when reacting the
amino acid with p-coumaric and caffeic acids, the F.C.C. gave two or three fractions for each
synthetic scheme. *H NMR spectra showed that one of the fractions, obtained from each
reaction, was a mixture of the desired product wtith starting material and solvents, while the
rest of the fractions consisted of an impure mixture of the starting materials, the product and
possibly intermediate compounds. Only the spectra of both purified CumFOtBu and
CafFOtBu are given for reference (appendix I, Figure 13 and Figure 15). The reaction trials
with p-coumaric acid provided a more pure product compared to that with caffeic acid. It is
possible that the hydroxyl groups present in p-coumaric acid and caffeic acid can be
deprotonated under basic conditions. Indeed, the hydroxyl groups in caffeic acid have been
shown to be more acidic than phenyl hydroxyl groups in general.**® Further to this, activated
phenylalanine and both products (CumFOtBu and CafFOtBu) have a similar reference front

(Rf) and thus cannot be efficiently separated with FCC.

The reaction conditions were therefore modified by changing the amount of FOtBu and
TBTU to 1.2 eq. as to avoid excess of HOBt formation. In addition, the purification procedure
was altered by performing washings using only an increased amount of solvents. *H NMR

spectra verified the presence of the product and solvents. The obtained amides were thick
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syrups and during drying they turned into glassy solids. This indicates that the solvents were
entrapped in the syrup, leading possibly to different solvatomorphs. The reaction yields were

overall low, and in some cases the product was lost due to extensive washings.

The most of the reported reactions were performed more than once. In contrast to cinnamic
acid, these reactions with coumaric and caffeic acid yielded thick yellow syrup that proved

challenging to dry from residual solvents.

7 Experimental

The synthesis of CinFOtBu (7) was used to test the initial protocol for syntheses of
CumFOtBu (8) and CafFOtBu (9) and as a baseline comparison for the purity of (8) and (9).
The *H NMR-spectra of (8) and (9) showed substantial solvent residue peaks and therefore
13C spectra were not recorded. The yields were also not calculated due to the aforementioned

solvent residues.

7.1CinFOtBu (7)

Figure 9. CinFOtBu (7)

CinFOtBu (7) was synthesized by Dr. Sitsanidis.

'H NMR (500 MHz, DMSO) & 8.41 (d, J = 7.7 Hz, 1H, NH), 7.53 (d, J = 7.0 Hz, 2H, Ar),
7.46 — 7.31 (m, 4H, Ar), 7.29 — 7.14 (m, 5H, Ar), 6.69 (d, J = 15.8 Hz, 1H vinyl), 4.49 (dd, J
=14.6, 7.9 Hz, 1H, CH), 3.13 - 2.80 (m, 2H, CH,), 1.30 (s, 9H, C(CHy3)3).
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3C NMR (126 MHz, DMSO) & 170.71 (Ar), 164.84 (Ar), 139.31 (vinyl), 137.11 (Ar),
134.74 (Ar), 129.85 — 126.22 (Ar), 121.51 (vinyl), 80.71 (C(CHa)3), 54.24 (CH), 37.09
(CHy), 27.53 (C(CHjs)s).
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Figure 10. 'H NMR of CinFOtBu (7)
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Figure 11. **C NMR of CinFOtBu (7)

7.2 CumFOtBu (8)

HO 8
Figure 12. CumFOtBu (8)

FOtBu (6) (785 mg, 1 eq) and NaHCO3 (639.6 mg, 2.5 eq) were dissolved in anhydrous DMF
at r.t. under a N, atmosphere and left to stir for 30 min. TBTU (5) (1.46 g, 1.5 eq) and p-
coumaric acid (3) (505 mg, 1 eq.) were then added and the reaction was monitored by TLC
(eluent Hex:EtOAc 2:3, Hanessian's stain). The mixture was left to stir overnight at r.t. under

inert conditions.



77

Next day, the solvent was evaporated in vacuo and the obtained residue was dissolved in
EtOAc (20 ml). The organic phase was washed three times with water (20 ml), and the
aqueous phase was back extracted with EtOAc. The solvent was evaporated under reduced
pressure and the product was purified by flash column chromatography (eluent:

hexane:ethylacetate).

'H NMR (500 MHz, DMSO) 5 9.81 (s, 1H, OH), 8.26 (d, J = 7.7 Hz, 1H, NH), 7.37 (t, J =
11.2 Hz, 2H, Ar), 7.33 — 7.14 (m, 6H, Ar), 6.76 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar), 6.45 (d, J = 15.8 Hz,
1H, Ar), 4.54 — 4.41 (m, 1H, CH), 3.07 — 2.78 (m, 2H, CH,), 1.30 (s, 9H, C(CHa)s).

ry T ) %

S - < - S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
83 82 81 80 79 78 7.7 76 75 74 73 72 71 70 69 68 6.7 66 65 6.4

f1 (ppm)

T bt AN I T P S T
S ? 29 S N <
= S - o = o &

1.8

i
<

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figure 13. *H NMR of CumFOtBu (8)
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7.3 CafFOtBu (9)

HO OH g

Figure 14. CafFOtBu (9)

FOtBu (6) (715 mg, 1 eq) and NaHCO3 (589.5 mg, 2.5 eq) were dissolved in anhydrous DMF
(15 ml) under N, atmosphere and left to stir for 30 min at r.t. TBTU (5) (1.34 g, 1.5 eq) and
caffeic acid (4) (505 mg, 1 eq) were then added and the reaction was left to stir overnight. The

reaction was monitored by TLC (eluent Hex:EtOAc 2:3, Hanessian's stain).

Next day, DMF was evaporated in vacuo and the residue was dissolved in EtOAc (20 ml).
The organic phase was washed thrice with water (20 ml), and the aqueous phases were back
extracted with EtOAc. The solvent was finally evaporated under reduced pressure and the

product was purified by flash column chromatography (eluent: hexane:ethylacetate).

'H NMR (500 MHz, DMSO) § 9.32 (s, 1H, OH), 9.06 (s, 1H, OH), 8.26 (d, J = 13.3 Hz, 1H,
NH), 7.30 — 7.14 (m, 8H, Ar), 6.91 (d, J = 1.5 Hz, 1H, Ar), 6.85 — 6.66 (m, 2H, Ar), 6.38 (d,
J=15.7 Hz, 1H, Ar), 4.46 (dd, J = 14.6, 7.9 Hz, 1H, CH), 3.03 — 2.84 (m, 2H, CH5), 1.30 (s,
9H, C(CHa)a).
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Figure 15. 'H NMR of CafFOtBu

7.4 CumFOtBuU (8), revised protocol

FOtBu (6) (943 mg, 1.2 eq) and NaHCOg3 (641mg, 2.5 eq) were dissolved in anhydrous DMF
(15 ml) under N, atmosphere and left to stir at r.t. for 30 min. TBTU (5) (1.18 g, 1.2 eq) and
p-coumaric acid (3) (500 mg, 1 eq) were then added and the reaction mixture was stirred for
18 h. The reaction was monitored by TLC (eluent; EtOAc:MeOH:H,O 7:2:1, Hanessian's

stain).

DMF was evaporated under reduced pressure (co-evaporation with toluene) and the obtained
residue was dissolved in DCM (10 ml). The solution was washed repeatedly with water and
the aqueous phases were back extracted with DCM. The organic phases were combined and
washed initially with water followed by aq HCI (1 M), ag NaHCOg (saturated) and finally
with water. The solution was dried with MgSQOy,, and the solvent was evaporated in vacuo.
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'H NMR (300 MHz, DMSO) § 9.81 (s, 1H, OH), 8.28 (d, J = 7.9 Hz, 1H, NH), 7.45 — 7.07
(m, 8H, Ar), 6.79 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar), 6.48 (d, J = 15.8 Hz, 1H, Ar), 4.50 (dd, J = 14.5,
8.0 Hz, 1H, CH), 3.10 — 2.84 (m, 2H, CH,), 1.33 (s, 9H, C(CHa)s).
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Figure 16. *"H NMR of CumFOtBu (8), revised

7.5 Addressing the NMR

Solvent signals were present in all *H NMR spectra. Further to this, signals corresponding to
unreacted starting material (FOtBu) were also present, but not for the revised work up which
indicates that the unreacted phenylalanine ester was successfully removed by changing the pH
value of the obtained residue. Interpretation of the aromatic region in *H NMR spectra was
particularly challenging since aromatic protons and vinyl protons overlapped. In addition,
toluene and DMF signals were also present. Due to the presence of solvents we could not
calculate the actual yield of the products. The coupling of cinnamic acid with FOtBu however
produced higher yield compared to the caffeic acid coupling which gave the lowest. *C NMR
spectra were recorded only after the residues were checked for purity by *H NMR.
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8. Conclusions

The minimum gelation concentration of Fmoc-F was identical to the reported one. A protocol
for dual component hydrogels (Fmoc-F and GO) was also established. Gelation experiments
required 24 h to allow the gelation to recur. All gels, except c(Fmoc-F) = 2 mg/mL, had a
higher than 37 "C phase transition temperature which make them suitable candidates for
biological applications. Sterilization of the gels by an increased temperature was
unsuccessful. The agglomeration of GO into a distinguished phase within the Fmoc-F

hydrogel, showcases the metastable character of the dual component gels.

The purification of CumFOtBu and CafFOtBu proved to be challenging. Flash column
chromatography was not efficient as side products and starting materials signals were present
in obtained NMR spectra. Washing with higher volumes of solvents allowed the removal of
DMF. The yields were low compared to CinFOtBu. Residual solvents were trapped within the
product even after extensive drying, suggesting the formation of solvatomorphs (glassy

solids). However, the obtained product should be suitable for further syntheses.
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