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1 Założenia i cel pracy 13
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2.3.1 Ilósciowe miary rozpoznania chiralnego . . . . . . . . . . . . . . . . 24

2.3.2 Metody wyznaczania stałych tworzenia kompleksów . . . . . . . . . . 29

2.3.2.1 Teoretyczne aspekty miareczkowania . . . . . . . . . . . . . 29

2.3.2.2 Kompleksy o stechiometrii 1 : 1 . . . . . . . . . . . . . . . . 33
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Wykaz skrótów i oznaczén użytych w pracy:

Ala alanina

α selektywnósć

βi =
±i

n�1 Kn łączona stała trwałósci

DX = rDXs0,f aza�a

rDXs0,f aza�b
współczynnik podziału substancji X

DIPEA diizopropyloetyloamina

DMAP 4-(N,N-dimetyloamino)pirydyna

DMF dimetyloformamid

DCM dichlorometan

DMSO dimetylosulfotlenek

∆Z niepewnósć wielkósci Z

EDCI 1-etylo-3-(3-(N,N-dimetyloamino)propylo)karbodiimid

ee = |nS�nR|

nS�nR
, nadmiar enancjomeryczny

ekw. ekwiwalent

ELLE enancjoselektywna ekstrakcja ciecz-ciecz

ELSE enancjoselektywna ekstrakcja ciecz-ciało stałe

ESI źródło jonów typuelektrosprej

FID detektor płomieniowo-jonizacyjny w GC

G cząsteczka gościa

GC chromatografia gazowa

H cząsteczka gospodarza

HOBt 1-hydroksybenzotriazol

K stała trwałósci kompleksu

Met metionina

MK miareczkowanie konkurencyjne

MS spektrometria mas

Phe fenyloalanina

RMSE =
b

°n
i�1pY

obs
�Yobl

q

2

n - piewiastek zésredniego odchylenia kwardatowego

RPI relative peak intensity, względna intensywnósć pików, parametr MS

TBA kation tetrabutyloamoniowy

THF tetrahydrofuran

TLC chromatografia cienkowarstwowa

TMA kation tetrametyloamoniowy

Tyr tyrozyna

Val walina

xpXq ułamek molowy składnika X

Y wielkość fizyczna mierzona podczas miareczkowania

YX wartósć Y dla czystego związku X

Y∆HG = YHG�YH

rXs stę̇zenie składnika X

rXs0 całkowite stę̇zenie składnika X we wszystkich jego formach
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Rozdział l 

Założenia i cel pracy 

W naszym Zespole od wielu lat zajmujemy się chemią supramolekularną- niekowalencyjnymi 

oddziaływaniami typu receptor - substrat. Początkowo badania obejmowały wiązanie cząste

czek obojętnych i kationów, w ostatnim czasie przedmiotem zainteresowania stały się oddzia

ływania anionów z elektrycznie obojętnymi receptorami. To drugie zagadnienie jest dużo trud

niejsze od wiązania kationów, ze względu na różnorodne kształty anionów, ich silną solwatację 

i niezdolność do tworzenia wiązań koordynacyjnych. Kompleksowanie anionów realizowane 

było w Zespole poprzez szereg makrocyklicznych i łańcuchowych receptorów zawierających 

donory wiązań wodorowych w grupach amidowych, mocznikowych i pirolowych I-s. Jeszcze 

większym wyzwaniem jest badanie procesów wiązania, w których zarówno receptor jak i sub

strat są chiralne. Szczególnie interesujące są w tych układach różnice w oddziaływaniach enan

cjomerycznie czystego receptora z enancjomerami gościa. 

Rozpoznanie chiralne - rozróżnianie enancjomerycznych substratów przez homochiralny 

receptor- jest najbardziej subtelnym rodzajem selektywności i wymaga bardzo precyzyjnej 

organizacji przestrzennej struktury receptora. Proces tenjestjednocześnie powszechnym i fun

damentalnym zjawiskiem funkcjonującym w układach biologicznych. Większość cząsteczek 

występujących w organizmach żywych jest chiralna i w związku z tym selektywne oddziały

wania między nimi mają charakter rozpoznania chiralnego. W szczególności dotyczy to wiąza

nia małych chiralnych cząsteczek przez makromolekularne (głównie białkowe) receptory, które 

obejmuje m.in. naturalne szlaki komunikacyjne (neurotransmitery i hormony), percepcję zmy

słową (np. odmienny zapach enancjomerów), jak również działanie syntetycznych leków. W 

konsekwencji, podstawowe badania nad zjawiskiem rozpoznania chiralnego są bardzo istot

ne, nie tylko dla pełnego zrozumienia mechanizmów biochemicznych, ale także z praktycz

nych powodów, np. dla projektowania nowych leków. Rozpoznanie chiralne jest również waż

ne dla praktyki analitycznej, jest bowiem podstawą rozróżniania enancjomerów. Zjawiska te 

dotyczą oddziaływań analitu z chiralną fazą stacjonarną w metodach chromatograficznych, jak 

również określają zasady działania sensorów kolorym~ify~~uorescencyjnych czy elek-
l<·;. ~, \ 
!C/ i"~" .... --,- \:_. \ 13 1 .... .:Jit'': ~·t.lt'·~ ··J 
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trochemicznych. Preparatywny rozdział enancjomerów na drodze chromatografii, selektywną

ekstrakcję do fazy stałej, czy też transport przez syntetyczne membrany bazują na zjawisku

rozpoznania chiralnego.

Mimo tak znacznej wagi omawianego problemu, zagadnienia rozpoznania chiralnego są

ciągle stosunkowo mało poznane. Przez długi czas postępy tej gałęzi chemii supramolekularnej

były hamowany przez niedostateczny rozwój teorii i aparatu pojęciowego; przyczyniały się do

tego tak̇ze praktyczne problemy związane z niedoskonałością narzędzi badawczych. Dopiero

ok. 20 lat temu te dwa ogranicznenia zostały pokonane i nastąpił rozkwit badań w zakresie roz-

poznania chiralnego. Główny nurt tych badań dotyczy syntezy nowych chiralnych receptorów

wiążących okréslonej klasy cząsteczki z uwzględnieniem ich enancjodyskryminacji.

Przewidywanie zdolnósci syntetycznych receptorów do efektywnego rozpoznania chiralne-

go jest bardzo trudne i opiera się na kilku elementach, do których zaliczyć trzeba znajomósć do-

tychczasowych doniesień literaturowych, przybli̇zone modelowanie kompleksów gość-receptor

oraz intuicja badacza. Projektowanie receptorów wymaga zwykle podejścia iteracyjnego. Z

punktu widzenia badán podstawowych, kȧzdy wynik rozpoznania chiralnego (nawet jego brak)

jest bardzo istotny, gdẏz wzbogaca wiedzę dotyczącą korelacji struktura–enancjoselektywność.

Najprostszym sposobem na wzbogacenie tej wiedzy jest ewaluacja dużych bibliotek recepto-

rów o ró̇znorodnych strukturach. Wiąże się to z koniecznością przeprowadzeniȧzmudnej syn-

tezy wielu serii homologów i analogów. Z oczywistych powodów, w dziedzinie rozpoznania

chiralnego takie podejście jest niesłychanie rzadkie. Zdecydowana większość doniesién litera-

turowych dotyczy pojedynczych receptorów lub ich małych serii (ok. 3-4), co bardzo utrudnia

uogólnienia.

O ile synteza kombinatoryjnych bibliotek receptorów nie jest dzisiaj poważnym proble-

mem, o tyle ewaluacja receptorów pod kątem ich efektywności w rozpoznaniu chiralnym jest

znacznie trudniejsza. Podstawowe metody badania rozpoznania chiralnego są bardzożmudne,

podatne na błędy i obarczone dużą niepewnóscią pomiarową. Natomiast alternatywne metody

nie zostały dotąd wiarygodnie zweryfikowane. Zarówno sam teoretyczny aspekt procedur ana-

litycznych, jak równiėz znalezione w literaturze przykłady błędnych analiz, skłoniły mnie do

przeprowadzenia bardzo wnikliwej i krytycznej rewizji ilościowych metod badania rozpozna-

nia chiralnego. Szczegółowa analiza teorii i praktyki procedur pomiarowych, którą przedstawię,

przekonała mnie,̇ze etap analizy jest największym hamulcem badań w tej dziedzinie. Jest też

źródłem powȧznych błędów, które powodują,że w chwili obecnej jakakolwiek meta-analiza

opublikowanych wyników byłaby bezwartościowa, a nawet wprowadzająca w błąd.

Z powyższych powodów moim głównym celem było opracowanie i wyznaczenie zakresu

stosowalnósci alternatywnych metod badania rozpoznania chiralnego w odniesieniu do chiral-

nych anionów karboksylanowych. Aby zrealizować to zadanie potrzebowałem grupy testowych

receptorów, które słu̇zyłyby do krytycznej ewaluacji nowych metod i ich optymalizacji. Grupa
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receptorów powinna býc wystarczająco liczna i zró̇znicowana strukturalnie, dlatego opracowa-

na metoda ich otrzymywania powinna być dogodna w syntezie serii homologów i analogów.

Opracowanie takiej metody i przeprowadzenie syntezy rodziny receptorów stanowiło dodatko-

wy cel mojej pracy, niezbędny do realizacji głównego założenia. Po opracowaniu stosownej,

ogólnej metody syntezy planowałem przeprowadzenie dla rodziny tak otrzymanych receptorów

korelacji między ich strukturą a zdolnościami do enancjodyskryminacji, co mogłoby w przy-

szłósci posłu̇zyć jako wytyczne do projektowania receptorów o lepszych właściwósciach.

15
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Rozdział 2

Czę́sć Literaturowa

Chodzi o pewien rodzaj uczciwości naukowej, zasadę naukowego myślenia, która

wiąże się z bezwzględną uczciwością – dołożenie wszelkich starań. Jeśli na przykład

robicie jakieś doświadczenie, to powinniście opisać wszystko to, co – waszym zda-

niem – mogłoby podać je w wątpliwość (nie tylko to, co w nim jest w porządku), inne

przyczyny, które mogły dać podobny wynik, rzeczy, które jak się wam wydaje udało

się wykluczyć na podstawie innego doświadczenia i na czym to polegało tak,żeby

mieć pewność,̇ze ktoś inny tėz będzie mógł przyznać,że zostały wyeliminowane.

Powinniście podać wszystkie szczegóły, które mogły budzić wątpliwości co do wa-

szej interpretacji, jeśli oczywiście je znacie. Musicie zrobić wszystko, na co was

stać.

R. Feynman, z przemówienia na uroczystości rozdania dyplomów, Caltech 1974

2.1 Wprowadzenie

Początek XIX wieku to burzliwy rozwój chemii oraz fizyki. Odkrycie wielu zjawisk z pogra-

nicza tych dziedzin, rozumianego dzisiaj jako chemia fizyczna / fizyka chemiczna, utorowało

drogę do wielu dalszych odkryć.i W roku 1827 Wöhler zauwȧzył, że dwa związki chemiczne

- kwas cyjanowy i kwas piorunowy mają taki sam skład pierwiastkowy mimo różnych włásci-

wości. Rok później, po kolejnym spostrzeżeniu, że mocznik ma taki sam skład jak cyjanian

amonu, Wöhler przeprowadził jego termiczną izomeryzację do mocznika. Ta prosta przemiana

podwȧzyła obowiązującą wówczas teorię o sile witalnej i otworzyła drzwi dla rozwoju chemii

organicznej rozumianej ju̇z nie tylko jako badanie związków naturalnych, ale uwzględniającej

iRozdział ten przygotowałem bazując na przeglądzie Flacka6 i okolicznósciowym eseju Cintasa7
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także mȯzliwość projektowania i syntezy nowych związków organicznych. W roku 1830 Berze-

lius wprowadził pojęcie izomerii jako możliwości istnienia ró̇znych substancji o identycznym

składzie.

Wczésniej nastąpił istotny rozwój krystalografii, sposób dokładnego badania i opisywania

kryształów (głównie minerałów) podał Haüy w 1809 (siedem klas krystalograficznych, pojęcie

komórki elementarnej, jej parametry). W fizyce zaś trwały intensywne badania naturyświa-

tła - odkryto jego polaryzację. W roku 1812 Biot zauważył, że kryształy kwarcu występują w

postaci dwóch form będących odbiciami lustrzanymi, z których każda skręca płaszczyznę pola-

ryzacji światła w przeciwną stronę. Dwa lata później ten sam uczony odkrył zjawisko skręcania

płaszczyzny polaryzacjíswiatła przez roztwory niektórych substancji organicznych pochodze-

nia naturalnego.

Nalėzy tutaj zaznaczýc, że mimo ugruntowanej ju̇z teorii atomowej Daltona i znajomości

zjawiska izomerii, struktura materii pozostawała w tamtych latach prawie nieznana. Nie istnia-

ła żadna powszechnie uznawana teoria dotycząca sposobu powiązania atomów w cząsteczce,

zwłaszcza przestrzennego ich rozmieszczenia. Jedyną sugestię dotyczącą potencjalnej struk-

tury cząsteczek wysunął Haüy, który stwierdził,że makroskopowy kształt kryształu stanowi

odzwierciedlenie podstawowej jednostki budulcowej materii.

Tak z grubsza zarysowują się najważniejsze odkrycia naukowe i stan wiedzy, bezpośrednio

poprzedzające przełomową publikację Pasteura,8 wielkiego francuskiego uczonego (1848 r.).

Pasteur dokonał swoich najistotniejszych odkryć dotyczących chiralnósci na serii prostych kwa-

sów karboksylowych i ich soli. Należały do nich kwas winowy (1), jabłkowy (2), asparagino-

wy (3), bursztynowy (4) i mrówkowy (5). Trzy pierwsze z wymienionych kwasów są chiralne,

dwa pozostałe achiralne. We wspomnianej pierwszej pracy z 1848 r., Pasteur opisuje produkty

krystalizacji homochiralnego kwasu winowego (tartaric – skręcający płaszczyznę polaryzacji

światła) i 12 jego soli oraz produkty krystalizacji sześciu soli racemicznego kwasu winowe-

go (para-tartaric– nie skręcający płaszczyzny polaryzacjiświatła). Racemiczny kwas winowy

znany był wówczas jako izomer kwasu winowego (pamiętajmy,że budowa cząsteczkowa pozo-

stawała zupełnie nieznana).

Bardzo wnikliwa analiza otrzymanych kryształów, rzetelność badawcza oraz spostrzegaw-

czósć Pasteura pozwoliły mu zaobserwować, że w przypadku homochiralnego kwasu winowe-

go kȧzda jego sól dawała asymetryczne kryształy, co więcej, za każdym razem obserwował,że

wszystkie kryształy miały mniejszésciany zwrócone w prawo. Bardziej złożona była analiza

soli racemicznego kwasu. Spośród szésciu ró̇znych soli, produkty krystalizacji trzech z nich nie

nadawały się do badań, w jednym przypadku autor otrzymał kryształy achiralne, zaś dla winia-

nu sodowo-amonowego i sodowo-potasowego uzyskał kryształy chiralne. W dwóch ostatnich

przypadkach kryształylewei prawewystępowały w porównywalnych ilósciach. Kryształy bę-

dące swoimi odbiciami lustrzanymi różnią się morfologicznie bardzo nieznacznie, tylko uważna
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Rysunek 2.1:Kwasy użyte przez Pasteura w badaniach nad chiralnością

obserwacja małych́scian pod mikroskopem pozwala stwierdzić chiralnósć kryształu i zakwali-

fikować go jakolewybądźprawy. Ogromnym nakładem pracy Pasteur pogrupował kryształy ze

względu na ich chiralnósć. Wodne roztwory posortowanych kryształów skręcały płaszczyznę

polaryzacjiświatła w przeciwnych kierunkach. Na podstawie tych obserwacji Pasteur wywnio-

skował,że kwaspara-tartaric jest w istocie mieszaniną składającą się z równych ilości kwasu

winowego (tartaric) i związku będącego jego lustrzanym odbiciem. Pasteur tym jednym ty-

pem eksperymentu odkrył izomerię optyczną, wyjaśnił skład mieszaniny racemicznej i dokonał

pierwszego w historii rozdziału racematu na enancjomery. Rezultat osiągnięty przez badacza

wydawał się tak nieprawdopodobny,że Pasteur został poproszony przez Biota aby powtórzył

eksperyment w jego obecności na odczynnikach dostarczonych i sprawdzonych przez Biota, co

oczywíscie bez problemu wykonał.

Wynik Pasteura prowokował do stawiania kolejnych pytań i przeprowadzenia dalszych eks-

perymentów. Badając kryształy wielu innych związków, które można było wydzielíc z produk-

tów naturalnych w formie chemicznie i optycznie czystej, stwierdził,że chiralne substancje

(skręcające płaszczyznę polaryzacjiświatła) zawsze dają chiralne kryształy. Jakkolwiek cza-

sami nie był w stanie zaobserwować chiralnej morfologii kryształów, postulował wówczas,że

budowa wewnętrzna kryształu jest chiralna.

Znane były wówczas chiralne kryształy powstałe przez krystalizację z roztworów nieczyn-

nych optycznie. W przypadku mrówczanu strontu (HCOO)2Sr Pasteur otrzymałprawe i lewe

kryształy, które po rozdzieleniu i rozpuszczeniu dawały roztwory nieczynne optycznie, z czego

wywnioskował,że związek jest achiralny, a jedynie ułożenie cząsteczek w krysztale wymusza

asymetrię. Co więcej, zauważył, że w przeciwiénstwie do racematu, dla mrówczanu strontu sto-

sunek liczby kryształówprawychdo lewychbył zmienny i ró̇zny od 1:1. W roku 1852 Pasteur

zaproponował wyjásnienie zjawiska powstawania achiralnych kryształów z roztworów racema-

tów. Postulował on powstawanie achiralnych dimerów, na które składa się po jednej cząsteczce

każdego z enancjomerów, dimery zaś tworzą achiralny kryształ.

Prace Pasteura są niezwykłe, zwłaszcza biorąc pod uwagę fakt,że nie istniała wówczas teo-
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ria budowy cząsteczek. Genialny Francuz odkrył i jednoznacznie udowodnił,̇ze niektóre czą-

steczki występują w postaci nienakładalnych na siebie odbić lustrzanych, mimȯze zaczynając

badania nie wiedział jeszcze, czy cząsteczki są sferyczne, płaskie lub przybierają inne kształty.

Dopiero kilka lat po doniesieniach Pasteura i praktycznie niezależnie od nich, rozwinięta

została teoria wiązán chemicznych – stwierdzono czterowiązalność atomów węgla. W 1874

r. Le Bel i van’t Hoff zaproponowali tetraedryczne otoczenia atomów węgla, co wyjaśniało

obecnósć izomerów optycznych. Terminchiralność zapropnował lord Kelvin pod koniec XIX

wiekuii .

2.2 Rozpoznanie chiralne

Izomeria optyczna została włączona do kanonu wiedzy chemicznej pod koniec XIX wieku.

Prawdopodobnie tylko dzięki pewnym zbiegom okoliczności nie pozostała wcale w tyle za

innymi rodzajami izomerii. Jest to izomeria wyjątkowo subtelna, dwa enancjomery mają iden-

tyczne wszystkie włásciwósci fizyczne z wyjątkiem zdolności skręcania płaszczyzny polaryza-

cji światła. Rozdział izomerów optycznych jest bardzo trudny, w przeciwieństwie do izomerów

innego rodzaju, które można zwykle rozdzielíc przez destylację, destylację z parą wodną, wy-

korzystując ró̇znice w rozpuszczalności, czy przez chromatografię na achiralnym złożu. Dwa

enancjomery reagują czy oddziałują jednakowo tylko z substancjami achiralnymi, natomiast z

inną substancją chiralną oddziaływać będą ju̇z w odmienny sposób.

Izomeria optyczna jest trudna do zauważenia tylko dla chemików w laboratorium. Nato-

miast w przyrodzie ȯzywionej rozró̇znianie enancjomerów zachodzi w każdej chwili i dotyczy

każdej chiralnej substancji. Organizmyżywe są chiralne i dla kȧzdej chiralnej substancji jej

enancjomery mają inny wpływ na organizm. Enancjomery wchodzą w inne szlaki metabolicz-

ne, mają ró̇zne powinowactwo do rozmaitych makromolekuł i odmiennie aktywują receptory.

Klasycznym przykładem jest tutaj karwon (6), którego enancjomery: (R)-6 i (S)-6 odmiennie

pobudzają receptory obecne w naszych nosach i pachną odpowiednio miętą i kminkiem.

O O

(R)- (S)-66

Rysunek 2.2:Enancjomery karwonu posiadające odmienny zapach

Opisane powẏzej rozró̇znianie enancjomerów przez organizmyżywe jest praktycznie tȯz-

same z definicją rozpoznania chiralnego. Encyklopedyczna definicja brzmi następująco9:

ii Dokładną analizę pierwszego użycia tego terminu przez lorda Kelvina przedstawia Cintas7
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Rozpoznanie chiralne – rozróżnianie enancjomerów związku chemicznego. Może być reali-

zowane przeżzywy organizm, chiralne cząsteczki, enzymy, receptory leków itp.iii

Jakkolwiek w przyrodzie rozpoznanie chiralne wielu substancji jest perfekcyjne, to reali-

zacja tego zadania przez sztuczne układy (otrzymywane przez badaczy) jest niezwykle trudna.

Niemniej istnieje silna motywacja prowadzenia badań w tym kierunku, pochodząca z chęci ba-

dania organizmóẇzywych i odnosząca się do dwóch aspektów tego badania. Po pierwsze, mo-

delowe badania rozpoznania chiralnego z użyciem syntetycznych receptorów dają lepszy wgląd

w istotę procesów rozpoznania chiralnego, mającego miejsce w organizmachżywych. Po dru-

gie, większósć związków chemicznych w istotachżywych jest chiralna i narzędzia analityczne

służące do identyfikacji i wydzielania tych związków muszą posiadać zdolnósć rozpoznania

chiralnego. W pracach dotyczących rozpoznania chiralnego dają się zauważyć oba dwa trendy

- chemii czystej i chemii stosowanej - występujące równolegle.

Dziedzina rozpoznania chiralnego w chemii jest stosunkowo młoda. Pierwsza publikacja na

ten temat pochodzi z 1973 roku. Cram10 opisał tam etery koronowe oparte na dwóch jednost-

kach binaftolu. Początkowo tematyka rozwijała się bardzo powoli i dopiero w latach 90 nastąpił

gwałtowny wzrost liczby publikacji, który ustabilizował się od roku 2003 na poziomie ok 400

artykułów rocznie (Wykres 2.1).

Wykres 2.1: Liczba publikacji dotyczących rozpoznania chiralnego w latach 1973-2013. (stan
na 01.10.2013 na podstawie zapytania "chiral recognition" w bazie Web of Know-
legde)

Musiało miną́c 125 lat od odkrycia chiralności cząsteczek przez Pasteura do syntezy pierw-

szego sztucznego receptora wykazującego rozpoznanie chiralne. Opóźnienie to wynikało z kil-

ku przyczyn. Najwȧzniejszą z nich jest fakt,̇ze chemia supramolekularna - chemia oddziaływań

iii tłumaczenie własne
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receptorów z cząsteczkami gościa - narodziła się w laboratoriach dopiero w 1967 roku za spra-

wą Pedersena11. Pierwsze badania kompleksów międzycząsteczkowych utrzymywanych przez

oddziaływania niekowalencyjne dotyczyły właśnie wiązania kationów przez etery koronowe.

Naturalnym rozwinięciem tego tematu było przejście do układów wykazujących rozpoznanie

chiralne. Patrząc na rozwój badań z tej perspektywy widác, że badania rozpoznania chiralnego

rozpoczęto zaledwie 6 lat po narodzinach chemii supramolekularnej.

2.2.1 Modele rozpoznania chiralnego

W celu zaprojektowania układu zdolnego do efektywnego rozpoznania chiralnego należy stwo-

rzyć model oddziaływán między cząsteczkami receptora a gościa, który pozwoli przewidywác

i optymalizowác jakósć rozpoznania chiralnego. Większość modeli powstała w związku z za-

stosowaniem rozpoznania chiralnego w technikach chromatograficznych i określa ró̇zne sposo-

by oddziaływán cząsteczek analitu z chiralną fazą stacjonarną (ang.Chiral Stationary Phase

CPS). Jedna z pierwszych analiz ogólnych warunków koniecznych do wystąpienia rozpoznania

chiralnego została przeprowadzona w 1987 przez Salema12. Salem rozwȧza sposoby oddzia-

ływań dwóch tetraedrycznych cząsteczek, które modelują chiralne układy. Zauważa on,że od-

działywania dwucentrowe i czterocentrowe nie mogą zagwarantować rozpoznania chiralnego,

gdyż oba enancjomery wiązane są wówczas jednakowo (2.3a,b). Dopiero wiązanie sześciocen-

trowe umȯzliwia rozpoznanie chiralne, gdyż takie wiązanie mȯze zostác zrealizowane tylko

przez jeden z enancjomerów (2.3c). Model ten jest prostym przełożeniem funkcjonującego już

wczésniej modelu indukcji enancjomerycznej w reakcjach enzymatycznych13. Model ten został

a) b)

c)

Rysunek 2.3:Oddziaływania w rozpoznaniu chiralnym
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nazwanymodelem trójpunktowym (po trzy punkty oddziaływán w cząsteczce gościa i gospo-

darza). Uogólnienia powẏzszego modelu dokonał Pirkle14:

Rozpoznanie chiralne wymaga przynajmniej trzech jednoczesnych oddziaływań

między cząsteczką gospodarza i przynajmniej jednym enancjomerem gościa, z któ-

rych to oddziaływán przynajmniej jedno musi być zalėzne od stereochemii.iv

Nalėzy tutaj podkréslić, że pod pojęciem „oddziaływanie” rozumiemy nie tylko siły wiążą-

ce, ale tak̇ze odpychające, takie jak zawada steryczna, odpychanie jednoimiennych ładunków,

czy dipoli zwróconych do siebie tymi samymi biegunami. Oczywiście, aby wystąpiło wiązanie

gościa przez receptor, przynajmniej jedno z tych oddziaływań musi býc dla jednego z enancjo-

merów wią̇zące. Model ten jest skuteczny w wielu przypadkach, gdy trzeba uzasadnić obserwo-

waną selektywnósć lub zaprojektowác odpowiedni receptor dla danego gościa, niemniej musi

być stosowany z odpowiednią dozą ostrożnósci. Nalėzy pamiętác o swobodzie konformacyjnej

zarówno receptora jak i chiralnego gościa oraz mȯzliwości ich obrotu względem siebie. Od-

działywanie, które makroskopowo obserwujemy, jest zwykle uśrednionym po czasie zestawem

różnych składowych, z których modelowe oddziaływanie wcale nie musi być dominujące.

Następujące przykłady ilustrują stosowalność modelu trójpunktowego. Zacząć nalėzy od

pierwszej publikacji grupy Crama15, w której autorzy zaproponowali stereochemiczny model

tłumaczący obserwowane selektywności w wiązaniu protonowanych amin. Schemat wiązania

kationu przez receptor zakłada związanie grupy NH+
3 przez fragment eterowy z udziałem trzech

dobrze zdefiniowanych wiązań wodorowych (Rys. 2.4). Reszta cząsteczki („ogon”) musi dopa-

sowác się do asymetrycznego otoczenia zdefiniowanego przez jednosteki binaftylowe. Ogólna

reguła mówi o odpowiednim dopasowaniu trzech podstawników o różnej zawadzie przestrzen-

nej oznaczonych jakoSmall, Mediumi Large. Model ten został nazwany przez autorów mo-

delem trójpunktowym, jednak inaczej rozumieli ten termin niż Salem i Pirkle, gdẏz wiązania

wodorowe tworzone przez grupę NH+
3 policzyli jako trzy punkty oddziaływán. Zgodnie z za-

mysłem Salema i Pirkle’a, wiązanie grupy amoniowej powinniśmy uznác za dwa punkty wią-

zania (trzecie wiązanie wodorowe nie wnosi niczego do ułożenia cząsteczki), trzecie niezbędne

oddziaływanie występuje w przypadku kompleksu mniej korzystnego energetycznie i ma cha-

rakter sterycznego odpychania (Rys. 2.4b). Ze względu na to ostatnie oddziaływanie, najlepsze

rozdziały obserwowano dla estrów aminokwasów o dużej zawadzie przestrzennej.

Innym przykładem jest CSP oparta na rdzeniu 2,6-diaminopirydyny8,16 która wią̇ze bar-

biturany, hydantoiny i pochodne imidu kwasu bursztynowego poprzez układ dwóch donorów i

jednego akceptora wiązań wodorowych. W przykładzie z Rys. 2.5 chiralny barbituran9 tworzy

trzy wiązania wodorowe z8, dla enancjomeruR występuje dodatkowe oddziaływanie - odpy-

chanie steryczne, które powoduje enancjoselektywność.

iv tłumaczenie własne
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Rysunek 2.4:Model wiązania chiralnych kationów zaproponowany przez Crama
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Rysunek 2.5:Model oddziaływań CSP opartej na 2,6-diaminopirydynie 8

Mimo wielu trafnych przewidywán lub wyjásnién obserwowanej selektywności, modelowa-

nie takie nie zawsze jest skuteczne, czego przykładem jest faza stacjonarna10 przygotowana z

myślą o rozdziale DOPA (3,4-dihydroksyfenyloalaniny)1117. Zaprojektowany przez autorów

model wiązania zakładał wystąpienie dwóch oddziaływań kulombowskich oraz wiązania wo-

dorowego z grupą fenolową (Rys. 2.6). Przestrzenne ułożenie punktów aktywnych na CSP w

załȯzeniu umȯzliwia szésciocentrowe oddziaływanie tylko dla jednego z enancjomerów. Prak-

tyka pokazała,̇ze faza stacjonarna sprawdziła się w rozdzielaniu enancjomerów DOPA, jednak

obserwowana selektywność była przeciwna ni̇z przewidywana.

2.3 Metody badania rozpoznania chiralnego

2.3.1 Ilósciowe miary rozpoznania chiralnego

Aby móc porównywác jakósć rozpoznania chiralnego danej substancji przez różnego rodza-

ju receptory, przydatne jest wprowadzenie ilościowej miary rozpoznania chiralnego. Definicja
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Rysunek 2.6:Sugerowany stereochemiczny model oddziaływań między CSP (10) a analitem
(DOPA (11))

rozpoznania chiralnego –rozróżnianie enancjomerów związku chemicznego– (str. 21) bardzo

ogólnie okrésla to zjawisko i miara rozpoznania chiralnego będzie zależała od tego, co rozumie-

my pod pojęciemrozróżnienie. Jėzeli owo rozró̇znianie ma polegác na tworzeniu kompleksów

supramolekularnych o różnych stałych trwałósci, to jedną z najprostszych i najczęściej stoso-

wanych miar jest stosunek stałych trwałości kompleksów - Rów. (2.1), który będę określał jako

selektywność termodynamiczną (αT). Stałe trwałósci (tworzenia) kompleksów definiujemy wg

wzoru 2.2, gdzie G - oznacza cząsteczkę gościa, zás H* chiralną cząsteczkę gospodarza (ang.

host). Stała trwałósci ma wymiar
�

dm3 mol�1
� M�1
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.
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Ki �
rH�Gis
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W równaniach 2.1 i 2.2 załȯzono, że cząsteczki góscia i gospodarza oddziałują tworząc

kompleksy wyłącznie o stechiometrii 1:1. Kompleks o tak prostej stechiometrii często stano-

wi jedyny, który powstaje w badanym układzie, jednakże mȯzna spotkác receptory tworzące

supermolekuły o innych proporcjach składników. Odpowiada to sytuacjom, kiedy jedna mole-

kuła gospodarza może kompleksowác kilka cząsteczek gościa (Rów. (2.4, 2.5)), lub gdy kilka

cząsteczek receptora wiąże się z jedną cząsteczką gościa (Rów. (2.6, 2.7)).
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G�H�

K1:1
ÝÝá

âÝÝ

pH�Gq (2.3)

pH�Gq�G
K1:2
ÝÝá

âÝÝ

pH�G2q (2.4)

pH�G2q�G
K1:3
ÝÝá

âÝÝ

pH�G3q . . . (2.5)

H�G�H�

K2:1
ÝÝá

âÝÝ

pH�

2Gq (2.6)

pH�

2Gq�H�

K3:1
ÝÝá

âÝÝ

pH�

3Gq . . . (2.7)

W tak złȯzonej sytuacji porównywanie stałych trwałości odpowiednich kompleksów jest

problematyczne i nie ma ustalonych standardów. Można porównywác stałe trwałósci odpowia-

dające kolejnym stopniom kompleksowania (tj.K1:1
S z K1:1

R ; K2:1
S z K2:1

R ; itd.) lub patrzéc na

sumaryczne stałe trwałości β i (Rów. 2.8,βi,S{βi,R). W prostym przypadku, gdy powstają kom-

pleksy HG i HG2, stosunekK1:1
S {K1:1

R (� β1,S{β1,R) dobrze okrésla efektywnósć rozpoznania

chiralnego, gdy G jest w niedomiarze, zaś β2,S{β2,R sprawdza się dla nadmiaru G.

βi �
rHGis

rHsrGsi
(2.8)

βi �

i
¹

n�1

Kn (2.9)

Opisane powẏzej stałe trwałósci kompleksów o złȯzonej stechiometrii zakładały,że wiąza-

niu ulega kilka cząsteczek gościa o tej samej chiralności. W praktyce jednak mogą wystąpić

kompleksy, w których wiązane są jednocześnie oba enancjomery gościa (np. Rów. (2.10)), lub

takie, w których pozycje wią̇zące są nierównocenne (Rów. (2.11))

2GS�GR�H�

ÝÝá

âÝÝ

rH�

pGSq2pGRqs (2.10)

rH�

pGSqpGRqs � rH�

pGRqpGSqs (2.11)

W tak złȯzonych przypadkach nawet wyznaczenie całego zestawu możliwych stałych trwa-

łości (co wydaje się praktycznie nieosiągalne) nie daje podstaw do obiektywnego porównywa-

nia jakósci rozpoznania chiralnego dwóch receptorów, gdyż brakuje narzędzi do przeprowadze-

nia takiej analizy.

Pewnym uproszczeniem powyższych problemów jest miara rozpoznania chiralnego stoso-

wana w chromatografii. Rozdział enancjomerów na chiralnej kolumnie wynika z tworzenia

kompleksów kolumna-analit o różnej trwałósci dla kȧzdego z enancjomerów. W chromatografii
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bezpósrednim wynikiem analizy jest chromatogram, który można następnie poddać analizie nu-

merycznej. Zredukowane współczynniki retencji (k1, Rów. (2.13)) dwóch pików definiują jakość

rozdziału tych substancji (w szczególności rozdziału enancjomerów). Współczynnikiem selek-

tywności jest ilorazk1S{k
1

R - Rów. (2.13). Dla odró̇znienia od selektywnósci termodynamicznej,

selektywnósć okrésloną na podstawie chromatogramu nazwęselektywnością chromatograficzną

αC.

k1 �
tR� tM

tM
(2.12)

αC �

k1S
k1R

(2.13)

tR –czas retencji,tM – czas martwy.

Parametr ten mȯzna wyznaczýc z kȧzdego chromatogramu, nie wymaga on znajomości ste-

chiometrii tworzonych kompleksów, daje informację o uśrednionej zdolnósci kompleksowania

enancjomerów przez fazę stacjonarną. WspółczynnikαC daje bezpósrednią i prostą informa-

cję o jakósci rozpoznania chiralnego danej fazy stacjonarnej i jej stosowalności w metodach

podziałowych. Jėzeli cząsteczki analitu oddziałują z immobilizowanymi cząsteczkami CSP wg

stechiometrii 1:1, to wówczasαC odpowiadaαT . Trzeba jednak pamiętać, że immobilizacja

chiralnych cząsteczek na CSP zmienia ich powinowactwo do tworzenia supermolekuł w po-

równaniu z oddziaływaniami w roztworze.

Jėzeli pod pojęciemrozróżnianiebędziemy rozumieli wystąpienie różnego sygnału anali-

tycznego, to miary rozpoznania chiralnego będą kształtować się zupełnie inaczej. Receptory,

które okrésla się mianem sensorów, na skutek kompleksowania enancjomerów gościa, zmienia-

ją swoje włásciwósci fizykochemiczne w sposób, który może býc obserwowany makroskopowo.

Odmienne włásciwósci kompleksów z kȧzdym z enancjomerów wynikają z faktu,że kompleksy

te są diastereoizomeryczne. Do najczęściej obserwowanych różnic nalėzą18:

– różnica w widmie absorpcji UV-Vis (w szczególności ró̇znica barw),

– różnica w widmie fluorescencji (w szczególności ró̇znica intensywnósci),

– różnica w potencjale redoks,

– różnica w przewodnictwie.

Nalėzy zaznaczýc, że w przypadku sensorów, stałe trwałości kompleksów supramolekular-

nych mają drugorzędne znaczenie. Częste są sytuacje, w których selektywność termodynamicz-

na jest równa 1, ale układ ma znakomite właściwósci sensoryczne, ze względu na bardzo dużą
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różnicę we włásciwósciach kompleksów. Jakość rozpoznania chiralnego dla sensorów zdefinio-

waną wg Rów. (2.14) (określona przez analogię do parametru określanego jako wzmocnienie

fluorescencjie f) będę nazywałselektywnością sensoryczną(αS).

αS �
YR�Y0

YS�Y0
(2.14)

gdzieY jest sygnałem analitycznym dowolnego rodzaju,Y0 to sygnał czystego sensora,YS,R

dotyczy sygnału po dodaniu chiralnego gościa.Ymax oznacza sygnał analityczny od całkowicie

skompleksowanego sensora.

Istotnym problemem w tak sformułowanej definicji rozpoznania chiralnego jest fakt,że war-

tość αS zalėzy od stę̇zén receptora (sensora) i gościa. Wykresy 2.2a),b) przedstawiają dwie moż-

liwe sytuacje, które są szczególnie trudne do ilościowej interpretacji w konteḱscieαS. Pierwszy

przypadek (a) dotyczy sytuacji w którejKR¡ KS, ale kompleksy sensora z każdym z enancjo-

merów mają bardzo zbliżoną wartósćYmax. Oznacza to,̇ze wartósć αS ma swoje maksimum na

krzywej, lecz dla du̇zego stę̇zenia G dą̇zy doαS� 1. Sytuacja (b) zachodzi, gdyKR¡ KS, ale

to mniej trwały kompleks z enancjomeremScechuje większaYmax. Prowadzi to do sytuacji, w

której selektywnósć mierzona jakoαS zmienia kierunek (!) razem ze zmianą stężenia analitu.

Dopiero dlarGs Ñ 8, αS ulega stabilizacji. Wykres 2.2c) dotyczy sytuacji, w którejKS� KR,

a kompleksy mają inne cechy fizyczne. TerazαS ma stałą wartósć, a pomiar zawsze jest jedno-

znaczny. Ostatni przypadek d) występuje, gdy trwalszy kompleks cechuje jednocześnie większa

Ymax. W przebieguαS� f pcq, występuje maksimum, jednak kierunek selektywności jest zacho-

wany i asymptotycznie dąży do wartósciYR{YS.

Jak pokazałem powyżej, taka miara rozpoznania chiralnego nie jest jednoznaczna, gdyż

wynik w postaci parametruαS zalėzy zazwyczaj od arbitralnie wybranych stężén sensora i

gościa. Pewnym ujednoliceniem byłoby stosowanieαS w granicy lim
rGsÑ8

pαSq, jednak nie

nalėzy to do obecnej praktyki. Pewnym paradoksem jest fakt,że selektywnósć sensoryczna daje

się najlepiej okréslić (posiada stałą wartość) dla receptorów, które cechuje brak selektywności

termodynamicznej. ParametrαS pomaga porównác jakósć sensorów wykazujących rozpoznanie

chiralne i ma bezpósrednie przełȯzenie na aplikacyjny aspekt badanych układów, jednak ze

względu na niejednoznaczność wyników nalėzy stosowác go z du̇zą dozą ostrȯznósci.

Z powyższych rozwȧzán wynika,że jedynie selektywnósć termodynamiczna (αT) ma fun-

damentalny charakter i jest precyzyjnie określoną pochodną dwóch stałych trwałości. Wyzna-

czenieαC i αS może býc łatwiejsze ni̇z αT i parametry te mogą w szczególnych przypadkach

dác się łatwo przeliczýc naαT . W tej pracy jedynie selektywność termodynamiczną będę trak-

tował jako rzeczywistą, podstawową miarę rozpoznania chiralnego.

Niezalėznie od przyjętej selektywności, porównywanie jej dla ró̇znych receptorów jest naj-
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Wykres 2.2: Teoretyczne zależności sygnału analitycznego (Y) oraz selektywności sensorycznej
(αS) od stężenia enancjomerów gościa dla czterech różnych warunków a) KR¡KS

i Ymax
R �Ymax

S , b)KR¡ KS i Ymax
R  Ymax

S , c) KR� KS i Ymax
R ¡Ymax

S , d) KR¡ KS

i Ymax
R ¡Ymax

S

dogodniejsze przy posługiwaniu się logarytmem logpαq. Brak selektywnósci w skali loga-

rytmicznej oznacza zero (logp1q � 0), inne wartósci selektywnósci są rozłȯzone symetrycz-

nie wobec zera od�8 do �8. Przykładowoα1 � 1,27 i α2 � 0,784 odpowiadają tej sa-

mej jakósci rozpoznania chiralnego, ale przeciwnej selektywności (α1 � 1{α2), co nie jest

od razu widoczne dla liczb w tej postaci. Porównanie logarytmów ułatwia analizę, gdyż dla

przeciwnych selektywnósci otrzymujemy przeciwne wartości logarytmów: logpα1q � 0,1038 i

logpα2q � �0,1038.

2.3.2 Metody wyznaczania stałych tworzenia kompleksów

2.3.2.1 Teoretyczne aspekty miareczkowania

Aby wyznaczýc stałą trwałósci kompleksu supramolekularnego, zdefiniowaną wg Rów. (2.2)

lub (2.8), nalėzy okréslić stę̇zenia kompleksu i substratów w stanie równowagi. Najdogodniej-

sze do tego celu są metody spektroskopowe, które umożliwiają zwykle wyznaczenie stężén

wszystkich składników bez zaburzania położenia równowagi. Aby zwiększyć pewnósć pomia-

ru, stę̇zenia te nalėzy wyznaczýc dla kilku ró̇znych stę̇zén początkowych substratów – H i G. W

praktyce polega to na stopniowym dodawaniu jednego z substratów do roztworu drugiego, czy-

li na miareczkowaniu. W zależnósci od zastosowanej metody spektroskopowej sposób prowa-
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dzenia pomiaru i ograniczenia metody różnią się między sobą, jednak zasada miareczkowania

pozostaje taka sama. Problematyka procesu miareczkowania, jego możliwości i ograniczenia

zostały dosýc dokładnie omówione w kilku przeglądach19–21 i książkach22–24. Poni̇zej przed-

stawię pokrótce najwȧzniejsze aspekty tego procesu poszerzone o własne obserwacje i wnioski

dotyczące najistotniejszych problemów i źródeł błędów.

Miareczkowania najczęściej przeprowadza się zachowując stałe stężenie jednego z substra-

tów (na ogół gospodarza - H) i stopniowo zwiększając stężenie góscia (G). W praktyce realizuje

się to przez rozpuszczenie G w roztworze H, przy czym stężenie G jest kilkudziesięciokrotnie

większe. W ten sposób wprowadzanie kolejnych objętości roztworu G do roztworu H nie zmie-

nia stę̇zenia tego ostatniego. Stałość tego stę̇zenia nie jest warunkiem koniecznym, jednak po-

dej́scie to upraszcza analizę numeryczną oraz, co ważniejsze, niweluje wpływ ewentualnej agre-

gacji cząsteczek H. Po dodaniu kolejnej porcji roztworu mierzymy sygnał analityczny od tak

otrzymanej mieszaniny. W najogólniejszym przypadku sygnał analityczny (oznaczany ogólnie

symbolemY) jest złȯzeniem sygnałów od wszystkich składników. Zależnósć tę przedstawiają

równania zalėzne od metody spektroskopowej:

- W spektrometrii UV-Vis sygnał analityczny - absorbancja (Y � A) jest sumą absorbancji

wszystkich składników:

Apλ q � l � εHpλ q � rHs� l � εGpλ q � rGs�
¸

n,m

pl � εHnGmpλ q � rHnGmsq ,

ta sama zalėznósć dotyczy spektrofluorometrii, gdzie mierzy się intensywność fluorescen-

cji (Y � IF );

- W spektroskopii NMR (w sytuacji szybkiej wymiany w skali czasu NMR) przesunięcie

chemiczne jądra z cząsteczki H (Y � δ ) zalėzy od ułamków molowych wolnego H i jego

kompleksów z G:

δ � δH �xH�
¸

n,m

pδHnGm �xHnGmq

Analogicznie zamiastδ można u̇zyć wyznaczonych współczynników dyfuzjiD20,25.

- W pomiarach kalorymetrycznych określa się ciepło (Y � ∆H) wydzielone po dodaniu

kolejnej porcji G26:

∆H �

¸

n,m

�

∆H0
HnGm

�∆nHnGm

�

�∆H0
dil

Zazwyczaj niezwiązane cząsteczki gościa nie wnoszą wkładu do sygnału analitycznego i

człon YG � 0. Przebieg sygnału analitycznego w kolejnych punktach miareczkowania czyli
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funkcję:

Y � f prHs0,rGs0q, (2.15)

gdzie [H]0 i [G]0 odpowiadają całkowitym stężeniom H i G:

rHs0 � rHs�
¸

n,m

nrHnGms (2.16)

rGs0 � rGs�
¸

n,m

mrHnGms, (2.17)

okrésla się mianem krzywej miareczkowania. Aby z krzywej miareczkowania wyznaczyć inte-

resujące nas stałe trwałości kompleksów, nalėzy numerycznie dopasować teoretyczną krzywą

miareczkowania, do tej otrzymanej doświadczalnie. Proces dopasowywania (ang.fitting) krzy-

wej teoretycznej polega na iteracyjnym zmienianiu zestawuK
pHnGmq

orazY
pHnGmq

okréslonych

dla wszystkich kompleksów, w celu uzyskania jak najmniejszej rozbieżnósci między krzywą

teoretyczną a dóswiadczalną. Dlak kompleksów mamy 2k parametrów, które trzeba ustalić na

podstawie krzywej miareczkowania, co oznaczaże minimalna liczba punktów miareczkowania

wynosi 2k�1. W praktyce jednak liczba ta powinna być du̇zo większa, aby zapewnić większą

precyzję pomiarów.

Wyznaczona stała trwałości bardzo silnie zalėzy od kształtu dopasowanej krzywej teoretycz-

nej. Do przedstawionych na Wykresach 2.3a,b) idealnych zestawów punktów doświadczalnych

dopasowano optymalne krzywe teoretyczne oraz krzywe o celowo zawyżonych i zani̇zonych

wartósciachKa.

a)
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Wykres 2.3: Symulowane przebiegi miareczkowania dopasowane krzywymi odpowiadającymi
różnym wartością K. a) miareczkowanie idealne - pozbawione błędów, b) do punk-
tów z (a) dodano błąd przypadkowy o rozkładzie normalnym z σ � 0,05

Jak wynika z Rys.2.3a) niewłaściwe krzywe tylko nieznacznie różnią się od optymalnej.

Skrajne krzywe (niebieska i czerwona) odpowiadają stałym różniącym się czterokrotnie, mimo

że ró̇znica w ich przebiegu jest niewielka. Dla idealnych punktów doświadczalnych dopasowani
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optymalnej krzywej jest trywialne. Jednakże dla danych obarczonych błędem przypadkowym

(Rys.2.3b) wybór najlepszego dopasowania nie jest już tak oczywisty. Z tej prostej graficznej

analizy wynika,̇ze aby dopasowana krzywa teoretyczna dobrze odpowiadała faktycznemu prze-

biegowi, niezbędne jest zebranie stosunkowo dużej liczby punktów dóswiadczalnych o bardzo

dobrej jakósci (mały błąd przypadkowy). Jeżeli z powodu du̇zych błędów pomiaru poszczegól-

nych punktów i/lub małej liczby tych punktów nie jest możliwe naprowadzenie teoretycznej

krzywej na włásciwy kształt przebiegu, to miareczkowanie takie obarczone jest gigantycznym

błędem i wyznaczona stała jest bezwartościowa (mȯzna jedynie domniemywać jej rząd wiel-

kości). Dóswiadczenie zdobyte w naszym zespole uczy,że w przypadku miareczkowań pod

kontrolą NMR, które są kosztowne i wyjątkowo czasochłonne, 10-15 punktów wystarcza do

wiarygodnego wyznaczania stałej w modelu 1 : 1. Jednakże przy zastosowaniu innych metod

– szybszych, tánszych i dających się zautomatyzować – 20 punktów okrésla minimum, poni̇zej

którego nie powinno się schodzić. Dodatkowo, jėzeli z bliżej nieokréslonych powodów, wy-

stępują znaczne błędy przypadkowe, liczba punktów powinna zostać zwiększona. Powẏzsze

empiryczne dóswiadczenie potwierdza numerycznie Tabela 2.1, która przedstawia zależnósć

niepewnósci wyznaczenia stałejK od liczb i jakósci punktów dóswiadczalnych.

Tabela 2.1:Zależność niepewności wyznaczenie stałej trwałości od liczby punktów miareczko-
wania i poziomu ich błędów przypadkowych.a

Liczba punktówb

Błąd ∆Yc 7 10 15 20 30

1% 12% 7.7% 6.2% 5.2% 4.2%

2% (25%) 16% 13% 11% 8%

5% (79%) (48%) (36%) (29%) 22%

10% (250%) (128%) (91%) (70%) (50%)

a Symulowane przebiegi miareczkowania dla modelu wiązania 1 : 1 z dodanym błędem losowym o
rozkładzie normalnym poddano dopasowywaniu za pomocą programu WinEqNMR.Ka � 100,

rHs0 � 0.01, Wartósci niepewnósci przekraczające 25% podane w nawiasach, są silnie niedoszacowane.
b Symulowane punkty miareczkowania rozłożone równomiernie w zakresie 0-6.5 eq G (p=0.85, patrz

Wykres 2.6, str. 35).c Odchylenie standardowe błędówY okréslone jako ułamek∆Ymax

W przypadku bardziej złȯzonych stechiometrii kompleksów przyjmuje się,że potrzbne jest

ok 15 punktów na kȧzdy powstający kompleks.

Jeszcze do niedawna nawet przy bardzo prostej stechiometrii kompleksów – 1 : 1, często

stosowano ró̇zne przybli̇zenia i przekształcenia zależnósci Y � f pKa,i ,Yiq, które umȯzliwiały

uzyskanie liniowej zalėznósci21, mimo że dla modelu 1 : 1 teoretyczna krzywa miareczko-

wania ma równanie analityczne o umiarkowanym stopniu złożonósci. Wprowadzenie kȧzdego

przybliżenia zmniejsza precyzję pomiaru, a w dzisiejszej dobie swobodnego dostępu do kompu-
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terów o du̇zej mocy obliczeniowej, stosowanie jakichkolwiek przybliżén i linearyzacja proble-

mu są zupełnie zbyteczne. Nie mażadnych powodów, aby nie stosować dzisiaj bezpósredniego

dopasowywania krzywej teoretycznej do eksperymentalnej za pomocą któregoś z algorytmów

nieliniowych19.

2.3.2.2 Kompleksy o stechiometrii 1 : 1

Dla układów tworzących jedynie kompleksy o stechiometrii 1 : 1, stanowiące większość przy-

padków, przeprowadzę bardziej szczegółową analizę procesu miareczkowania. Postać anali-

tyczna równania krzywej miareczkowania ma postać:

∆Yf � Y∆HG

�

�

1
2prGs0�rHs0�

1
Kaq

�



p

rGs0�rHs0�
1

Kaq
2
�4rGs0rHs0

rHs0

�

� (2.18)

∆Yc � Y∆HG

�

1
2prGs0�rHs0�

1
Kaq

�

b

p

rGs0�rHs0�
1

Kaq
2
�4rGs0rHs0

�

(2.19)

gdzieYf i Yc dotyczą analiz, których sygnał analityczny jest proporcjonalny odpowiednio do

ułamka molowego składników (np. NMR) i całkowitego stężenia składników (np. UV-Vis).

Inne u̇zyte wielkósci zdefiniowane są następująco:

∆Y � Y�YprGs0 � 0q (2.20)

Y∆HG � YHG�YprGs0 � 0q (2.21)

Wykresem krzywej miareczkowania w modelu 1 : 1 jest hiperbola (Wykres 2.4). Zaznaczona

na rysunku asymptota pozioma odpowiada wartościY∆HG, zás za kształt (stopién zakrzywienia)

odpowiada parametrK. Na wykresie przedstawiłem zależnósć kształtu krzywej miareczkowa-

nia od wartósci stałejKa. Gdy stała trwałósci jest niska, to zagięcie krzywej w początkowym

stadium miareczkowania jest znikome i niezbędne jest dodanie dużej liczby równowȧzników

G. Z drugiej strony, dla bardzo dużych wartósci stałychK, krzywa miareczkowania składa się

z dwóch niemal prostych fragmentów połączonych niewielką krzywizną w okolicach 1 ekw.

Krzywizna ta zalėzy od Ka i ma bardzo podobny przebieg dla stałych różniących się nawet o

rząd wielkósci (!) (porównaj logpKaq � 4 – logpKaq � 5,5).

Dla prostego modelu 1 : 1 daje się łatwo określić, jaki zakres stałych trwałości kompleksów

można wyznaczýc i jakie porcje G trzeba dodać przy zadanym [H]0. Wprowadza się parametr

p okréslany jako prawdopodobieństwo wiązania. Parametr ten zgodnie z Rów. (2.22) określa
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Wykres 2.4: Zależność przebiegu krzywej miareczkowania od wartości stałej tworzenia kom-
pleksu

ułamek substratu będącego w niedomiarze, który uległ kompleksowaniu.

p �
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,

/

/

.

/

/

-

(2.22)

Dla szczególnego punktu miareczkowania, w którymrHs0 � rGs0 (punkt 1 ekw.), mȯzna

wykréslić zalėznósć stałej trwałósci od p, przy ró̇znych stę̇zeniach substratów (Wyk. 2.5). Oś

Ka wykréslona jest w skali logarytmicznej. Z wykresu widać, że dla wszystkich stę̇zén naj-

mniejsze nachylenie zależnósci Ka � f ppq występuje w zakresiep� 0,2 i p� 0,8; poza tym

zakresem nachylenie jest znacznie większe. Prawdopodobieństwo wiązaniap wyznaczamy z

miareczkowania, niepewność tego pomiaru -∆p przekłada się na niepewność wyznaczonej

stałej - ∆Ka. Tam, gdzie nachylenie wykresu jest znaczne, nawet niewielka niepewność ∆p

skutkuje bardzo du̇zą niepewnóscią∆Ka (skala logarytmiczna). Dlatego przyjmuje się,że w

miareczkowaniu wartósć analityczną mają tylko te punkty dla których 0,2  p  0,8. Co wię-

cej, najlepszą dokładność miareczkowania uzyskuje się, gdy punkty doświadczalne pokrywają

cały ów optymalny zakres.

Kolejny Wykres 2.6 pozwala oszacować, jakiego rzędu stałe kompleksowania mogą być

wyznaczone przy zadanym stężeniu [H]0 i jaką ilość G trzeba dodác do roztworu aby osiągnąć

p� 0,8 , tj. przeprowadzić miareczkowanie w całym optymalnym zakresie.

Dla różnych wartósci iloczynuKa � rHs0 można odczytác z wykresu, jaka wartósć p zosta-

nie osiągnięta przy danej liczbie ekwiwalentów G. Przykładowo, dlaKa � rHs0 � 1 (niebieska

linia), aby osiągną́c p� 0,8, miareczkowanie należy prowadzíc do 5 ekw., zás Ka � rHs0 � 0,2
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(zielona linia), optymalny przedział wynosi od 1,5 do 20 ekw.Z wykresu tego wynika wprost,

że dlaKa � rHs0 ¡ 20 żaden punkt miareczkowania nie należy do wiarygodnego zakresu; dla

Ka � rHs0 � 10 jedynie stosunkowo wąski przedział punktów w okolicy 1 ekw. daje optymalne

wartósci p. Pełen zakres wartości p� 0,2�0,8 mȯzna osiągną́c tylko dla Ka � rHs0   0.3. Z

jednej strony du̇ze stę̇zenia zwiększają niepewność pomiaru i czynią go bardziej wrażliwym

na błędy w przygotowaniu próbek, z drugiej zaś zbyt niskie stę̇zenia wymagają dodania dużej

liczby ekwiwalentów G oraz zmniejszają czułość metod pozwalających określić stechiometrię

wiązania. Sensownym złotyḿsrodkiem wydają się wartości Ka � rHs0 � 0,1�1. Zalėznósci te

nie są prawdziwe dla kompleksów o innej stechiometrii.

Dla układu, w którym tworzą się tylko kompleksy o stechiomterii 1:1, określiłem wpływ

błędu w przygotowywaniu roztworów na wyznaczoną stałą (Wykres 2.7). Dla rozcieńczonych

roztworów błąd wyznaczonej stałej jest praktycznie taki sam, jak błąd stężenia jednego z re-

agentów, jednak dla większych stężén, niedokładnósć w stę̇zeniach ma bardzo duży wpływ na

wyznaczaną stałą trwałości. Błędy w stę̇zeniach mogą wynikác z:

• różnej czystósci substratów – przykładowo jeżeli jeden z substratów ma czystość 99%

a drugi 95%, wówczas rzeczywisty stosunek reagentów w roztworze różni się o 4% od

zakładanego;

• niedokładnósci wȧzenia (w szczególności dla substancji hygroskopijnych);

• niedokładnósci w odmierzaniu porcji rozpuszczalnika.
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Wykres 2.7: Zależność błędu wyznaczenia stałej trwałości kompleksu od błędu w stężeniu G

2.3.2.3 Układy złȯzone - metody okréslania stechiometrii wiązania kompleksów

Omówione powẏzej zalėznósci dotyczą najprostszych kompleksów supramolekularnych o ste-

chiometrii 1 : 1. Metoda miareczkowania zasadniczo pozwala wyznaczać stałe tworzenia kom-
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pleksów o bardziej złȯzonych stechiometriach. Jednakże, dla kȧzdego kompleksu HnGm ko-

nieczne jest wyznaczenie parametrówY
p∆HnGmq

orazK
pHnGmq

z krzywej miareczkowania. Jak już

pisałem, analiza takich układów wymaga zebrania większej liczby punktów doświadczalnych.

Aby wyznaczýc stałe tworzenia kompleksów w tak złożonych układach, parametrY
p∆HnGmq

mu-

si istotnie ró̇znić się dla kȧzdego z kompleksów, w przeciwnym wypadku dopasowanie krzywej

jest bardzo utrudnione. W bardziej złożonych modelach kompleksowania liczba parametrów

jest tak du̇za,że krzywą teoretyczną można dopasowác do dóswiadczalnej na wiele sposobów

(wiele podobnych minimów lokalnych na drodze optymalizacji). Sytuacja taka uniemożliwia

jakąkolwiek ilósciową analizę układu.

Wydaje się,̇ze uniwersalnym podejściem byłoby dopasowywanie wszystkich miareczkowań

przy u̇zyciu złȯzonego modelu np. uwzględniającego kompleksy HG, HG2, H2G. Jėzeli którýs

z tych kompleksów w rzeczywistości nie powstaje, to dopasowana, odpowiadająca mu stała

tworzenia powinna býc pomijalnie mała. Dóswiadczenie pokazuje jednak,że zastosowanie zbyt

złożonego modelu do układu, który jest w rzeczywistości prostszy, skutkuje niepowodzeniem

procedury udokładniania, lub daje zestaw stałych o gigantycznych niepewnościach. Z drugiej

strony, jėzeli do obliczén przyjmiemy niewłásciwy, zbyt uproszczony model nieuwzględniający

wszystkich powstających kompleksów, wówczas wartości liczbowe wyznaczonych stałych nie

majążadnego sensu fizycznego. Problem ten ilustruje Tabela 2.2.

Tabela 2.2:Stałe trwałości kompleksów (K f it
a ) uzyskane przez dopasowywanie układu o ste-

chiometrii H : G wynoszącej 1 : 1 + 1 : 2 przez prosty model 1 : 1. Przyjęto
∆Y1:1 � 1 i ∆Y1:2 � 1.5.

K1:1
� 1000M�1

[H]0 [M] K1:2
� 10M�1 K1:2

� 50M�1 K1:2
� 100M�1 K1:2

� 250M�1

0.0001 906 720 650 656

0.001 877 645 550 503

0.01 594 222 175 147

Tak jak mȯzna było się spodziewać, w przypadku prowadzenia miareczkowania przy ni-

skich stę̇zeniach [H]0, przy niewielkiej wartósci K1:2 (zaledwie 1% wartósci K1:1), kompleks

HG2 powstaje w bardzo małym procencie i dopasowana wartość stałej (K f it ) jest bliska rze-

czywistejK1:1, jednak̇ze nawet wtedy rozbiėznósć wynosi ok. 10%. W miarę wzrostu [H]0 czy

K1:2, rozbiėznósć między dopasowaną stałą (K f it ) aK1:1 rośnie bardzo szybko. Dla umiarkowa-

nych wartósci [H]0 i K1:2 otrzymujemyK f it
� 0.5K1:1, w końcu dla ostatniej wartósci w tabeli

stałe te ró̇znią się o rząd wielkósci. Z powẏzszej analizy wynika,̇ze uwzględnianie kompleksów

o wyższej stechiometrii (jėzeli rzeczywíscie występują w układzie) nie jest zabiegiem kosme-

tycznym, który tylko poprawia jakósć wyników. Okazuje się,̇ze dokładna znajomość stechio-
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metrii wiązania jestabsolutnie niezbędna, aby właściwie zinterpretować dane doświadczalne z

miareczkowania, w przeciwnym wypadku wyznaczone stałe trwałości nie mają̇zadnego sensu

fizycznego.

Z powyższych powodów wyznaczanie stałych musi zawsze poprzedzać rzetelna analiza ste-

chiometrii tworzonych kompleksów. Struktura receptora – liczba potencjalnych miejsc wiążą-

cych – mȯze sugerowác obecnósć jakich kompleksów nalėzy sprawdzíc dóswiadczalnie. Ẃsród

doświadczalnych analiz najbardziej popularna jest metoda zmian ciągłych zwana metodą Joba.

Metoda ta polega na pomiarze wartości analitycznejY dla serii roztworów orHs0�rGs0� const

z różnymi wartósciami ułamka molowegoxH od 0 do 1. Wykresem Joba jest zależnósć ∆Y{xH �

f pxHq. Metoda Joba zakłada,że w roztworze powstaje tylko jeden kompleks -HnGm, wówczas

maksymalną wartósć ∆Y{rHs0 otrzymamy w punkcie, w którym [H]0:[G]0 wynosim : n. Naj-

większym problemem w stosowaniu metody Joba jest fakt,że kompleks HmGn nigdy nie jest

jedynym występującym w roztworze (za wyjątkiem trywialnego przypadku 1 : 1). W rzeczy-

wistości, w roztworze współistnieją wszystkie kompleksy HxGy o x P p1,. . . ,mq, y P p1,. . . ,nq i

wszystkie kompleksy dają wkład do mierzonegoY. Przykładowo, jėzeli w roztworze powstają

kompleksy HG i HG2 to maksimum na wykresie powinno przypadać dlaH : G� 1 : 2, czyli dla

xH �
1
3. W rzeczywistósci, ze względu na obecność kompleksu o stechiometrii HG, maksimum

przypada pomiędzy 0,33 a 0,5. Tabela 2.3 przedstawia przebieg wykresów Joba dla różnych

stę̇zén substratów (c0) i przy różnych wartósciach stałychK1:1, K1:2.

Jak widác, dla niskich stę̇zén metoda Joba ma bardzo organiczone zastosowanie, maksimum

wszystkich wykresów lėzy bardzo bliskox � 0,5, co sugeruje stechiometrię 1 : 1. Dopiero

dla większych stę̇zén, maksimum przesuwa się na tyle istotnie, aby wynik był jednoznaczny.

Dodatkowym probemem są relacje pomiędzy parametramiYHnG powstających kompleksów.

Cztery szczególne sytuacje przedstawia Tabela 2.4.

Mimo że symulacja dotyczyła układu o dużej wartósciK1:2 (K1:2
{K1:1

� 0,25), przy du̇zym

stę̇zeniu, wżadnym z powẏzszych przypadków wykres Joba nie sugeruje właściwej stechiome-

trii. W przypadku A parametryY obu kompleksów są takie same (YHG � YHG2
), co skutkuje

maksimum bardzo bliskimxpHq � 0.5. Dla wykresu BYHG2
jest bliskie wartósci dla wolnego

receptora, co sprawia,że wykres ma maksimum przesunięte w stronę większych wartościxpHq,

które sugerują powstawanie kompleksu H2G zamiast rzeczywistego HG2. W trzecim przebiegu

zás, YHG � YH, czego następstwem jest maksimum leżące przyxpHq � 0.29. Jest to wartósć

znajdująca się dokładnie pomiędzy 0,33 i 0,25, czyli wartościami, które w klasycznej inter-

pretacji wskazują na kompleksy odpowiednio HG2 i HG3. Ostatecznie, jėzeli Y∆HG i Y∆HG2

mają przeciwne znaki, wykres Joba ma charakter fali, której ani minimum, ani maksimum nie

mogą sugerowác odpowiedniej stechiometrii. Wybrany tutaj przekrój konkretnych przypadków

dowodzi jeszcze bardziej ograniczonej stosowalności metody Joba. Co ciekawe, dowolne z po-

wżyszych przebiegów wykresów Joba mogą wystąpić jednocześniedla ró̇znych długósci fali
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Tabela 2.4:Symulowane przebiegi krzywych Joba dla stechiometrii 1 : 1 + 1 : 2, przy różnych
parametrach YHnG. Przyjęto K1:1

� 1000M�1, K1:2
� 250M�1, [H]

0
� 0,01M

A: Y∆HG � 1;Y∆HG2
� 1 B: Y∆HG � 1; Y∆HG2

� 0

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

X(H)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

X(H)

xmax� 0.47 xmax� 0.56

C: Y∆HG � 0;Y∆HG2
� 1 D: Y∆HG � 1;Y∆HG2

��1

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

X(H)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

X(H)

xmax� 0.29 xmax� 0.63;xmin� 0.14

lub różnych obserwowanych jąder. Jakkolwiek wykresy z powyższych przykładów nie wskazu-

ją włásciwej stechiometrii, to jednak wykresy B-D sugerująże nie jest to prosta stechiometria

1 : 1, co zmusza badacza do bardziej wnikliwej analizy i ostrożnej interpretacji wyników.

Ograniczona czułósć i wrażliwość na konkretne relacje między wartościamiYHnG nie ozna-

cza jeszcze,̇ze metoda Joba jest bezużyteczna. Wymaga ona ostrożnej analizy, w szczególności:

• eksperytment trzeba przeprowadzić przy najwẏzszym osiągalnym stężeniu,

• maksimum lėzące poza zakresem 0,45  x  0,55 nalėzy już interpretowác jako złȯzoną

stechiometrię wiązania,

• maksimum lėzące w pobli̇zu x� 0,5 (dla niskich stę̇zén) nie jestjednoznacznym dowo-

dem na stechiometrię 1:1.

Przedstawiona powyżej ograniczona stosowalność metody Joba wskazuje,że do okréslania

stechiometrii wiązania należy wykorzystác tak̇ze inneśrodki.

Różnice pomiędzy eksperymentalną a dopasowaną wartościąY okrésla się mianem resz-

tek (Yerr). Analiza rozkładu resztek jest bardzo prostym w zastosowaniu i czułym narzędziem,

które pozwala stwierdzić, czy zastosowany przez nas w procedurze dopasowywania model jest

prawidłowy. Wykres∆Yerr � f prGs0q daje rozkład resztek. W przypadku dopasowania danych

doświadczalnych prawidłowym modelem teoretycznym, resztki mają charakter przypadkowy i

powinny býc w sposób przypadkowy położone nad i pod osiąX. Ich rozkład powinien býc nor-

malny. Jėzeli załȯzony model okazuje się nieprawidłowy, punkty na wykresie rozkładu resztek
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tworzą sinusoidalne, regularne przebiegi - mają charakter systematyczny. Należy zaznaczýc,

że analiza rozkładu resztek nie wymaga prowadzenia dodatkowych eksperymentów, jest to je-

dynie dodatkowa analiza numeryczna danych otrzymanych podczas miareczkowania. Przykła-

dowe przebiegi krzywych miareczkowania dla układów tworzących kompleksy HG i HG2oraz

rozkłady resztek przy dopasowaniu danych modelem 1 : 1 przestawia Tabela 2.5.

Sinusoidalny charakter rozkładu resztek występuje we wszystkich przypadkach, jednak dla

niskich stę̇zén i małych wartósciK1:2 amplituda tego rozkładu jest niewielka. Dodatkowe błędy

przypadkowe, które zawsze występują podczas pomiaru, mogą dominować nad systematycz-

nym trendem wynikającym z niewłaściwego modelu. Metoda ta nie wskazuje, jaka jest rze-

czywista stechiometria powstających kompleksów, pozwala jedynie ocenić, czy zastosowany

model jest prawidłowy. Zaskakujący jest fakt,że metoda ta nie jest powszechnie stosowana,

mimo że jest bardzo czuła, nie wymaga przeprowadzania dodatkowych pomiarów, analiza nu-

meryczna jest trywialna i często jest realizowana bezpośrednio przez program dopasowujący

krzywą teoretyczną.

Kolejna metoda oceniania poprawności u̇zytego modelu wynika wprost z danych przedsta-

wionych w Tabeli 2.2. Miareczkowanie trzeba przeprowadzić przy dwóch, trzech stężeniach

[H]0 różniących się przynajmniej dwukrotnie. Jeżeli model został wybrany prawidłowo, to uzy-

skamy zgodne wyniki, natomiast jeżeli model jest nieprawidłowy, to stałe wyznaczone w po-

szczególnych pomiarach będą istotnie różnić sie między sobą. Ta metoda również nie znalazła

szerokiego zastosowania.

Na koniec dywagacji póswięconych mȯzliwościom okréslania stechiometrii kompleksów

trzeba rozpatrzýc przypadek błędu w stężeniu któregós z reagentów. W takiej sytuacji maksi-

mum na wykresie Joba jest przesunięte, ponadto rozkład resztek czy stężeniowa zalėznósć K

mają podobną charakterystykę jak w przypadku zastosowania niewłaściwego modelu. Wyda-

je się,że przypadkowy błąd stężenia przygotowanego roztworu nie może przekraczác �10%,

większa wartósć to błędy grube. Przeprowadziłem symulacje dwóch przypadków: A) układ

tworzący kompleksy HG i HG2 o stałychK1:1
� 1000M�1 i K1:2

� 100M�1 oraz B) układ HG

ze stałąK1:1
� 1000M�1 i błędem -10% w stę̇zeniu G. Tabela 2.6 przedstawia porównanie tych

dwóch sytuacji za pomocą metod pomocnych w określaniu stechiometrii kompleksów.

Jakkolwiek wszystkie trzy testy wykazują taki sam kierunek zmian w obu przypadkach,

to jednak dla symulacji B zmiany te są bardzo słabe i wydaje się bardzo prawdopodobne,że

zarówno przesunięte maksimum na wykresie Joba jak i systematyczny rozkład resztek znajdą

się w szumie błędów przypadkowych; podobnie, stężeniowa zalėznósć K jest na poziomie błędu

pomiaru. Z powẏzszej analizy wynika,̇ze nie ma mȯzliwości pomylenia błędnie określonej

stechiometrii wiązania z błędem w stężeniach reagentów.
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Tabela 2.6:Porównanie złożonego modelu wiązania (A) i błędu w stężeniu roztworu (B)

Metoda Model A Model B

Wykres Joba

0,0 0,5 1,0
X(H)

0,0 0,5 1,0
X(H)

xmax� 0.44 xmax� 0.48

Rozkład resztek

0 5 10 15
0

1

 exp
 fit

Y

eq G

-0,01

0,00

0,01

re
sz

tk
i

0 2 4 6
0,0

0,5

1,0

 exp
 fitY

eq G

-0,002

0,000

0,002

re
sz

tk
i

Zalėzność od stę̇zenia
rHs0 � 1�10�3 M K f it

� 310M�1
rHs0 � 1�10�3 M K f it

� 833M�1

rHs0 � 1�10�4 M K f it
� 367M�1

rHs0 � 1�10�4 M K f it
� 893M�1

2.3.2.4 Niepewnósć pomiaru w miareczkowaniu i wielkościach pochodnych

Jak wynika z powẏzszego opisu i analizy pewnych czynników, przeprowadzenie rzetelnego

miareczkowania i analiza danych, prowadząca do wiarygodnych wyników, są trudnym zada-

niem. Aby wynik miareczkowania był możliwie dokładny, nalėzy dołȯzyć wielu starán, m. in.

spełníc poni̇zsze warunki19:

– gósć i gospodarz muszą być wysokiej czystósci;

– roztwory muszą býc przygotowane z wielką starannością, co dotyczy precyzji zarówno

nawȧzek, jak i objętósci rozpuszczalnika;

– rozpuszczalniki muszą być tak̇ze wysokiej czystósci, rozpuszczalniki higroskopijne mu-

szą býc dokładnie osuszone lub zawartość wody musi býc standaryzowana;

– kolejne porcje góscia muszą býc podawane z du̇zą dokładnóscią;

– stę̇zenie reagentów musi być optymalne dla mierzonej stałej;

– stechiometria powstających kompleksów musi być rzetelnie potwierdzona:

– eksperyment Joba przy dużych stę̇zeniach, i/lub,

– analiza rozkładu resztek, i/lub,

– pomiary przy ró̇znych stę̇zeniach H;

– kȧzde miareczkowanie należy wykonác przynajmniej dwukrotnie.
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Trzeba jednak zaznaczyć, że nawet spełnienie wszystkich opisanych warunków nie pozwala

wyznaczýc stałej trwałósci ze znakomitą precyzją. StałaKa jest bardzo wrȧzliwa na błędy w

przygotowaniu roztworów i na kształt krzywej miareczkowania - drobna zmiana jej kształtu,

wynikająca z błędów przypadkowych, potrafi skutkować znaczną zmianą wyznaczanej wartości

Ka.

Pełna analiza niepewności pomiaru jest bardzo złożona, wymaga uwzględnienia niepewno-

ści przygotowania naważek i roztworów, niepewnósci pobranej objętósci roztworu H, niepew-

ności dodanych objętósci roztworu G oraz niepewności numerycznego procesu dopasowywa-

nia krzywej. W praktyce u̇zywa się dwóch rodzajów analizy niepewności pomiaru. Pierwsza

polega na przeprowadzeniu dopasowywania krzywej teoretycznej za pomocą programu, któ-

ry, korzystając z odpowiednich narzędzi analizy statystycznej, wyznacza stałąK razem z jej

niepewnóscią. Niepewnósć wyznaczona przez program wynika tylko z niepewności w samej

procedurze dopasowywania, gdyż program przyjmuje,̇ze podane stę̇zenia i wyznaczone warto-

ści analityczneY nie są obarczone niepewnością pomiarową. Aby prawidłowo oszacować nie-

pewnósć ∆K, nalėzy niepewnósć wyznaczoną przez program zwiększyć o oszacowany czynnik

uwzględniający inne źródła błędów. Nieuwzględnienie tych czynników uważam za du̇ze za-

niedbanie. Druga metoda określenia niepewnósci wymaga przeprowadzenia kilku (co najmniej

trzech) miareczkowán i analizie statystycznej tak otrzymanej serii. Niezbędne jest, aby każde z

tych miareczkowán zaczynác od samego początku - tzn. od naważek, przygotowania roztworów,

itd.

Doświadczenie wielu lat badań prowadzonych w naszym Zespole w dziedzinie chemii su-

pramolekularnej uczy,̇ze względna niepewność pomiaruK wynosi 5-15%. Zmniejszenie nie-

pewnósci poni̇zej 10% jest bardzo trudne, zaś osiągnięcie poziomu <5% wydaje się praktycznie

niemȯzliwe.

Niepewnósć pomiaru stałych trwałósci przekłada się w oczywisty sposób na niepewność

wszystkich wielkósci będących pochodnymiK. Za miarę rozpoznania chiralnego przyjmujemy

miarę termodynamicznąαT �
KS
KR

(Rów.(2.1), str. 25), niepewność wyznaczeniaαT wynika

z niepewnósci ∆KS i ∆KR. Ta oczywista zalėznósć nie znalazła się ẇzadnejze znanych mi

publikacji nt. rozpoznania chiralnego. We wszystkich przypadkach stosunekαT podawany był

bez okréslania niepewnósci jego wyznaczenia.

Niepewnósć pomiaru wielkósci będącej funkcją wielu innych wielkości xi , każdej obcią-

żonej niepewnóscią ∆xi można wyznaczýc na podstawie wzoru Rów.(2.23)27. Podstawienie

Rów.(2.1) do Rów.(2.23) i ciąg przekształceń (2.25-2.29) daje wzór na względną niepewność

pomiaruαT w zalėznósci od względnych niepewności wyznaczenia stałychK Rów.(2.30).
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Z finalnego wzoru wynika,̇ze przy przyjęciu∆K{K � 10% otrzymujemy∆α{α � 15%,

lub ∆ logpαq � 0,056. Błąd tego rzędu należy traktowác jako typowy w badaniu rozpoznania

chiralnego. Biorąc pod uwagę,że dotychczasowe syntetyczne receptory wykazują selektywność

z rzadka tylko przekraczającą 2 (| logpαTq| � 0,3), niepewnósć ta jest bardzo istotna.

Jakkolwiek wyniki miareczkowania (otrzymane wartości K) nie zalėzą od zastosowanej

metody analitycznej, jednak miareczkowanie pod kontrolą NMR jest szczególnie uprzywile-

jowane. Z jednej strony jest metodą najbardziej kosztowną i czasochłonną, z drugiej zaś daje

najwięcej informacji o procesie wiązania G.Śledzenie systematycznych zmian przesunięć che-

micznych sygnałów pochodzących od H pozwala ocenić, w którym miejscu receptora następuje

wiązanie G, które protony są zaangażowane w tworzenie wiązań wodorowych, ułatwia okrésle-

nie zmian konformacyjnych H wywołanych wiązaniem G, itp. Miareczkowanie pod kontrolą

NMR pozwala równiėz odró̇znić wiązanie anionu przez obojętny elektrycznie receptor od pro-

cesu deprotonacji receptora przez ten anion28. Z tego powodu miareczkowanie pod kontrolą

NMR zawsze powinno zostać przeprowadzone jako eksperyment kontrolny, nawet w sytuacji,

gdy stę̇zenie w tym eksperymencie nie należy do optymalnych. Taki eksperyment kontrolny

powinien zostác przeprowadzony przynajmniej dla jednego reprezentanta badanej serii recepto-

rów. Miareczkowania pod kontrolą innych metod spektroskopowych są łatwiejsze do przepro-

wadzenia, tánsze, szybsze i mogą być prowadzone automatycznie, dlatego metody te są chętnie

stosowane, gdy tylko badany układ pozwala na ich użycie (Tabela 2.7).
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ią

za
n

iu
,

m
e

to
d

a
u

n
iw

e
rsa

ln
a

m
a

ła
ilósć
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2.3.2.5 Metody obliczeniowe

Obok opisanych powẏzej metod wyznaczania stałych trwałości kompleksów, wiele opisanych

w literaturze kompleksów analizowanych jest także teoretycznymi metodami chemii kwanto-

wej. Obliczenia te okréslane metodą badaniain silico (przez analogię doin vivo czy in vitro)

prowadzone były na ró̇znych poziomach teorii: od metod półempirycznych do rozbudowanych

bazy funkcyjnych na poziomie B3LYP DFT, czy CCSD.

Jednak̇ze wszystkie te obliczenia dotyczyły jedynie receptorów i ich komplesków w próżni,

bez uwzględnienia rozpuszczalnika. Doświadczenie z badania zjawisk chemii supramolekular-

nej uczy jednak,̇ze zmiana rozpuszczalnika może zmieníc stałą trwałósci kompleksu nawet o

kilka rzędów. Podobnie, selektywności wiązania ró̇znych gósci są silnie zalėzne od u̇zytego

rozpuszczalnika. Co więcej, cząsteczki H, G, a zwłaszcza kompleksy, mają znaczną swobodę

konformacyjną. Znalezienie minimum energetycznego na superpowierzchni stanów konforma-

cyjnych wymaga niebagatelnej mocy obliczeniowej i nie gwarantuje,że znalezione minimum

jest minimum globalnym. Moim zdaniem, nieporównywalnie większa niedokładność obliczén

wynika z nieuwzględnienia cząsteczek rozpuszczalnika i przyjęcia niewłaściwej konformacji,

niż z nieodpowiednio dobranej bazy funkcyjnej. Co więcej, poprzez arbitralny dobór konfor-

macji mȯzna za pomocą obliczeń udowodníc kȧzdą, nawet błędną, tezę dotyczącą trwałości

kompleksów.

2.3.3 Literaturowe przykłady określania selektywnósciαT za pomocą mia-

reczkowań w rozpoznaniu chiralnym anionów

2.3.3.1 Wprowadzenie

Opisana powẏzej miara rozpoznania chiralnegoαT oraz ró̇zne aspekty miareczkowania mają

uniwersalny charakter - nie zależą od rodzaju cząsteczek H i G. W mojej pracy doktorskiej

ograniczyłem badania tego zjawiska do rozpoznania chiralnego anionów karboksylanowych.

Wiązanie anionów przez receptor realizuje się przez odpowiedni układ wiązań wodorowych

w receptorach obojętnych elektrycznie, lub na zasadzie oddziaływań kulombowskich między

kationowym receptorem a ujemnie naładowanym G. To ostatnie podejście polega na prostej

wymianie jonowej, a tworzony kompleks jest po prostu parą jonową. Wydaje się,że wiązanie

składników w ramach pary jonowej nie jest dobrze zdefiniowane, co więcej pary jonowej nie

powinno się, moim zdaniem, określác mianem kompleksu supramolekularnego. Z powyższych

powodów wszystkie receptory na aniony badane w naszym zespole, w szczególności receptory

stanowiące przedmiot tej pracy, są elektrycznie obojętne. Również poni̇zszy przegląd przykła-

dów rozpoznania chiralnego anionów dotyczy głównie receptorów elektrycznie obojętnych.

Opisane w literaturze chiralne receptory na aniony, wykazujące właściwósci rozpoznania

chiralnego, mȯzna podzielíc ze względu na motyw strukturalny wprowadzający chiralność do
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cząsteczki. Do najczęściej stosowanych źródeł chiralności nalėzą:

– naturalne i nienaturalne aminokwasy29–43

– cukry44–46

– sterole47–50

– wicynalne diole i diaminy50–58

– hydroksylowe i aminowe pochodne binaftylu57,59–64

W odró̇znieniu od badán nad katalizą asymetryczną, gdzie każdy typ reakcji posiada ugrun-

towany w literaturze modelowy substrat, w dziedzinie rozpoznania chiralnego anionów nie

ma jednoznacznie określonych standardów badanych gości. Najczę́sciej badane są sole kwasu

migdałowego (12) i można je uznác za nieformalny modelowy związek. Do innych badanych

α-hydroksykwasów nalėzy kwas mlekowy (13), popularne są tak̇ze wolne i N-zabezpieczone

α-aminokwasy oraz kwasy 2-arylopropionowe, należące do niesteroidowych leków przeciw-

zapalnych (NLPZ), takie jak: ibuprofen (14), naproksen (15) i ketoprofen (16). Do badania

receptorów zdolnych do związania dwóch grup karboksylowych używane były kwasy dikar-

boksylowe: jabłkowy2, winowy (1) (oraz ich O-podstwione analogi) oraz aminokwasowe: glu-

taminowy (17) i asparaginowy (18). Zestawienie tych typowych gości przedstawia Schemat 2.1.

Do badania rozpoznania chiralnego anionów karboksylanowych, w zdecydowanej większo-

ści przypadków, stosowane było miareczkowanie pod kontrolą różnych metod spektroskopo-

wych. Mierzone ró̇znice wartósci stałych tworzenia kompleksów z każdym z enancjomerów,

KS i KR, są zwykle niewielkie, dlatego miareczkowania i analiza danych muszą być przepro-

wadzane z nadzwyczajną starannością. W przeglądzie doniesień literaturowych nt. rozpoznania

chiralnego anionów staram się podkreślić problem jakósci i rzetelnósci przeprowadzonych po-

miarów. Niestety, ciągle nie ma ustalonych standardów publikacyjnych dla prac, których ele-

mentem jest miareczkowanie. Autorzy sami decydują, jakie dane i w jakiej ilości zamiéscíc

w publikacji lub suplemencie. Często spotykałem się z brakiem jakichkolwiek wykresów, czy

stabelaryzowanych danych z miareczkowań. Brak takich danych uniemożliwia recenzentowi,

a później czytelnikowi, ocenę rzetelności pomiaru. Wydaje się,̇ze umieszczanie tych danych

powinno býc wymagane przez redakcje, podobnie jak wymaga się załączania widm NMR no-

wych związków, czy chromatogramów dla produktów wzbogaconych enancjomerycznie. W

czę́sci publikacji zaprezentowano jedynie kilka wykresów z przebiegami miareczkowań (nie

dla wszystkich pomiarów). Jedynie w kilku przypadkach można spotkác się z dobrą praktyką

umieszczania wykresów i/lub tabel dla wszystkich przeprowadzonych miareczkowań. W przy-

padku braku tych danych zmuszony jestem przyjąć prezentowane stałe trwałości, a co za tym
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Schemat 2.1:Zestawienie typowych kwasów, których sole są używane w badaniach nad roz-
poznaniem chiralnym

idzie enancjoselektywności, z ograniczonym zaufaniem. Poniższy przegląd ma bardzo krytycz-

ny charakter, jednak skala nierzetelności pomiarów publikowanych także w renomowanych cza-

sopismach wymaga takiego właśnie podej́scia. Analizując kolejne błędy popełniane przez auto-

rów, uzasadnię, dlaczego większość doniesién literaturowych traktuję jako niepewne, jednakże

postaram się pokazać równiėz przykłady rzetelnych prac, z dobrym warsztatem badawczym.

Jakkolwiek dziedzina rozpoznania chiralnego anionów ma już ok 30 lat, doczekała się jedy-

nie jednego artyukłu przeglądowego65. Mimo że ta gałąź chemii supramolekularnej rozwija się

coraz dynamiczniej, od siedmiu lat nie opublikowanożadnego nowego przeglądu. Większość

prac cytowanych w przeglądzie Stibora nie załącza danych dot. miareczkowań, dlatego rzetel-

ności opisanych tam pomiarów nie jestem w stanie ocenić. Z tego powodu omówię głównie

późniejsze publikacje, które prezentują przynajmniej jeden wykres krzywej miareczkowania.

Analizę doniesién literaturowych podzieliłem ze względu na rodzaj znalezionego błędu meto-

dologicznego.
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2.3.3.2 Jakósć danych i liczba punktów

Jak pokazałem na przykładzie modelowego miareczkowania (patrz Wykres 2.7, str. 31) wyzna-

czona wartósć K zalėzy bardzo silnie od kształtu krzywej, dlatego potrzebne jest precyzyjne

i dosýc gęste próbkowanie przebiegu krzywej. Przykłady literaturowych miareczkowań przed-

stawione na Rysunku 2.7 pokazują,że warunek ten nie zawsze jest spełniony w praktyce.

a) b)

0 5 10 15 20 25 30 35
0,000

0,005

0,010

A

ekw G

 exp
 fit

Rysunek 2.7:Przykłady miareczkowań o słabej jakości danych a)Cyt. 41, b)Cyt. 51, Wykre-
ślono na podstawie danych z Supporting Information

Punkty z miareczkowania (Rys. 2.7a)) cechuje ogromny błąd przypadkowy (możliwe, że

równiėz systematyczny) oraz mała liczba punktów doświadczalnych. Autorzy (Huang i wsp.)

okréslili niepewnósć pomiaru na poziomie 5-8%, co stanowi grube niedoszacowanie błędu.

Jak wynika z przytoczonych przeze mnie przykładów, miareczkowanie tej jakości pozwala je-

dynie oszacowác z grubsza rząd wielkości stałejK. Jakiekolwiek analizy stosunków dwóch

stałych nie mają̇zadnego sensu. Wyniki miareczkowań o podobnym poziomie błędów przypad-

kowych opublikowali Pappalardo i wsp.66 (Rys. 2.7b)); program HYPERQUAD, którego użyli

do wyznaczenia stałych, lepiej oszacował błędy pomiaru (na�75%), jednak autorzy błędnie

zinterpretowali wynik podany przez program. Badacze nie tylko nie oszacowali niepewności

w stę̇zeniach, które zwiększają niepewność samego dopasowania, ale błąd względny (podany

przez programrelative std. dev.) potraktowano jako bezwzględny, co doprowadziło do rażącego

niedoszacowania niepewności pomiaru. Przykładowe błędy popełnione przez autorów i rzeczy-

wistą niepewnósć pomiarów przedstawia Tabela 2.8. Niepewność wyznaczonych stosunków

stałych wynosi ok. 70%, co oznacza,że wyniki są zupełnie bezwartościowe.

2.3.3.3 Metody regresji liniowej

W XXI wieku, przy powszechnej dostępności do komputerów i specjalistycznego oprogramo-

wania do obróbki danych, jak również gotowych, darmowych i komercyjnych programów do

analizy miareczkowán, ukazało się kilka publikacji, w których wykorzystano metody regresji

liniowej. Sprowadzenie krzywej miareczkowania do problemu liniowego wymagazawszepew-

nych załȯzén i przybliżén. Przybli̇zenia te z kolei zawsze są źródłem błędu. Przy dzisiejszej

dostępnósci nieliniowych algorytmów, linearyzacja problemu miareczkowania nie mażadne-

go uzasadnienia19. Moje dóswiadczenia z zastosowaniem liniowej metody Benesi-Hilderbanda
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Tabela 2.8:Niepewności miareczkowań autorstwa Pappalardo i wsp.66

H G KarM
�1
s i ∆ wg

autorów
Rzeczywiste war-
tościKarM

�1
s i ∆

stosunek KS{KR

or KD{KL

19a (R)-20 3.49�0.68�103 3.49�2.37�103

5.5�70%
19a (S)-20 1.94�0.16�104 1.94�0.31�104

19a D-Trp-TBA 1.27�0.54�104 1.27�0.69�104

3.2�61%
19a L-Trp-TBA 3.94�0.28�103 3.94�1.10�103

19b D-Ala-TBA 2.46�0.20�103 2.46�0.49�103

0.27�78%
19b L-Ala-TBA 9.03�0.75�103 9.03�6.77�103

wskazują,̇ze nawet przy prawidłowym zastosowaniu metody (tzn. spełnienie założén i zasad-

ność przybli̇zén) różnice między tą metodą a dopasowaniem nieliniowym są rzędu 5-10%.

W kilku znalezionych przeze mnie publikacjach metoda Benesi-Hildebranda została użyta

prawidłowo, jednak samo jej użycie jest nieuzasadnione, gdyż prowadzi do mȯzliwego do unik-

nięcia błędu. Publikacja zespołu Kima46, dotycząca rozpoznania chiralnego soli N-zabezpie-

czonych aminokwasów, wymaga uważniejszego spojrzenia. Autorzy miareczkowali receptory

oparte na antracenie z przyłączonymi fragmentami cukrowymi poprzez grupy tiomocznikowe

(21). Miareczkowania prowadzone były w acetonitrylu pod kontrolą fluorymetrii. Analizę da-

nych przeprowadzono metodą Benesi-Hildebranda, przy czym wymagane przybliżenia i warun-

ki zostały spełnione dla wszystkich punktów miareczkowania. Autorzy publikacji zbierali jed-

nak tylko po osiem punktów doświadczalnych na jedno miareczkowanie, a taka liczba punktów

bardzo utrudnia wiarygodną analizę numeryczną. Uważne spojrzenie na przebiegi miareczko-

wań zamieszczone przez autorów wSupporting Informationprowadzi do bardzo niepokojących

wniosków.

Równanie dopasowanej prostej (y� a � x�b) determinuje stałą trwałości kompleksu (K �

b{a). Wyznaczona wartósć stałej silnie zalėzy od nachylenia prostej i jej przecięcia z osiąY.

W miareczkowaniach autorów tej pracy dystrybucja punktów na wykresie powoduje,że poło-

żenie punktu przy 1 ekw. całkowicie determinuje wyznaczoną stałą trwałości (Rys. 2.8). Dla

takiego rozkładu punktów doświadczalnych dopasowywanie regresji liniowej sprowadza się do

połączenia punktu 1 ekw. z grupą punktów 30-90 ekw. Zarówno położenie punktu 5 ekw., jak

równiėz trend grupy 10-90 ekw. nie mȧzadnego znaczenia w takim dopasowaniu. Odrzucenie

punktów przy 1 i 5 ekw., ze względu na zbyt duży wpływ ich błędów na wyznaczoną stałą,

prowadzi do zupełnie innych wartości K (Rys. 2.9). Alternatywne (bardziej adekwatne) dopa-

sowania istotnie zmniejszają postulowane przez autorów enancjoselektywności (αT), a nawet

sugerują przeciwny kierunek selektywności.

Jak wynika z Rys. 2.8 podniesienie lub obniżenie punktu 1 ekw. powoduje odpowiednio za-
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Rysunek 2.9:Alternatywna analiza danych miareczkowań pomiajające niepewne dane dla
punktów przy 1 i 5 ekw.

niżenie lub zawẏzenie wyznaczonejK. W pomiarach Kima i wsp. dla wszystkich miareczkowań

z udziałem aminokwasów szereguD, punkt 1 ekw. lėzał poni̇zej trendu pozostałych punktów,

zás dla szereguL leżał powẏzej. Jest bardzo mało prawdopodobne, aby taka regularność, prze-

jawiająca się łącznie w 12 parach miareczkowań, była następstwem błędów przypadkowych.

Regularnósć ta wskazuje raczej nȧzonglowanie wynikami, w celu otrzymania spójnych i do-

niosłych wyników. Przedstawione przez autorów wartości stałych oraz selektywności wydają

się dalekie od obiektywizmu.

2.3.3.4 Komputerowa analiza danych

Pomimo starannego przeprowadzenia pomiarów, przy zachowaniu wszystkich wymaganych

warunków, błędne wyniki mȯzna uzyskác na skutek nieumiejętnego posługiwania się progra-

52

http://rcin.org.pl



mem komputerowym. Receptor22poddano kalorymetrycznemu miareczkowaniu enancjomera-

mi soli TBA kwasu 2-fenylobutanowego (23) w acetonitrylu60. Na wykresach miareczkowania,

przedstawionych na Rysunku 2.10, zwraca uwagę fakt,że obie krzywe osiągają plateau zanim

zostanie dodany 1 ekw. G. Co więcej, każdy z enancjomerów G powoduje wysycenie receptora

przy innych proporcjach H:G. Autorzy jednak mając do dyspozycji przytoczone dane, postulują

model wiązania 1 : 1.

HN

HNNH

NH

O O

OTBA

O

22 23

Rysunek 2.10:Struktura receptora 22 i wykresy jego miareczkowania enancjomerami 23

Wyjaśnienie tego niespodziewanego zachowania jest stosunkowo proste, otóż programy

używane do analizy danych z miareczkowania kalorymetrycznego uwzględniają dodatkowy

czynnikr, który wprowadza poprawkę na rzeczywiste stężenie H w roztworze.

rHs0��r � rHsteor
0 (2.31)

Parametr ten jest niezbędny w badaniach biologicznych wiązania G przez białka, gdyż rze-

czywiste stę̇zenie białka jest zawsze nieznane. Parametrr jest udokładniany w procesie do-

pasowywania krzywej teoretycznej. Wydaje się,że autorzy błędnie wprowadzili do programu

stę̇zenia któregós z reagentów i program odpowiednio do tego dopasował wartość r. Jednak̇ze

dla kȧzdego z dwu miareczkowań dopasowana została inna wartość r, co spowodowało uzy-

skanie dwóch tak znacznie różniących się stałych trwałości K. Otrzymany przez autorów sto-

sunekKS{KR� 10 jest najprawdopodobniej artefaktem powstałym w wyniku błędu w obsłudze

programu. Na podstawie zamieszczonych w publikacji wykresów nie można okréslić rzeczy-

wistych stałych i ich stosunków, jednak wydaje się,że enancjoselektywność jest zdecydowanie

mniejsza od deklarowanej.
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Pragnę jeszcze zwrócić uwagę na fakt,̇ze w celu racjonalizacji doniosłych wyników enan-

cjoselektywnósci postulowanych w powẏzszej publikacji, jak równiėz w pracy Kima, autorzy

przeprowadzili złȯzone obliczenia kwantowomechaniczne. Wyniki tych obliczeń – modele stre-

reochemiczne wiązania enancjomerów – potwierdzały postulowaną przez autorów enancjose-

lektywnósć, mimoże została ona określona nierzetelnie. Pokazuje to dobitnie jak można mani-

pulowác odpowiednim doborem konformacji H, G i ich wzajemnym położeniem, jak równiėz

bazą funkcyjną, aby uzyskać pȯządany wynik obliczén potwierdzający załȯzoną tezę.

2.3.3.5 Stechiometria tworzonych kompleksów

Jak pokazałem w Tabeli 2.2, obecność kompleksów o wẏzszej stechiometrii ma ogromny wpływ

na wyznaczoną stałą kompleksowania, jeżeli te złȯzone kompleksy nie zostaną uwzględnione

w analizie danych. Dlatego przed przeprowadzeniem jakiegokolwiek miareczkowania powinna

zostác mȯzliwie wiarygodnie okréslona stechiometria kompleksów. Przegląd literatury poka-

zuje jednak,̇ze problem ten jest powszechnie spłycany. Wielu pracom nie towarzyszyżadna

z akceptowalnych metod określania stechiometrii, natomiast w pozostałych posługiwano się

jedynie wykresami Joba, które cechuje ograniczona czułość.

W publikacjach nt. rozpoznania chiralnego anionów znalazłem zaledwie kilka wykresów

Joba, z których trzy chcę tutaj przytoczyć (Tabela 2.9). W tych trzech przykładach autorzy

wydedukowali na podstawie wykresu,że w roztworze powstają jedynie kompleksy 1 : 1.

Wykres z poz. 1. jednoznacznie wskazuje na powstawanie kompleksów HG2 (maksimum

przesunięte dox� 0,40). Graficzna interpretacja tego wykresu jest niewłaściwa, gdẏz tylko po-

łożenie maksimum funkcji wskazuje na stechiometrię kompleksów. Posiłkowanie się stycznymi

i interpretacja ich przecięcia jest bezcelowa i, jak widać, prowadzi do błędów. Wykres z poz. 2.

oparty jest na danych z nieprawidłowo przeprowadzonego eksperymentu, lub jest następstwem

błędnej "obróbki" danych, gdyż wartósci wykresu Joba dlax� 0 i x� 1 zawsze wynoszą 0.

Ostatni z przytoczonych wykresów zawiera zaledwie pięć punktów (punkty dlax� 0 i x� 1 są

nieinformatywne), co bardzo utrudnia analizę przebiegu krzywej. Jednak przedstawione dane

jednoznacznie wskazują na asymetrię wykresu: lokują maksimum w okolicachx � 0,4, tym

samym sugerują obecność kompleksów HG2.

W wielu publikacjach spotkałem się ze stwierdzeniem,że dobre dopasowanie krzywej teo-

retycznej do punktów dóswiadczalnych (mierzone np. jakoR2
¡ 0,99) dowodzi słusznósci mo-

delu. Stwierdzenie takie jest jedynie częściowo słuszne. Po pierwsze, nie można ustalíc, jaka

wartósć R2 świadczy jeszcze o zgodności modelu, a jaka sugeruje już nieprawidłowósć. Po dru-

gie, wysoka wartósć R2 dla danego modelu wcale nie musi oznaczać, że nie mȯzna uzyskác

jeszcze lepszego dopasowania w innym modelu. Skutecznym narzędziem oceny poprawności

modelu jest analiza rozkładu resztek, opisana w poprzednim rozdziale. Jak pokażę w następnym

akapicie, w pracach, w których dobreR2 sugerowało prosty model 1 : 1, systematyczny rozkład
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Tabela 2.9:Przykłady błędów w wykresach Joba

lp H G Wykres Joba Cyt.

1 OH

OH

N

N
N+

N+

2Cl-

tryptofan 63

24

2 Fe

NH

O

NH

O

O

HN

HN

O

NH

NH
H
N

S

S
H
N

n

n

NO2

NO2

n=0, 2

Ac-Asp-OTBA 43

25

3 O

N

O

O

N

O

U

O

O

H-Phe-OTBA 52

26

błędów wskazuje jednak na złożony model kompleksowania.

Na podstawie publikowanych wykresów krzywych miareczkowania i dopasowanych krzy-

wych teoretycznych mȯzna okréslić rzetelnósć pomiaru nie tylko w kategorii odpowiedniej ja-

kości danych i włásciwych stę̇zén. Analiza rozkładu resztek umożliwia często okréslenie pra-

widłowości zastosowanego modelu – Tabela 2.10

We wszystkich przytoczonych w Tabeli przypadkach rozkład resztek ma charakter systema-

tyczny i stwierdzenie tego faktu nie wymagażadnych analiz numerycznych, niedopasowanie

jest widoczne gołym okiem. Autorzy powyższych wykresów dopasowywali dane doświadczal-

ne modelem wiązania 1 : 1, jednak sinusoidalny rozkład błędów sugeruje powstawanie kom-

pleksów o wẏzszej stechiometrii. Warto zauważyć, że receptory28 i 31 (poz. 5 i 7) są dwudo-

datnimi kationami więc wiązanie dwóch jednoujemnych anionów jest dla nich naturalne. Re-

ceptory27, 29, 30, 32, 25 (poz. 1-4, 6) zbudowane są z dwóch ramion wyposażonych w donory
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wiązán wodorowych, które mogą wiązać po jednym anionie niezależe od siebie. Ostatecznie

wykresy Joba dla receptorów25 i 26 (poz. 6 i 8) równiėz sugerują obecność kompleksów HG2.

Przy nieprawidłowo dobranym modelu kompleksowania wyznaczone przez autorów stałe trwa-

łości i ich stosunki – enancjoselektywności są błędne. Zaskakujący jest fakt,że ani autorzy, ani

recenzenci nie zwrócili uwagi na rażące (bo widoczne gołym okiem) niedopasowanie krzywych

teoretycznych. Opublikowane wartości numeryczne i wysokie w kilku przypadkach enancjose-

lektywnósci są w rzeczywistósci bezwartósciowe.

2.3.3.6 Niepewnósć pomiaru w doniesieniach literaturowych

W większósci publikacji dotyczących rozpoznania chiralnego anionów, autorzy uwzględniają

niepewnósć wyznaczenia stałych tworzenia kompleksów. Część prac uwzględnia ogólną nie-

pewnósć oszacowaną dla wszystkich pomiarów na poziomie 10-15%, inne podają niepewność

każdego wynikuK, okrésloną przez program dopasowujący krzywą miareczkowania. W tym

drugim podej́sciu wydaje się,̇ze autorzy nie uwzględniają dodatkowych czynników (niepew-

ność stę̇zén, objętósci titranta, itp.), zatem te wartości niepewnósci są zani̇zone. Wżadnej

ze znanych mi publikacji niepewność wyznaczenia stałych trwałości kompleksów nie zosta-

ła uwzględniona w okréslaniu niepewnósci innych wielkósci będących pochodnymi stałychK.

W szczególnósci ostatni zarzut dotyczy podawania stosunkuKS{KR bez przedziału ufnósci.

Uważam to za du̇zy błąd, gdẏz wynik pomiaru ma pełną wartość dopiero wtedy, gdy wartósci

liczbowej towarzyszy niepewność jej okréslenia.

2.3.3.7 Wiarygodne pomiary

Do oceny wiarygodnósci podanych w publikacji stałych trwałości kompleksów, niezbędna jest

analiza danych uzyskanych przez autorów podczas miareczkowania. Najdogodniejszą dla czy-

telnika formą prezentacji wyników jest wykres przedstawiający punkty miareczkowania z dopa-

sowaną krzywą. W przypadku braku takich danych ocena rzetelności nie jest mȯzliwa. Przedsta-

wione powẏzej liczne błędy w procedurach analitycznych, każą mi podchodzíc z du̇zą rezerwą

do opublikowanych wyników, które nie zostały udokumentowane odpowiednim wykresem. W

dziedzinie rozpoznania chiralnego anionów znalazłemtylko jednąserię publikacji68,69, które

prezentują wykresy wszystkich miareczkowań i wszystkie pomiary wydają się przeprowadzo-

ne prawidłowo. Grupa Schmidtchena opisuje w tych pracach wiązanie karboksylanów przez

kationowy receptor33 i dikarboksylanów przez makrocykliczny receptor34. Procesy komplek-

sowania autorzy badali za pomocą miareczkowania kalorymetrycznego. Rys. 2.11 przedstawia

wykresy miareczkowán załączone przez autorów wSupporting Information. Jakósć zebranych

danych oraz ich dopasowanie nie budziżadnych zastrzėzén.
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Rysunek 2.11:Wyniki miareczkowania kalrymetrycznego receptora 33 a) (S)-migdalanem i
b) (R)-migdalanem oraz receptora 34 c) l-winianem i d) d-winianem tetra-
etyloamoniowym.
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2.3.4 Metody bezpósredniego okréslania rozpoznania chiralnego

2.3.4.1 Wprowadzenie

Opisane powẏzej metody wyznaczaniaαT wymagają przeprowadzenia dwóch bardzo precy-

zyjnych pomiarówKS i KR. Do badania rozpoznania chiralnego dużo bardziej dogodne byłyby

metody wyznaczające ten stosunek wprost.αT można wyznaczýc bezpósrednio jedynie w takim

eksperymencie, w którymjednocześnieuczestniczą oba enancjomery G lub H. W mieszaninie

takiej trzeba okréslić w stanie równowagi stosunek stężén wolnych składników:rGSs{rGRs lub

rHSs{rHRs lub stosunek stę̇zenia kompleksów:rH�GSs{rH
�GRs. Grupę takich metod określam

jako konkurencyjne, gdẏz podczas eksperymentu enancjomery jednego z reagentów rywalizują

o mȯzliwość związania drugiego reagenta. Przeprowadzenie pomiaru któregoś z powẏzszych

stosunków bez naruszania stanu równowagi nie jest łatwym zadaniem analitycznym. Jak do tej

pory, opisano jednak kilka przypadków udanych prób zastosowania takich metod.

2.3.4.2 Spektrometria NMR

Prosta metoda określania stosunku stałych tworzenia kompleksów o stechiometrii 1 : 1 dla

dwóch ró̇znych receptorów i jednego gościa została opisana przez Whitlocka70. Aby możliwe

było zastosowanie tej metody niezbędne jest aby istniały dające się niezależnieśledzíc sygnały

NMR każdego z receptorów, które ulegają przesunięciu na skutek kompleksowania. Receptory

konkurują o cząsteczkę G w myśl równán:

Ha�G ÝÝá

âÝÝ

HaG (2.32)

Hb�G ÝÝá

âÝÝ

HbG (2.33)

Ka �

rHaGs
rHa

s � rGs
(2.34)

Kb �

rHbGs

rHb
s � rGs

(2.35)

Podzielenie stronami równań (2.34) i (2.35) da wyrȧzenie na stosunek stałych:

Ka

Kb
�

rHaGs
rHa

s

rHbGs

rHb
s

(2.36)

co wyrȧzone ułamkami molowymiv (przy uwzględnieniu,̇ze xpHq � 1� xpHGq) wygląda

vułamek molowy nie odnosi się w tym wypadku do całej mieszaniny, ale jest określony jako:xpHGq � rHGs
rHs0
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następująco:

Ka

Kb
�

xpHaGq
1�xpHaGq

xpHbGq
1�xpHbGq

(2.37)

W warunkach szybkiej wymiany w NMR ułamek molowy formy skompleksowanej można

wyrazíc równaniem:

xHG �
δobs�δH

δHG�δH
�

∆δobs

∆δmax
(2.38)

Po podstawieniu do Rów. (2.37) i uporządkowaniu daje Rów. (2.40):

Ka

Kb
�

∆δ a
obs{∆δ a

max
1�∆δ a

obs{∆δ a
max

∆δ b
obs{∆δ b

max

1�∆δ b
obs{∆δ b

max

(2.39)

Ka

Kb
�

∆δ b
max{∆δ b

obs�1

∆δ a
max{∆δ a

obs�1
(2.40)

W szczególnym przypadku, jeżeli Ha i Hb są enancjomerami, to stosunekKa{Kb jest po

prostu selektywnósciąαT . Metoda ta ma pewne ograniczenia. W składniku użytym jako mie-

szanina enancjomerów musi istnieć taki atom,że kȧzdy z enancjomerów doznaje oddmiennej

zmiany przesunięcia chemicznego (∆δ ) pod wpływem homochiralnego gościa. Istotne jest tak-

że, że oba enancjomery muszą doświadczác zmiany przesunięcia chemicznego (sytuacja, w

której ∆δmax� 0 uniemȯzliwia wyznaczenieαT). Najwȧzniejsze zalety tej metody wynikają

z faktu, żeαT można uzyskác w wyniku jednego eksperymentu, a nie porównania dwóch po-

miarów. Co więcej, jak wynika z Rów. (2.40), do wyznaczenia selektywności nie jest potrzebna

znajomósć stę̇zeniażadnego z reagentów. Nawet składnik użyty jako mieszanina enancjomerów

może býc użyty w dowolnych i nieokréslonych proporcjach (niekoniecznie racemat 1 : 1).

Pewne trudnósci w zastosowaniu tej metody, jak również oszacowanie niepewności pomia-

ru, omówię w rozdziale 3.5.1.1 (str. 107) na podstawie własnych doświadczén w jej stosowaniu.

Pierwszy literaturowy przykład zastosowania tej metody stawia ją w bardzo niekorzystnym

świetle70. W pracy tej okréslano stosunek stałej trwałości dla makrocyklicznych receptorów

(35-38) nie będących enancjomerami. Autorzy wyznaczyli stałą trwałości jednego kompleksu a

następnie stosunki stałych dla innych receptorów za pomocą powyższej metody konkurencyjnej

Wyniki metody konkurencyjnej porównali ostatecznie z wynikami uzyskanymi przez zwykłe

miareczkowanie. Zestawienie tych wyników przedstawia Tabela 2.11.

Rozbiėznósci w wynikach uzyskanych przez autorów za pomocą obu metod są ogromne.
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Tabela 2.11:Zestawienie wyników uzyskanych metodą konkurencyjną (Krel) z wynikami bez-
pośrednich miareczkowań (Ktitr ). Cząsteczką gościa był p-nitrofenol.

lp Cząsteczka H Ktitr Krel

1 35 6000 -a

2 36 14000 22800

3 37 24000 96000

4 38 9800 15600
a receptor i pomiar odniesienia dla pozostałych wartości

Trzeba jednak zaznaczyć, że miareczkowania były prowadzone przy stężeniach NMR (0,01M)

zatem iloczynK � rHs0 ¡ 100, wartósci K uzyskane metodą klasyczną są bardzo wątpliwe.

W konteḱscie rozpoznania chiralnego anionów metoda konkurencyjna została zastosowana

przez grupę Morána71. Badali oni włásciwósci receptora39, w którym chiralnósć osiową wpro-

wadzili poprzez jednostkę spirobifluorenu. Jako anionowych gości u̇zyli soli TBA kwasów:

migdałowego, N-CBZ-laucyny i naproksenu. Stosunek stałychKS{KR wyznaczyli w ekspery-

mencie NMR za pomocą powyższej metody kompetytywnej, przy użyciu racemicznej miesza-

niny receptora i homochiralnej soli TBA. Wg autorów, sygnały pochodzące od enancjomerów

receptora ulegały rozszczepieniu pod wpływem każdego z homochirlanych anionów. Dla na-

proksenu i CBZ-leucyny stwierdzono (α � 1), dla midgalanu zás selektywnósć wynosiła 14.

Klasyczna analiza selektywności na podstawie dwóch miareczkowań przy u̇zyciu enancjome-

rycznie czystych reagentów dała podobna wartość selektywnósci (α � 16), jednak̇ze w tym

wypadku stałe trwałósci wydają się zbyt wysokie aby ich wyznaczenie mogło być wiarygodne

(K1 � 2,8�104, K2 � 1,7�103). Brak załączonych widm i wykresów nie pozwala ocenić rze-

telnósci pomiaru. Zastanawiający jest fakt uzyskania tak znakomitej selektywności dla jedne-

go anionu (migdalanu) przy jednoczesnym braku jakiejkolwiek selektywności dla pozostałych.

Zaproponowany przez autorów model stereochemiczny tłumaczący obserwowane przesunięcia

sygnałów w NMR (∆δ ) nie wyjásnia ró̇znic w enancjoselektywnościach migdalanu i naprokse-

nu.

Ten sam zespół opublikował, niemal równocześnie, bardzo podobną pracę dotyczącą roz-

poznania chiralnego diketopiperazyny (40) przez receptory zbudowane na rdzeniu ksantenu

(41-43)72. Receptor ten posiada centrum stereogeniczne na atomie fosforu. Zastosowanie me-

tody konkurencyjnej Whitlocka dało stosunek stałych równy 6,3, zaś porównanie dwóch bez-

pośrednich miareczkowań wartósć 6,0 (K1� 3600;K2� 600). Dwa inne receptory dały metodą

Whitlockaα � 2,2 i α � 2,7, co wg autorów jest selektywnością wysoce niezadowalającą i dla

tych receptorów nie przeprowadzono miareczkowań klasycznych. W pracy tej wgląd w krzywe

miareczkowán równiėz nie jest dostępny.

Metoda konkurencyjna była stosowana w kilku innych pracach zespołu Morána dotyczą-
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cych rozpoznania chiralnego kwasów karboksylowych. Pewne wątpliwości mȯze budzíc stoso-

wanie jej w przypadku, gdy autorzy wykazali silną dimeryzację cząsteczek receptora73, lub dla

receptorów zdolnych do tworzenia kompleksów o wyższej stechiometrii74.

Dobrą zgodnósć miareczkowán konkurencyjnych i klasycznych przedstawił Morán75 dla

receptora opartego na benzoksantenie (44), wiążącego w chloroformie kwasy karboksylowe

(Tabela 2.12)

Tabela 2.12:Porównanie selektywności uzyskanych za pomocą klasycznego miareczkowania z
wynikami miareczkowań konkurencyjnych (αMK)

Kwas K
p�qH K

p�qH α � K
p�q

{K
p�q

αMK

Etoksykarbonylo-L-leucyna 1,0�105 7,4�105 7,4 7,4

Etoksykarbonylo-L-Prolina 1,1�105 1,5�106 13,6 14

Etoksykarbonylo-L-Alanina 2,3�105 1,9�106 8,3 8,5

Cbz-L-Leucyna 2,4�105 1,8�106 7,5 7,7

Boc-L-Leucyna 7,2�104 1,9�105 2,6 2,7

O
OH

COOEt

Cl

NH

N

O

44
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2.3.4.3 Spektrometria mas

Spektrometria mas (MS) umożliwia jednoczesną analizę wielu składników badanej próbki, pod

warunkiem,że składniki te dają się zjonizować. Wynikiem eksperymentu jest funkcja inten-

sywnósci sygnału od stosunkum{z (masa/ładunek). Przy użyciu „miękkich technik jonizacji",

takich jakelektrosprej(ESI), fast atom bombardment(FAB), czymatrix assisted laser desorp-

tion and ionisiation(MALDI), źródło jonów nie powoduje rozpadu kompleksów supramole-

kularnych i mȯzliwa jest obserwacja jonów pochodzących od tych supermolekuł. Jak zwraca

uwagę Schalley76, spektrometria mas bada jony w fazie gazowej, która diametralnie różni się

od roztworu – fazy skondensowanej. Schalley zauważa,że energie oddziaływań pomiędzy H i G

są porównywalne z energiami oddziaływań z cząsteczkami rozpuszczalnika, energia natomiast

solwatacji często przekracza energię wiązania HG. „Obdarcie" kompleksu z otaczających go i

stabilizujących cząsteczek rozpuszczalnika bardzo istotnie wpływa na jego trwałość, strukturę

i właściwósci. Jakkolwiek badania kompleksów supramolekularnych za pomocą MS są bardzo

ciekawe i dostępna jest szeroka paleta różnych pomiarów uwzględniających badania trwało-

ści i reaktywnósci supermolekuł, badania te dotyczą adduktów w fazie gazowej i nie powinny

być wprost przekładane na właściwósci kompleksów w roztworach. Poważnym ograniczeniem

MS w pomiarach ilósciowych jest skrajnie ró̇zna zdolnósć do jonizacji poszczególnych skład-

ników próbki77,78. Rozkład intensywnósci, będący wynikiem pomiaru w spektrometrii mas,

zazwyczaj wżaden sposób nie odzwierciedla rzeczywistych ilościowych stosunków pomiędzy

składnikami analitu. Co więcej, rozkład intensywności będzie zalėzał od u̇zytej metody joni-

zacji, czy rozmaitych parametrów regulujących pracę źródła jonów. W praktyce przyjmuje się

przybliżoną regułę,̇ze dopiero ok. siedmiokrotna (!) różnica w intensywnósci dwóch sygnałów

wskazuje,̇ze dany składnik występuje w przewadze.

Z powyższych rozwȧzán wynika, że próba zastosowania MS do ilościowych badán stanu

równowagi istniejącego w roztworze wymaga szczególnej ostrożnósci – racjonalnie zaplanowa-

nego eksperymentu, który uwzględni wszystkie możliwe źródła błędu oraz szeroko zakrojonej

walidacji metody eksperymentalnej - poprzez porównanie z wynikami uzyskanymi inną metodą

analityczną.

W przypadku analizy rozpoznania chiralnego problem różnej jonizowalnósci staje się mniej

istotny, gdẏz jonizowalnósci par enancjomerów GS i GR lub HS i HR są identyczne. Mȯzna się

równiėz spodziewác, że jonizowalnósci kompleksów H�GS i H�GR, będących diastereoizome-

rami, będą zbli̇zone. Istotnym problemem jest fakt,że pary enancjomerów i diastereoizomerów

posiadają identyczne masy, toteż nie są rozró̇zniane przez spektrometr mas. Aby rozróżnienie

izomerów było mȯzliwe, niezbędne jest znakowanie izotopowe jednego z enancjomerów H lub

G. Przy braku znakowania, niezbędne jest przeprowadzenie dwóch pomiarów dla mieszanin

zawierających przeciwne enancjomery.

Badania rozpoznania chiralnego za pomocą (MS) można realizowác na kilka sposobów79:
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1. Wariant bez dodatku wzorca

W celu zrealizowania analizy ilościowej przeprowadza się dwa pomiary dla mieszanin:

H*
�GR i H*

�GS, przy zachowaniu identycznych warunków w obu pomiarach: stężenia

reagentów, temperatura, ustawienia aparatu. Intensywności sygnałów pochodzących od

kompleksów uzyskane w obu pomiarach porównuje się, a ich stosunek (RPI -relative

peak intensity) okrésla jakósć rozpoznania chiralnego. RPI można skorelowác z selek-

tywnością termodynamicznąαt w myśl równania (2.41).

αT �
KS
KR
�

rHGSs

rHs�rGSs

rHGRs
rHs�rGRs

�

rHGSsa
rHGRsb

�

rHsb
rHsa

�

rGRsb
rGSsa

� RPI� rHsb
rHsa

�

rGRsb
rGSsa

(2.41)

αT � RPI (2.42)

Dolne indeksy a i b w równaniu (2.41) i następnych odnoszą się do stężén w odpowiednio

pierwszym i drugim pomiarze. Przybliżenie wg równania (2.42) jest spełnione wówczas,

gdy jonizowalnósci kompleksów są jednakowe i gdy stężenia wolnego receptora i wol-

nego góscia są zbli̇zone w obu pomiarach:rHsa � rHsb i rGSsa � rGRsb. Przy bardzo

niskich stę̇zeniach u̇zywanych w pomiarach MS stopień skompleksowania jest bardzo

niskivi, ostatnie dwa warunki są spełnione dlarHs0,a� rHs0,b i rGSs0,a � rGRs0,b.

2. Wariant z dodatkiem wzorca

Do mieszanin H* �GR i H*
�GS dodaje się dodatkowo achiralny receptor odniesienia

(Href), który wiąże enancjomeryG z taką samą stałąKre f . Intensywnósć sygnału bada-

nego kompleksuIpH�GS{Rq odnosi się do intensywności kompleksu z receptorem odnie-

sieniaIpHrefGS{Rq i dopiero stosunki tych intensywności, uzyskane w obu pomiarach,

odnosi się do siebie jako miara rozpoznania chiralnego. Jak wynika z równań (2.43-2.45)

dodatek wzorca istotnie ogranicza błędy wynikające z niedokładności w stę̇zeniach przy-

gotowanych roztworów czy warunków pracy spektrometru.

RPIa� k
rHGSsa
rHrefGSsa

� k
KSrHsarGSsa

Kre frHrefsarGSsa
� k KS

Kre f

rHsa
rHrefsa

(2.43)

RPIb� k
rHGRsb
rHrefGRsb

� k
KRrHsbrGRsb

Kre frHrefsbrGRsb
� k KR

Kre f

rHsb
rHrefsb

(2.44)

RPIa
RPIb

�

KS
Kre f
KR

Kre f

rHsa
rHrefsa
rHsb

rHrefsb

�

KS
KR
� αT (2.45)

3. Wariant z zastosowaniem znakowania izotopowego

viTypowe stę̇zenia to 10�10�6 mol L�1, nawet przy du̇zej stałej trwałósci K � 105 dla mieszaniny 1:1 stopień
skompleksowania wynosi poniżej 10%
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Przeprowadzenie analizy wymaga przygotowania pseudoracemicznej mieszaniny G - je-

den z enancjomerów musi być znakowany izotopowo - dzięki temu enancjomery są roz-

różnialne przez spektrometr mas. Pomiar MS przeprowadza się dla mieszaniny H i pse-

duoracematu G. Ze względu na niski stopień skompleksowania, użycie niewielkiego nad-

miaru G gwarantuje,̇ze w stanie równowagi [GS] � [GR]. Jeden pomiar MS i wyzna-

czony RPI powinien bezpośrednio przekładác się naαT , przy załȯzeniu jednakowych

jonizowalnósci diastereoizomerycznych kompleksów HGS i HGR.

αT �
KS

KR
�

rHGSs

rHs�rGSs

rHGRs

rHs�rGRs

�

rHGSs

rHGRs

rGRs

rGSs
� RPI (2.46)

Znakomitą zaletą tej metody jest kompensacja wszystkich możliwych błędów w stę̇ze-

niach substancji poprzez zastosowanie pojedynczego pomiaru o charakterze konkuren-

cyjnym. Jedynymi potencjalnymi źródłami błędu w tej metodzie są różnice w jonizowal-

ności kompleksów HGS i HGR oraz efekt izotopowy. Ten ostatni można wykluczýc, lub

okréslić jego wielkósć poprzez eksperyment krzyżowy z enancjomerami H. Wadą tego

wariantu jest konieczność znakowania izotopowego czystej optycznie substancji, co mo-

że stanowíc powȧzne wyzwanie syntetyczne.

Metody te były wykorzystane przez grupę Sawady do badania rozpoznania chiralnego ka-

tionów amoniowych przez chiralne etery koronowe.

Taką strategię zastosowano w doniesieniu literaturowym80 dotyczącym rozpoznania chiral-

nego kationów amoniowych - soli estrów naturalnych aminokwasów. Receptorami były etery

koronowe (np.45-47) o symetriiC2, otrzymane przez cyklizację z wykorzystaniem odpowied-

nich chiralnych dioli. Jako cząsteczki gości słu̇zyły estry metylowe aminokwasów w postaci

soli chlorkowych lub chloranowych (VII). Estry aminokwasów szereguS zostały zestryfiko-

wane deuterowanym metanolem (S-48-d3). Poprzez zmieszanie równych ilości R-48 i S-48-d3

Sawadaet al.otrzymali mieszaninę pseudoracemiczną z enancjomeramiSznakowanymi izoto-

powo.

Do pseudoracemicznej mieszaniny G (w chloroformie lub mieszaninie chloroform meta-

nol 9:1) dodawano następnie chiralne makrocykle (H) i tak przygotowany roztwór poddano

analizie MS z jonizacją FAB. Widmo masowe zawierało m.in. sygnały pochodzące od komplek-

sów HGR i HGS-d3. Stosunek intensywności tych sygnałówIR{IS�d3 został zaproponowany jako

potencjalna miara ilósciowa rozpoznania chiralnego. Eksperymenty spektrometrii mas przepro-

wadzono dla 13 ró̇znych receptorów z 11 kationami amoniowymi. Dla achiralnego receptora

odniesienia - 18-korony-6 (49) selektywnósci otrzymane ze wszystkimi kationami wynosiły

1�0,02. Dla chiralnych receptorów stosunek intensywności z wybranymi kationami osiągał

wartósć nawet do 5,44 (receptor47, kation - ester metylowy etyloglicyny), jednak dla większo-
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Rysunek 2.12:Wybrane chiralne etery koronowe oraz estry aminokwasów użyte w badaniach
z wykorzystaniem spektrometrii mas

ści zbadanych par wynosił on od 0,5 do 2 (logpIR{IS�d3q P p�0,3;0,3q). Za pomocą pomiarów

MS grupa Sawady wyznaczyła 58 wartości selektywnósci, jednak̇ze tylko trzy z nich porównała

z wynikami selektywnósci uzyskanymi za pomocą miareczkowań (Tabela 2.13). Pewne wątpli-

wości budzi mȯzliwość wiarygodnego wyznaczenia stałych trwałości równych 1,0 i 2,0, brak

załączonych krzywych miareczkowania nie pozwala ocenić rzetelnósci wykonania pomiarów.

Tabela 2.13:Porównanie selektywności wyznaczonych na podstawie miareczkowania z wyni-
kami spektrometrii mas

NMR MS

H G KS KR
KS
KR

IR
IS�d3

45 ClO4NH3-Met-OMe 2,0 1,0 2,0 2,0

46 ClO4NH3-Phg-OMe 150 120 1,3 1,6

47 ClNH3-Met-OMe 78,6 15,9 4,9 5,4

Na podstawie zgodności trzech wyników autorzy pracy orzekli,że zaproponowana przez

nich metoda analityczna odzwierciedla równowagę występującą w roztworze. Uważam, że

wyciąganie tak daleko posuniętych wniosków na podstawie tak nielicznej próby jest nieuza-

sadnione. Trzeba też zwrócíc uwagę,że autorzy zastosowali jako metodę jonizacji FAB. W

metodzie tej jonizacja związków następuje w matrycy, którą w tym przypadku był alkohol ni-
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trobenzylowy (NBA). Mieszanina H i G była przygotowana przezzmieszanie roztworu H w

chloroformie (5 µL), roztworu G w metanolu (5 µL) i matrycy (NBA, 30 µl). Po odparowaniu

lotnych rozpuszczalników, otrzymano roztwór reagentów w NBA i równowaga odwracalnych

reakcji kompleksowania ustalona była dla takiego otoczenia chemicznego. Eksperyment MS

oceniał zatem enancjoselektywność receptorów w NBA, zás miareczkowania prowadzone by-

ły w chloroformie-d lub mieszaninie CDCl3 : CD3OD 10 : 1. Otrzymanie zgodnych wyników

między MS a miareczkowaniem mimo różnych rozpuszczalników w obu eksperymentach wy-

daje się kwestią przypadku.

W kolejnej publikacji Sawada i wsp.81 opisali analogiczne eksperymenty przy użyciu tych

samych makrocykli i znakowanych izotopowo amin, źródło jonów zostało zmienione na elek-

trosprej (ESI). Ró̇znica pomiędzy pomiarami z użyciem ró̇znych technik jonizacji okazała się

bardzo istotna dla uzyskanych wyników. Dla wszystkich par substratów w metodzie ESI, wy-

znaczona enancjoselektywność była mniejsza ni̇z w metodzie FAB. Najbardziej istotny okazał

się spadek enancjselektywnośći receptora47z solą Met-OMe. Większósć wyników IRISzmie-

rzonych metodą ESI-MS znajduje się na granicy błędu doświadczalnego (IRIS� 0,95�1,05,

logpIRISq P p�0,022;�0,022q). Autorzy powołując się na omówione wcześniej trzy przypadki

zgodnósci pomiarów FAB-MS z wynikami miareczkowań uwȧzają,że pomiary FAB odzwier-

ciedlają rzeczywiste włásciwósci receptorów i doszukują się potencjalnych źródeł błędów w

metodzie ESI. Trzeba zauważyć, że pomiary ESI prowadzone były w mieszaninie, która zdecy-

dowanie bardziej odpowiada rozpuszczalnikom użytym w miareczkowaniach.

Na koniec omawiania metod MS, chciałbym zwrócić uwagę na znakomite metodologicznie

publikacje,82,83 w których wyznaczone enancjoselektywności nie budzą̇zadnych zastrzėzén.

Grupa Deardena prowadziła pomiary przy użyciu spektrometru mas z analizatorem FT-ICR

(Fourier Transform Ion Cyclotrone Resonance). Analizator ten umȯzliwia nieograniczone w

czasie utrzymywanie jonów i poddawanie ich reakcjom. Badacze przeprowadzili w komorze

analizatora następujące reakcje wymiany (2.48)

H�

�pHref
�G

pR{Sqq
KR{S
ÝÝÝá

âÝÝÝ

pH�

�G
pR{Sqq�Href (2.47)

KS{R �

p
�

H�

�G
pR{Sq

	

� p
�

Href
�

p
�

Href
�G

pR{Sq

	

� ppH�

q

(2.48)

KS{R � RPI
p
�

Href
�

ppH�

q

(2.49)

Reakcje te przebiegały w fazie gazowej pod bardzo niskim ciśnieniem (�5�10�7 torr).

Równowaga reakcji ustalała się w ciągu ok. 1 min, co przejawiało się stałym stosunkiem in-

tensywnósci syngałów H* G i HrefG. Stosunek ten, wraz z określonym stosunkiem ciśnién re-
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Rysunek 2.13:Chiralny receptor, achiralny receptor odniesienia i chiralna amina użyta do
badań w fazie gazowej przez Deardena.

agentów w komorze, pozwala wyznaczyć stałą równowagi reakcji. Z kolei zestawienie dwóch

stałych równowagi okréslonych dla kȧzdego z enancjomerów pozwala określić enancjoselek-

tywność receptora względem danego gościa (zgodnie z Rów. (2.45)). Dla zestawu związków z

Rys. 2.13 uzyskano selektywność:

α �

KS

KR
�

568�65
130�15

� 4,37�0,70 (2.50)

Ze względu na fakt,̇ze reakcje wymiany odbywały się w fazie gazowej, zarówno rodzaj źró-

dła jonów, ew. rozpuszczalniki i matryce nie majążadnego wpływu na pomiar. Tak wyznaczone

enancjoselektywnósci dotyczą wyłącznie fazy gazowej, dlatego nie można odnosíc ich bezpo-

średnio do pomiarów w roztworach. Z drugiej strony określenie selektywnósci w fazie gazowej

można porównác z wynikami obliczén kwantowomechanicznych, jak również ich zestawienie

z selektywnósciami w roztworach pozwala określić bezpósrednio wpływ solwatacji na trwałość

diastereoizomerycznych kompleksów.

2.3.4.4 Metody ekstrakcyjne

Metoda ekstrakcyjna była historycznie pierwszą zastosowaną do określania jakósci rozpoznania

chiralnego w pierwszej z prac Crama10. Enancjoselektywna ekstrakcja ciecz-ciecz (Enantiose-

lective Liquid-Liquid Extraction- ELLE) opiera się na zastosowaniu dwóch niemieszających

się rozpuszczalników. W jednym z nich (zazwyczaj w wodzie) znajduje się racemiczny roztwór

G, w drugim (organicznym) homochiralny H* . Obecnósć H* powoduje,że enancjomery G są

ekstrahowane do fazy org. z różnymi wydajnósciami i w stanie równowagi faza organiczna jest

wzbogacona w jeden z enancjomerów.

Aby metoda ta działała sprawnie, konieczne jest, aby G posiadał ograniczoną rozpuszczal-

ność w fazie org., co w praktyce ogranicza dobór G do substancji jonowych - kationów ammo-

nionych lub fosfoniowych i organicznych anionów - karboksylanów, sulfonów, itp. Receptor

obecny w fazie org. wią̇ze jon i czyni go na tyle lipofilowym,̇ze mȯzliwa jest ekstrakcja do fazy

org. (np. etery koronowe Crama), lub receptor jest lipofilową chiralną solą a ekstrakcja zwią-
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zana jest z jednoczesną reakcją podwójnej wymiany (metatezy). Oba procesy na przykładzie

ekstrakcji chiralnego kationu przedstawiają Rów. (2.51-2.54).
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Metoda ekstrakcyjna jest bardzo intensywnie rozwijana84, ze względu na jej znakomity po-

tencjał aplikacyjny do wielkoskalowego rozdziału racematu. Metodę podziałową można stoso-

wać sekwencyjnie do osiągnięcia wyższych czystósci enancjomerycznych. U̇zyteczną metodą

jest tak̇ze jednoczesna ekstrakcja danego roztworu wodnego roztworami obu enancjomerów H

Rys. (2.14)85.

Rysunek 2.14:Schemat jednoczesnej ekstrakcji roztworu racematu dwoma roztworami zawie-
rającymi przeciwne enancjomery receptora

Analiza rozpoznania chiralnego w metodzie ekstrakcyjnej sprowadza się do określenia cał-

kowitych stę̇zén GS i GR w fazie organicznej i/lub wodnej. Na tej podstawie określa się dystry-

bucję -Di (2.55) kȧzdego z enancjomerów i następnie selektywność operacyjną receptoraαop

(2.56).

Di �
risorg
risaq

ris - stę̇zenie wszystkich form (2.55)

αop �
DS

DR
(2.56)

Selektywnósć intrystyczna zdefiniowana jest stosunkiem stałych z Rów. (2.51-2.54):

αint �
KS
KR

(2.57)
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jest tȯzsama z przyjętą definicjąαT

Żadna ze znanych prac nie prezentuje głębszej teoretycznej analizy procesu enancjoselek-

tywnej ekstrakcji, ani nie porównuje tej metody z klasyczną metodą miareczkowania. W zde-

cydowanej większósci badana była ekstrakcja kationów amoniowych. Przykładów ekstrakcji

chiralnych anionów jest znacznie mniej. Grupa Davisa86,87 badała włásciwósci kationowych

receptorów opartych na kwasie cholowym, z ugrupowaniem guanidynowym przyłączonym w

pozycji 3α, na pieŕscieniu D motywu sterolu. Obecność dodatkowych aksjalnych grup hydrok-

sylowych w pozycjach 7 i 12 pozwoliła na łatwą syntetycznie modyfikację receptorów. Otrzy-

mano w ten sposób m.in. receptory53-56.

O

OMe

O

O

NH
H
N

NH+

   R1 = R2 = p-(CF3)C6H4

   R1 = Ph,  R2 =
Cl

Cl

O

NH

R1

HN

O

R2

O

OR3

O

O

NH
O

NH

R1

HN

O

R2H
N

NH+

   R1 = R2 = p-(CF3)C6H4, R3 = Me

   R1 = R2 = p-(CF3)C6H4, R3 = n-C20H22

53

54

55

56

Badanie ELLE przeprowadzono dla naturalnychα-aminokwasów z grupą aminową zabez-

pieczoną grupa acetylową i dla naproksenu (15). Eksperymenty prowadzono w układzie woda

(bufor fosforanowy pH=7,4) – chloroform. W tych warunkach kwasy były całkowicie zdy-

socjowane, zás guanidynowy receptor był protonowany. Ekstrakcja polegała zatem na reakcji

metatezy zgodnie z Rów. (2.53). Stosunek enancjomerów ekstrahowanych do fazy organicznej

autorzy okréslili na podstawie stosunku intensywności odpowiednich sygnałów w1H NMR,

pochodzących od diastereoizomerycznych kompleksów (solipH�

q

�

� pGS{Rq
�. Wybrane wyni-

ki przedstawia Tabela 2.14.

Wybrane receptory wykazują znakomite właściwósci enancjoselektywnej ekstrakcji, więk-

szósć wartósci αop przekracza 7. Jedynie dla niezabezpieczonych i N-Boc zabezpieczonych

aminokwasów obserwowano niższe wartósci selektywnósci (poz 8 i 10). Naproksen ekstraho-

wany był z najni̇zszą selektywnóscią wynoszącą 1,5 (poz 11.)

Receptor56 z lipofilowym łańcuchem w grupie estrowej był używany w eksperymentach

transportu AcPheO– przez U-rurkę, jak równiėz w modelowej przemysłowej aparaturze wyko-

rzystującej „hollow fiber membrane contactors”. W pomiarach transportu przez warstwę chlo-

roformu, ee aminokwasu w faze odbierającej, w początkowej fazie eksperymentu, wynosiło

70%, co jest zgodnie zeeuzyskanym w prostym pomiarze ekstrakcyjnym (ee� 82%). Zmia-

na rozpuszczalnika na mieszaninę n-oktanol:heksan (2,5:97,5, v/v), który może pracowác w

przemysłowej instalacji, spowodowała spadekeew fazie odbierającej do 30%.
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Tabela 2.14:Wyniki ELLE dla receptorów 53-55.

lp receptor anion αop(L :D)

1

53

AcAlaO– 10:1

2 AcValO– 9:1

3 AcPheO– 9:1

4 AcTrpO– 9:1

5 AcMetO– 9:1

6

54

AcAlaO– 6:1

7 AcValO– 9:1

8 BocValO– 1:1

9 AcPheO– 9:1

10 NH2PheO– 2:1a

11 Naproksen 1,5:1a.b

12

55

AcAlaO– 10:1

13 AcValO– 7:1

14 AcPheO– 10:1

a bufor boranowy pH=9,bS/R.

W innej pracy88 dotyczącej ekstrakcji N-zabezpieczonej leucyny (57) przez pochodną chi-

niny 58, autorzy pokazują ogromny wpływ rodzaju zabezpieczenia na selektywność ekstrakcji.

eeaminokwasu w fazie organicznej zmienia się od 0, dla grup Ac (57a), Boc (57b), czy Cbz

(57c), poprzezee� 20% dla Fmoc (57c), kończąc na 92% dla zabezpieczenia DNB (57c). Se-

lektywnósć ekstrakcji jest wrȧzliwa na pH fazy wodnej oraz rodzaj fazy organicznej.

N
H

COOH
Pg

a Pg =Ac 
b Pg =Boc
c Pg =Cbz
d Pg =Fmoc
e Pg =DNB

O

O

O

H
N N+

R

H X-

57

58

Przy tak znakomitych wartościach enancjoselekcji, szczególnie brakuje mi w tych donie-

sieniach literaturowych porównania wyników ELLE z enancjoselektywnością wyznaczoną za

pomocą klasycznych metod miareczkowania.
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Abstrahując od procedur analityczych i potencjalnych błędów przy okréslaniuαop czyαint ,

pewne wątpliwósci budzi brak jednoznacznych dowodów na to, czy między mieszanymi faza-

mi na pewno ustala się stan równowagi. W przypadku eksperymentów dotyczących transportu

przez warstwę rozpuszczalnika organicznego jest oczywiste,że skład roztworu odbierającego

ekstrahowane substancje zależy od szybkósci ekstrakcji i re-ekstrakcji danej substancji do i z

fazy organicznej. Du̇ze wartósci enancjoselektywności wcale nie muszą wynikać z termody-

namicznej selektywnósci receptora (αT), wynikają raczej z ró̇znic w labilnósci kompleksów i

łatwości ich przechodzenia przez granicę faz. Zatem w eksperymentach tych za selektywność

odpowiada kinetyka (∆G;), a nie stan równowagi (∆G0). Z podobną sytuacją możemy miéc

do czynienia w prostych pomiarach ekstrakcyjnych. W pierwszych pracach Crama10 wiele po-

miarów prowadzonych było w temperaturze od -25 do 0C. Obniżona temperatura spowalnia

ustalanie stanu równowagi i jednocześnie faworyzuje reakcje szybsze, co może przekładác się

na większą selektywność. Nie jest moim zamiarem dewaluowanie wszystkich dotychczasowych

wyników, stwierdzam tylko,̇ze z powodu braku jednoznacznego potwierdzenia uzyskanych se-

lektywnósci innymi metodami, mȯzna doszukiwác się innych przyczyn występowania wzboga-

cenia enancjomerycznego niż ∆∆G0.

2.3.4.5 Metody chromatograficzne

Znakomitą zaletą metod chromatograficznych jest amplifikacja niewielkich różnic w powino-

wactwie, osiągana dzięki zwielokrotnieniu aktów podziałowych (wiele półek teoretycznych).

Nawet tak niewielka selektywność jakα � 1,02 mȯze dác całkowitą separację sygnałów w ka-

pilarnej chromatografii gazowej, gdzie liczba półek teoretycznych przekracza 105. Analogicznie

w wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), przy ok 5000 półek, w pełni zadowala-

jąca jest selektywnósć α � 1,1. Metoda ta mȯze zatem potencjalnie służyć do okréslania nawet

niewielkich wartósci selektywnósci. Dodatkową jej zaletą jest konkurencyjny charakter analizy,

obie rozdzielane substancje (w szczególności enancjomery) jednocześnie trafiają na kolumnę i

oddziałują z fazą stacjonarną w tych samych warunkach. Konkurencyjny charakter pozwala

unikną́c wszystkich mȯzliwych błędów związanych z koniecznością przeprowadzenia dwóch

osobnych eksperymentów. Istotnym problemem w zastosowaniu metod chromatograficznych

do omawianych tu badań jest koniecznósć immobilizacji homochiralnego składnika na fazie

stacjonarnej oraz dostępność drugiego składnika w postaci obu enancjomerów.

W latach 80’ w Zespole prof. Jurczaka rozdział chiralnych substancji za pomocą HPLC uda-

ło sie przeprowadzić modyfikując nie fazę stacjonarną a ruchomą. Dodatekβ -cyklodekstryny

do eluenta zaowocował rozdziałem enancjomerycznym kwasu migdałowego na achiralnej ko-

lumnie HPLC C-1889,90.

Innym podej́sciem pozwalającym wykorzystać zalety chromatografii bez koniecznościżmud-

nego przygotowywania CSP jest niekowalencyjne pokrycie – impregnowanie achiralnej fazy
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stacjonarnej chiralnem modyfikatorem. Efekt ten najłatwiejuzyskác dla chromatografii cienko-

wastwowej (TLC), impregnację można przeprowadzić poprzez zanurzenie płytki w roztworze

modyfikatora lub poprzez rozpuszczenie porcji modyfikatora w zawiesinie fazy stacjonarnej

przed pokryciem płytki. Impregnacja na potrzeby rozdziałów enancjomerów była wykorzysty-

wana wielokrotnie dla ró̇znych rodzajów substancji91–95, przykłady podaję w Tabeli 2.15.

Tabela 2.15:Przykłady zastosowania impregnowanych płytek TLC do rozdziału enancjomerów

lp modyfikator analit cyt.

1 erytromycyna naturalne
aminokwasy

93

2 L-arginina ibuprofen 94

3 L-lizyna beta-blokery:
propanolol,
metoprolol

95

4 59 naturalne
aminokwasy

92

5 L-seryna ketoprofen,
tiaprofen

91

N
H

H

H

COOH

59

W konteḱscie rozpoznania chiralnego anionów, metoda impregnowanego TLC została użyta

w cytowanej ju̇z pracy Morána71 . Autorzy otrzymali receptor39w postaci racemicznej. Za po-

mocą konkurencyjnej metody miareczkowania NMR określili jego enancjoselektywność wzglę-

dem migdalanu TMA (αT � 14 w DMSO i 15 w acetonie). Następnie pokazali,że analityczna

krzemionkowa płytka TLC zaimpregnowana 1% roztworem migdalanu TMA pozwalała roz-

dzielić enancjomery receptora39. Uzyskano bardzo dobry rozdział:Rf ,1� 0,07 iRf ,1� 0,16,

który pozostaje w zgodzie z dobrą enancjoselektywnością receptora, mimȯze do elucji u̇zyto

innych rozpuszczalników tzn chloroform : octan etylu 8:2. Porównanie współczynnika retencji

receptora na nieimpregnowanej płytceRf � 0,49 wskazuje na silne wiązanie związku60przez

modyfikator - utworzony bardzo polarny kompleks jest zatrzymywany na fazie stacjonarnej.

Ostatecznie autorzy wykorzystali znakomite właściwósci podziałowe impregnowanych płytek i

przeprowadzili rozdział receptora39 na preparatywnej impregnowanej płytce wydzielając oba

enancjomery.

W drugiej z cytowanych ju̇z prac Morána72, badacze zastosowali analogiczną procedurę dla

trzech receptorów41-43 wiążących diketopiperazynę (40). Analityczne krzemionkowe płyt-
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ki TLC impregnowane 1% roztworem homochiralnej diketopiperazyny pozwoliły rozdzielíc

enancjomery wszystkich trzech receptorów. Wyniki analiz chromatograficznych z tych dwóch

publikacji przedstawia Tabela 2.16.

Tabela 2.16:Zestawienie pomiarów TLC w grupie Morána

Receptor Modyfikator α NMR Rf ,1 Rf ,2

60 Migdalan TMA 14 0,07 0,16

41 40 2,2 0,41 0,45

42 40 2,7 0,42 0,50

43 40 6,3 0,31 0,52

2.3.4.6 Inne metody

W zespole Davisa48 zaproponowano bardzo ciekawą konkurencyjną metodę analizy rozpozna-

nia chiralnego, szczególnie użyteczną do analizy złȯzonych bibliotek kombinatoryjnych anio-

nów. Autorzy przygotowali pseudoracemiczne mieszaniny chiralnych karboksylanów - modyfi-

kowanego naproksenu (61 i 62) i modyfikowanej tyrozyny (63 i 64), w których kȧzdy z pseudo-

enancjomerów znakowany był w łańcuchu bocznym innym chromoforem. Dzięki temu zabie-

gowi analogi (R)-naproksenu i (R)-tyrozyny były czerwone, zás ich pseudoenancjomery miary

barwę niebieską.

Receptory u̇zyte w badaniach (65) oparte były na kwasie cholowym, którego alifatyczny

koniec został u̇zyty do związania żzywicą u̇zywaną do syntez na nośniku stałym. Grupy hy-

droksylowe kwasu cholowego, zostały przekształcone w aminowe, a następnie grupę aminową

z pozycji 7 przekształcono w grupę mocznikową. Wykorzystując typowe procedury syntezy na

nośniku stałym autorzy dobudowali do pozostałych dwóch grup aminowych (w pozycjach 3 i

12) dwuaminokwasowe fragmenty. Do syntezy użyto 12 ró̇znych naturalnychα-aminokwasów,

dzięki kombinatoryjnemu podejściu, w kȧzdej pozycji AA1-AA4 może znajdowác się dowolny

z 12 aminokwasów, co oznacza,że autorzy otrzymali bibliotekę złożoną z 124 � 20736 związ-

ków, przy czym kȧzde z ziareṅzywicy pokryte jest tylko jednym z wariantów receptora.

W kolejnym kroku autorzy umiéscili immobilizowaną bibliotekę receptorów w pseudora-

cemicznych roztworach61+62 lub 63+64, w mieszaninie CHCl3 : t-BuOH 10:1. Zgodnie z

załȯzeniami, na skutek wiązania anionów przez immobilizowany receptor, ziarnażywicy zabar-

wiały się. Autorzy wykazali,̇ze wiązanie anionów jest odwracalne w użytym rozpuszczalniku.

Ziarna o zdecydowanie niebieskim, lub zdecydowanie czerwonym kolorze powinny wskazy-

wać na wysoką enancjoselektywność procesu wiązania. Dla mieszaniny anionów opartych na

naproksenie obserwowano słabe wiązanie anionów (słabe wybarwianie ziaren) i jednocześnie

74

http://rcin.org.pl



O
O

O

N

N
N

NO2

O
O

O

N

N
N

S

NO2

NO2

HOOC

HOOC

O

HN

NH
NH

NH HN
O

NO2

AA3

AA4
Fmoc

AA1

AA2

Boc

HOOC

NHAc
O

O

O

N

N
N

NO2

HOOC

NHAc
O

O

O

N

N
N

S

NO2

NO2

61

62

63

64

65

znikomą enancjoselektywność. Dla drugiej mieszaniny anionów, opartej na tyrozynie, wiąza-

nie anionu było silne i zdecydowana większość ziaren przyjmowała zabarwienie niebieskie,

świadczące o znacznej enancjoselektywności. Aby mȯzliwe było zró̇znicowanie enancjoselek-

tywności tych ziaren, które były czysto niebieskie, kolejne pomiary przeprowadzono dla nich z
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mieszaninami pseudoenancjomerów bogatszymi w słabiej wiązany anion (63 : 64 = 5 : 1). W

mieszaninie o tak niekorzystnym stosunku tylko niektóre z ziaren przyjmowały barwę niebie-

ską. Te ziarna zostały wyselekcjonowane pod mikroskopem i autorzy planują wykorzystać je

do dalszych badán.

Koncepcja łatwego rozró̇zniania nósników z immobilizowanymi receptorami wydaje się

bardzo zachęcająca. Niepokojący może býc jedynie fakt,że grupa chromoforowa nie jest cał-

kowicie obojętna z supramoleuklarnego punktu widzenia, gdyż zawiera grupę aminową będącą

dobrym akceptorem wiązań wodorowych i polarne grupy nitrowe. Te fragmenty cząsteczki mo-

gą tak̇ze brác udział w kompleksowaniu i zmieniać powinowactwo modyfikowanego gościa do

receptorów. Co więcej, samȧzywica mȯze niezalėznie od czę́sci receptorowej wiązác prefe-

rencyjnie którą́s z cząsteczek gościa. Autorzy publikacji,́swiadomi tych problemów, zapropo-

nowali aby w kóncowym etapie ewaluacji receptorów, przeprowadzić eksperyment krzẏzowy -

tzn. u̇zyć mieszaniny anionów, w której odpowiednie chromofory są przyłączone do przeciw-

nych enancjomerów. Wówczas zmiana barwy ziarna z niebieskiej na czerwonąświadczyłaby o

tym, że mechanizm rozpoznania gościa dotyczy tylko fragmentu karboksylowego. Tego ekspe-

rymentu autorzy jednak nie przeprowadzili. Praca ta nie doczekała się jak na razie kontynuacji.

Nie zostały okréslone sekwencje aminokwasowe receptorów o najlepszym rozpoznaniu, ani nie

przeprowadzono, dla porównania, pomiarów enancjoselektywności innymi metodami.

2.4 Podsumowanie

Spojrzenie na dziedzinę rozpoznania chiralngo z dzisiejszej perspektywy skłania do pewnej

refleksji. Praktycznie codziennie ukazują się nowe publikacje dotyczące nowych chiralnych

katalizatorów do syntezy asymetrycznej. Katalizatory te cechuje obecnie znakomita enancjose-

lektywnósć, nadmiary enancjomeryczne (ee) produktów, wynoszące >90%, są już niemal stan-

dardem. Trzeba sobie uzmysłowić, żeee� 90% odpowiada stosunek enancjomerów 95:5, czyli

szybkósć tworzenia jednego z nich jest praktycznie 20 razy większa niż drugiego. Dlaeewy-

noszących 95%, czy 99%, stosunki szybkości reakcji wynoszą odpowiednio 40 i 200(!). Są

to doprawdy ogromne wartości, które są, jak do tej pory, zupełnie nieosiągalne w rozpozna-

niu chiralnym, realizowanym przez syntetyczne receptory. Na tak dużą dysproporcję w jakósci

wyników składają się, moim zdaniem, dwa czynniki.

Po pierwsze, w przypadku katalizy asymetrycznej różnicuje się szybkósć tworzenia enan-

cjomerów (kinetyka), a w przypadku rozpoznania chiralnego trwałość kompleksów (termody-

namika). Inaczej mówiąc kataliza, asymetryczna dotyczy entalpii swobodnej aktywacji(∆G;),

zás rozpoznanie chiralne entalpii swobodnej tworzenia supermolekuł (∆G0) (Rys. ). Osiągnięty

wynik - stosunek stałych szybkości reakcji (k), lub stosunek stałych tworzenia kompleksów (K)
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wykazują taką samą – eksponencjalną zależność od odpowiednich entalpii swobodnych:

k � exp

�

�∆G;

kBT




(2.58)

k1

k2
� exp

�
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1�∆G;

2
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(2.62)

K1

K2
� exp

�

∆∆G0� (2.63)

H*+ G

H*GR

H*GS

S + kat*

PR + kat*PS + kat*

a) b)

Rysunek 2.15:Porównanie czynników decydujących o katalizie asymetrycznej (a) i rozpozna-
niu chiralnym (b)

Z dotychczasowych doniesień literaturowych wydaje się,̇ze ró̇znicowanie entalpii aktywacji

(∆G;) jest łatwiejsze, ni̇z różnicowanie entalpii swobodnej tworzenia kompleksów (∆G0).

Drugim czynnikiem mającym wpływ na tak słabe rozwinięcie gałęzi rozpoznania chiral-

nego jest du̇za trudnósć analizy nowych receptorów pod kątem ich enancjoselektywności. W

przypadku katalizy asymetrycznej ocena katalizatora polega na przeprowadzeniu reakcji z mo-

delowymi substratami i określeniu wydajnósci produktu oraz jego nadmiaru enancjomerycz-

nego. Do okréslenia wydajnósci wymagane jest jedynie wydzielenie czystego produktu, aee

okrésla się metodami chromatograficznymi (HPLC lub GC). W dobie autosamplerów instalo-

wanych przy chromatografach, czy nawet kompletnych robotów nastawiających i przerabia-

jących testowe reakcje, sam proces ewaluacji katalizatorów jest stosunkowo prosty, szybki i

przede wszystkim jednoznaczny. Rozpoznanie chiralne nie cieszy się taką „łatwością obsługi”,

co bardzo utrudnia postępy w tej dziedzinie.

Jak pokazałem w tym rozdziale, klasyczna metoda analizy rozpoznania chiralnego - metoda

dwóch równoległych miareczkowań jest bardzȯzmudna, pracochłonna i obarczona znaczną nie-

pewnóscią. Miareczkowania są wrażliwe na ró̇znego rodzaju błędy - szereg przykładów z lite-
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ratury pokazuje niewłásciwie przeprowadzone miareczkowania, które prowadzą do fałszywych

wyników. Z drugiej strony dla potencjalnych alternatywnych metod - konkurencyjnych czy

chromatograficznych nie została wiarygodnie potwierdzona zgodność wyników z klasycznie

wyznaczonymi selektywnościami. Dopóki którás z tych metod nie zostanie pozytywnie zwery-

fikowana na du̇zej próbie receptorów i gości, lub dopóki nie zostanie opracowana nowa, szybka

i wiarygodna metoda, dopóty nie będzie możliwe prowadzenie badań nad rozpoznaniem chiral-

nym anionów na du̇zą skalę z kombinatoryjnym podejściem. Wobec braku prostych reguł su-

gerujących preferowaną strukturę receptora tylko kombinatoryjne podejście polegające na sys-

tematycznej wariacji struktur receptorów i przeprowadzenie korelacji struktura-selektywność

mogą zaowocowác dobrym zrozumieniem dziedziny rozpoznania chiralnego anionów i pomóc

w projektowaniu wysoce enancjoselektywnych receptorów na aniony.
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Rozdział 3

Badania własne

Wodorosty wyrzucane są na zawietrzną stronę wyspy, a nie na podwietrzną. Jeże-

li ze skalnego pagórka rzucić kawałek deski pod wiatr, nie wróci na brzeg, tylko

popłynie dookoła wyspy w niedużej odległości od plȧzy. Jėzeli trzymać deskę na

tle horyzontu, wydaje się,że horyzont tworzy część łuku, a nie linię prostą. Przy

brzydkiej pogodzie woda wznosi się, lecz czasem zachowuje się wręcz przeciwnie.

Co siódma fala jest olbrzymia, ale nieraz jest to dziewiąta, a czasem nie ma w tym

żadnej reguły.

A te szerokie grzywy białej piany pojawiające się przed burzą skąd się biorą i do-

kąd pędzą? I dlaczego? Tatuś Muminka starał się znaleźć odpowiedź na wszystkie

te pytania i na wiele innych, ale szło mu to bardzo ciężko. Poczuł się zmęczony i

niezdolny do myślenia naukowego(...).

I znów naszła go owa przyprawiająca o zawrót głowy myśl,że morze nie podle-

ga w ogóleżadnym prawom. Starał się szybko tę myśl od siebie odsunąć. Chciał

zrozumieć. Chciał rozwiązać zagadkę morza,żeby móc je lubić, a równocześnie

zachować poszanowanie dla samego siebie!

T. Jansson „Tatús Muminka i morze” tłum. T. Chłapowska

3.1 Wprowadzenie

Jak wykazałem w Części Literaturowej, ilósciowe okréslanie rozpoznania chiralnego nowo

otrzymanych receptorów jest trudne, czasochłonne, kosztowne i charakteryzuje się ograniczoną

precyzją. Dlatego moim celem było opracowanie i wyznaczenie zakresu stosowalności alterna-

tywnych metod badania rozpoznania chiralnego w odniesieniu do chiralnych anionów karbok-

sylanowych. Aby ocenić zakres stosowalności i stopién uniwersalnósci proponowanych przeze

mnie metod potrzebowałem dużej grupy receptorów na aniony o zróżnicowanej budowie, które
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cechowác powinien ró̇zny stopién enancjoselektywności. Zadanie to mogłoby zostać zrealizo-

wane w dosýc prosty sposób, poprzez użycie całej gamy literaturowych receptorów o szerokim

wachlarzu struktur i znakomitych (przynajmniej wg ich autorów) właściwósciach rozpoznania

chiralnego. Jednakże, jak wykazałem w poprzednim rozdziale, większość doniesién literatu-

rowych cechuje na ogół słaby warsztat badawczy, a prezentowane w publikacjach wyniki są

często wątpliwe. Wobec powyższego, wykorzystanie w mojej pracy literaturowych receptorów

nadal wymagałoby ode mnie wyznaczenia dla nich stałych tworzenia kompleksów z modelo-

wymi chiralnymi anionami przy u̇zyciu klasycznych metod miareczkowania. Z tego powodu

korzýsć z zastosowania związków znanych z literatury byłaby znikoma.

W tej sytuacja oczywistym rozwiązaniem było zaprojektowanie i otrzymanie własnej ko-

lekcji chiralnych receptorów na aniony. Optymalne receptory do moich podstawowych studiów

nad nowymi metodami badania rozpoznania chiralnego anionów powinny spełniać następujące

wymagania:

1. býc łatwo osiągalne syntetycznie,

2. dawác się łatwo oczyszczać do >95% czystósci,

3. býc rozpuszczalne w szeregu typowych rozpuszczalników,

4. wiązác anion wg modelu 1 : 1, wiązanie powinno być obserwowalne nawet w konkuren-

cyjnych rozpuszczalnikach,

5. proces tworzenia kompleksów supramolekularnych powinien dawać się łatwośledzíc za

pomocą metod spektroskopowych w optymalnym zakresie stężén dla danej wartósciKa.

Dodatkowo, receptory w ramach serii użytej do ewaluacji danej metody powinny cechować

się zró̇znicowaną enancjoselektywnością - od słabej, przez umiarkowaną, do znacznej. Szeroki

rozkład wartósci αT pozwoli okréslić zakres stosowalności alternatywnych metod analizy.

Jako źródła chiralnósć w moich receptorach zdecydowałem się wykorzystać naturalne

L-α-aminokwasy, które mają szereg zalet jako bloki budulcowe do syntezy receptorów na anio-

ny:

• są łatwo dostępne,

• ich łańcuchy boczne ró̇znią się wielkóscią, kształtem, polarnością oraz zdolnósciami two-

rzenia wiązán wodorowych,

• zarówno C- jak i N-kónce są łatwo funkcjonalizowalne przez użycie ró̇znorodnych od-

czynników,
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• grupa karboksylowa mȯze z łatwóscią zostác przekształcona w grupę amidową, natomiast

grupa aminowa mȯze zostác użyta do konstrukcji grupy amidowej, mocznikowej lub tio-

mocznikowej, istotnych ze względu na funkcję wiązania anionów.

Tak więc, du̇za ró̇znorodnósć naturalnych aminokwasów, jak również ogromne mȯzliwości

modyfikacji ich C- i N-kónców sprawiają,̇ze związki te są bardzo dogodne do syntezy bibliotek

receptorów.

W mojej strategii syntezy receptorów postanowiłem połączyć fragmenty aminokwasowe

z różnego rodzaju rdzeniami poprzez funkcję amidową, mocznikową lub tiomocznikową, co

pokazałem na Schemacie 3.1.

NH NH R

OX

R
1

R

O X

R
1

NH NH O

RNH

O

R NH

OR
2

O R
2

N-koniec aminokwasu związany 

z rdzeniem receptora poprzez 

amid, mocznik lub tiomocznik

C-koniec aminokwasu 

modyfikowany przez 

aminy (amid) lub 

alkohol (ester)

C-koniec aminokwasu związany z 

rdzeniem receptora poprzez 

funkcję amidową

N-koniec aminokwasu 

modyfikowany przez kwasy 

karboksylowe (amid)

Schemat 3.1:Ogólny schemat budowy receptorów z możliwością modyfikacji peryferiów

Rdzén receptora ma zapewniać wiązanie zdysocjowanej grupy karboksylowej gościa, zás

aminokwasowe „ogony" zapewniają chiralne otoczenie kompleksowanego anionu. W pracy

tej stosuję wyłącznie receptory elektrycznie obojętne, zatem wiązanie anionu wymaga odpo-

wiednio zorganizowanych przestrzennie donorów wiązania wodorowego, które znajdują się

we fragmencie rdzenia oraz w grupie łączącej rdzeń z aminokwasem. Jako prekursory rdze-

nia wybrałem dipirometan66 z łącznikiem karboksylowym orazo-fenylenodiaminę (67) i 1,8-

diaminoantracen (68) z łącznikiem aminowym. Prekursory te, po dołączeniu fragmentów ami-

nokwasowych, dają odpowiednie receptory69, 70 oraz71 (Rys. 3.1).

Zastosowane przeze mnie prekursory to układy o symetriiC2h, zatem cząsteczki receptorów

dekorowane aminokwasami posiadają symetrięC2. Realizacja trójpunktowego modelu wiązania

wg Pirkle’a (str. 22) polegác ma na związaniu dwóch atomów tlenu grupy karboksylowej przez

rdzén cząsteczki oraz dodatkowych, stereochemicznie zależnych oddziaływaniach typu zawady

przestrzennej lub wiązania wodorowego, zapewnionych przez aminokwasowe ogony.
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Rysunek 3.1:Cząsteczki rdzenia i odpowiadające im struktury chiralnych receptorów

3.2 Synteza receptorów

3.2.1 Receptory z rdzeniem dipirometanowym

W celu nadania pracy waloru innowacyjności, zdecydowałem się opracować nowy rdzén, na

którym oparte miały býc moje receptory. Mój wybór padł na wykorzystanie jednostki pirolo-

wej, która jest bardzo dogodnym i szeroko stosowanym fragmentem budulcowym96, ze wzglę-

du na swoje znakomite właściwósci donora wiązania wodorowego. Pirol jest bardziej kwaśny

niż typowy amid97, a równiėz jego parametry Abrahama98 równiėz wskazują,̇ze jest lepszym
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donorem wiązania wodorowego niż amid3. Co więcej, sztywna struktura pierścieniowa pomaga

właściwie preorganizowác strukturę receptora. Ze względu na dogodność syntezy i stabilnósć

w warunkach tlenowych opracowałem receptor oparty na motywie dipirometanu69. Mostkowy

metylenowy atom węgla, w którym atomy wodoru zastąpione są podstawnikami alkilowymi

jest odporny na utlenianie, natomiast grupy karboksylowe w pozycjach 5,5’, które następnie

miały zostác przekształcone w grupy amidowe, daje się łatwo wprowadzić na drodze substy-

tucji elektrofilowej. Etylowe podstawniki na grupie metylenowej zostały wybrane ze względu

na szczególną łatwość syntezy tego konkretnego homologu. Otrzymywanie receptorów typu69

przedstawia Schemat 3.2.
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Schemat 3.2:Synteza chiralnych receptorów opartych na jednostce dipirometanu 69

NaturalneL-aminokwasy – walina, fenyloalanina i tryptofan – zostały wybrane do syntezy

ze względu na ró̇zny charakter ich łáncuchów bocznych. Zawierają one odpowiednio: rozgałę-
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ziony łáncuch alkilowy (R=iPr dla Val), fragment aromatyczny (R=Bn dla Phe) oraz dodatkowy

donor wiązania wodorowego (heterocykliczne NH dla Trp).

Boc-Zabezpieczone aminokwasy poddano reakcji sprzęgania z dwiema pierwszorzędowymi

aminami – izopropyloaminą i benzyloaminą (posiadającymi odpowiednio alifatyczny i aroma-

tyczny podstawnik) prowadzącej do amidów75a-f. Związki te, w wyniku reakcji odbezpiecze-

nia grupy aminowej za pomocą 4M HCl w dioksanie, dały amidy76a-fz ilościową wydajnóscią.

Prekursor rdzenia receptora otrzymałem na drodze reakcji pirolu z pentan-3-onem w roz-

cieńczonym kwasie solnym. Częściowa rozpuszczalność substratów w wodzie w temp. 100�C

pozwoliła prowadzíc reakcję (z tym konkretnym ketonem) bez konieczności u̇zycia znacznych

nadmiarów pirolu; reakcja zachodzi z bardzo dobrymi wydajnościami, a produkt77nie wyma-

ga oczyszczania chromatograficznego. Związek ten poddałem reakcji substytucji elektrofilowej

z chlorkiem kwasu trichlorooctowego, otrzymując bisketon78, który poddałem bez wydziela-

nia hydrolizie w dwufazowym układzie THF/NaOH(aq) w 40�C. Po zakwaszeniu otrzymałem

dikwas 79 wydajnóscią 68% po dwóch etapach. Sprzęganie dikwasu79 z odbezpieczonymi

aminokwasami76a-f przeprowadziłem przy u̇zyciu odczynnika sprzęgającego - EDCl, znane-

go z chemii peptydów. Finalne receptory69a-f otrzymałem z zadowalającymi wydajnościami

(od umiarkowanymi do dobrych).

Dla zwiazków z ugrupowaniem�COCCl3, karboanion CCl–3 jest na tyle dobrą grupą odcho-

dzącą,̇ze znane są przykłady bezpośredniej syntezy amidów z ketonów trichlorometylowych.

Próba zastosowanie tej reakcji w moim przypadku, tj. bezpośredniego przereagowania78 z 76

zakónczyła się niepowodzeniem. Keton78 reagował jedynie z niezabezpieczoną fenyloalaniną,

w obecnósci trietyloaminy, jednak stopień przereagowania był niewielki (20%).

Receptory tej serii będę dalej nazywał w skrócie DEDPM.

3.2.2 Receptory z rdzeniem bis-antranilowo-mocznikowym

Innym autorskim rdzeniem, na którym planowałem zbudować chiralny receptor, był mocznik

bisantranilowy72. Wiązanie anionu miało býc zapewnione przez cztery donory wiązań wodo-

rowych - dwa z ugrupowania mocznikowego i dwa z grup amidowych. Receptory o tym planie

budowy starałem się otrzymać wg Schematu 3.3.

Kwas 2-nitrobenzoesowy przekształciłem w chlorek kwasowy, który przereagowałem z es-

trem metylowym fenyloalaniny w obecności diizopropyloetyloaminy (DIPEA) do amidu81.

Związek ten poddałem redukcji wodorem na katalizatorze palladowym, co prowadziło do ami-

ny 82. Amina tę, w reakcji z trifosgenem, przekształciłem się w izocyjanian83, który, jak się

okazało, ulegał wewnątrzcząsteczkowemu zamknięciu pierścienia széscioczłonowego –84. Ze

względu na nietrwałósć izocyjanianu synteza receptora85 tą ściėzką nie była mȯzliwa. Analiza

doniesién literaturowych wskazuje,̇ze zaproponowanásciėzka syntetyczna jest możliwa tylko

dla związków, w których atom azotu grupy amidowej jest związany z podstawnikiem o dużej
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Schemat 3.3:Próba otrzymania chiralnych receptorów z rdzeniem 72

zawadzie przestrzennej99, która uniemȯzliwia wewnątrzcząsteczkową reakcję.

Z analizy literaturowej wynikało tak̇ze,że alternatywna metoda syntezy (Schemat 3.4) rów-

nież nie doprowadzi do oczekiwanego produktu. Synteza prekursora72 z estru metylowego

kwasu antranilowego (86) nie jest mȯzliwa, gdẏz w ostatnim etapie hydrolizy estru87zachodzi

wewnątrzcząsteczkowa reakcja substytucji prowadząca do88100.

Synteza docelowego związku85 byłaby prawdopodobnie możliwa poprzez zabezpieczenie

amidowego atomu azotu w związku81 i odbezpieczenie go po przeprowadzeniu cząsteczki w

oczekiwany mocznik. Jednakże złȯzonósć syntezy, w połączeniu z koniecznością wprowadze-

nia fragmentów aminokwasowych na wczesnym etapie, czyni potencjalne receptory serii MBA

niekorzystne z punktu widzenia syntezy biblioteki kombinatoryjnej.
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Schemat 3.4:Wewnątrzcząsteczkowa reakcja substytucji uniemożliwiająca otrzymywanie pre-
kursora 72

3.2.3 Receptory z rdzeniemo-fenylenodiaminowym

Achiralne receptory z rdzeniemo-fenylenodiaminy efektywnie wią̇zące m.in. aniony chlorko-

wy i benzoesowy, zostały opisane przez Gale’a101. Prosta modyfikacja literaturowej syntezy

pozwoliła mi uzyskác rodzinę chiralnych receptorów typu70, w których jednostka rdzenia jest

modyfikowana estrami aminokwasów.

W celu otrzymania związków serii70 konieczne było przekształcenie fragmentów amino-

kwasowych w odpowiednie izocyjaniany i przereagowanie ich zo-fenylenodiaminą. W syntezie

całej rodziny receptorów, z tym samym rdzeniem, dużo bardziej dogodne byłoby jednorazowe

przekształcenie diaminy67 w odpowiedni diizocyjanian i przereagowanie go z serią estrów

aminokwasów. jednak̇ze 67 w reakcji z fosgenem (lub jego odpowiednikami) daje cykliczny

mocznik89.

Izocyjaniany z estrów aminokwasów otrzymywałem na dwa sposoby, zależnie od typu es-

tru (Schemat 3.5). Handlowo dostępne estry metylowe waliny i fenyloalaniny90a,bpoddałem

reakcji z trifosgenem we wrzącym toluenie. Izocyjaniany91a,eoczýsciłem przez destylację

pod zmniejnieszonym ciśnieniem. Niedostępne handlowo estry aminokwasów otrzymałem z

Boc-zabezpieczonych aminokwasów74a,b, które przereagowałem z alkoholami: izopropylo-

wym, n-butylowym i benzylowym w obecności EDCl i katalitycznej ilósci DMAP103. Grupę

aminową estrów92b-d,f-h odbezpieczałem przy użyciu 4M HCl w dioksanie i wolne aminy

przereagowywałem z fosgenem w celu otrzymania izocyjanianów91b-d,f-h104, które u̇zywa-

łem bez oczyszczania. Izocyjaniany91a-hw reakcjio-fenylenodiaminą dały receptory70a-h,

które oczyszczałem chromatograficznie oraz przez krystalizację. Gdy reakcję prowadziłem w

dichlorometanie, to po ok 3h pojawiał się galaretowaty osad, który ulegał rozpuszczeniu w mia-

rę postępu reakcji. Osadem musiał być związek pósredni, w którym tylko jedna z grup amino-

wych została przekształcona w mocznik; bis-mocznik cechuje bowiem lepsza rozpuszczalność.

Wydajnósci reakcji w dichlorometanie były słabe w przypadku prowadzenia reakcji przez 16 h.

Zmiana rozpuszczalnika na DMF zapobiegała powstawaniu osadu, reakcja była zakończona

po ok. 2h, a wydajnósci wzrosły do 32-85%. Kȧzdorazowo lepszą wydajność otrzymałem w

reakcjach z oczyszczonymi izocyjanianami91a,e.
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Schemat 3.5:Synteza chiralnych receptorów opartych na o-diaminobenzenie

Podjąłem tak̇ze próbę przeprowadzenia syntezy receptorów typu70 wg ściėzki, która by-

łaby bardziej dogodna do otrzymywania bibliotek receptorów. Ester70epoddałem hydrolizie

wodorotlenkiem litu prowadzącej do odpowiedniego dikwasu93, który następnie próbowałem

zestryfikowác alkoholem izopropylowym przy u̇zyciu EDCl, jednak̇ze nie otrzymałem oczeki-

wanego estru70f (Schemat 3.6).

W celu ustalenia czystości enancjomerycznej receptorów70 przeprowadziłem dodatkowo

syntezę dwóch receptorówD-70e i D-70f będących enancjomerami odpowiednich receptorów

70ei 70f. Receptory szereguD otrzymałem wg dwóch́sciėzek opisanych powẏzej wykorzystu-

jąc D-fenyloalaninę jako substrat. Mieszaniny racemiczneD,L-70e i D,L-70f uzyskałem przez

zmieszanie równych ilósci enancjomerów i rozdzieliłem je za pomocą HPLC (kolumna Chiral-

pak AD-H). Dysponując metodą rozdziału enancjomerów określiłem czystósć enancjomerycz-

ną70e,f, która wynosiła >99%ee.

Receptory omówione powyżej będę dalej nazywał w skrócie DAB.
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Schemat 3.6:Nieudana alternatywna ścieżka syntezy receptorów typu 70

3.2.4 Receptory z rdzeniem 1,8-diaminoantracenowym

Motyw strukturalny 1,8-diaminoatracenu pojawił się w kontekście chemii supramolekularnej

anionów początkowo w achiralnych receptorach105, dopiero później został użyty jako rdzén

układów chiralnych46. Podobnie jak w poprzednim przypadku prosta modyfikacja tych ostat-

nich pozwoliła mi otrzymác rodzinę receptorów71.

Prekursor rdzenia otrzymałem zgodnie z procedurą literaturową (Schemat 3.7). 1,8-Dinitro-

antrachinon (95) zredukowałem do diaminy96, którą następnie potraktowałem borowodorkiem

sodu wśrodowisku zasadowym otrzymując 1,8-diaminoantracenu (68).

O

O

NO2 NO2

Na2S
O

O

NH2 NH2
NaBH4

NaOH
iPrOH

NH2 NH2

95 96 68

Schemat 3.7:Synteza prekursora rdzenia 68

Diaminę68przereagowałem z izocyjanianem otrzymanym z estru metylowego fenyloalani-

ny, po chromatograficznym oczyszczaniu surowego produktu, wydzieliłem receptor98z wydaj-

nością 75%. Związek ten wykazywał dużą tendencję dȯzelowania w dichlorometanie, acetonie

i acetonitrylu. Ze względu na ograniczoną rozpuszczalność receptora, zdecydowałem się za-

mieníc grupę mocznikową na tiomocznikową.

Bazując na literaturowej metodzie, diaminę68poddałem reakcji z tiofosgenem, a otrzyma-

ny diizotiocyjanian97 oczýsciłem przez krystalizację z dichloroetanu z wydajnością 40-55%.

Literaturowa procedura zakładająca chromatograficzne oczyszczanie produktu dawała wydaj-

ność na poziomie 20%.

Tiomocznikowe otrzymałem na drodze reakcji izotiocyjanianu97 z estrami aminokwasów
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Schemat 3.8:Otrzymywanie mocznikowego receptora 98

(90a-n), wśród które pię́c jest handlowo dostępnych (estry metylowe90a,e,i,m, oraz etylowy

90n). Pozostałe otrzymałem otrzymałem wg procedury pokazanej na Schemacie 3.9. Receptory

71a-noczýsciłem chromatograficznie i poprzez krystalizację. Wydajność ostatniej reakcji była

niska (10-30%), co skłoniło mnie do sprawdzenia alternatywnych metod syntezy.
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Schemat 3.9:Synteza receptorów serii 71
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Jedną z alternatywnych możliwości otrzymywania receptorów71 jest reakcję diaminy68 z

izotiocyjanianami - pochodnymi aminokwasów (Schemat 3.10). Taściėzka syntezy zapewniła

zwiększenie wydajnósci do ok. 60%, była natomiast niekorzystna z punktu widzenia synte-

zy kombinatoryjnej, poniewȧz wymagałaby otrzymywania odpowiednich izotiocyjanianów z

każdego estru aminokwasu. Dodatkowo, metoda ta reakcji istotnie zwiększyłoby ekspozycję

eksperymentatora na toksyczny tiofosgen o wyjątkowo nieprzyjemnym zapachu.

COOMe+H3N
NH HN S

HN Bn

COOMe

NH

S

COOMe

Bn

e

e

Cl-

1. CSCl2
 NaHCO3(aq)/DCM

2.

64%90

68

71

Schemat 3.10:Alternatywna metoda syntezy tiomocznikowych receptorów 71

W celu poprawy wydajnósci sprawdziłem tak̇ze mȯzliwość zastosowania analogu tiofosge-

nu - bis(benzotriazolo)metanotionu99. Analog ten w reakcji z estrem metylowym fenyloalaniny

(90e) dawał mieszaninę zawierającą m.in. oczekiwany produkt100, nieprzereagowaną aminę

i benzotriazol. Stopién konwersji aminy, okréslony na podstawie widma1H NMR mieszaniny,

oceniłem na 35%. Wydzielenie produktu wymagałoby oczyszczania chromatograficznego, co w

połączeniu z niską wydajnością zdyskwalifikowało tę metodę jako alternatywę do opracowanej

pierwotnieściėzki.

COOMe+H3N

e

Cl-

N
N

N

S

N N
N

COOMeHN

SN

N N

DIPEA

90 99
100

Schemat 3.11:Otrzymywanie analogu izotiocyjanianu z użyciem 99

Na potrzeby dalszych pomiarów przeprowadziłem dodatkowo syntezę ośmiu receptorów se-

rii D. ReceptoryD-71e-lotrzymałem powtarzająćsciėzkę syntetyczną przy użyciu odpowiednio

D-waliny i D-fenyloalaniny.

Receptory tej serii będę dalej nazywał w skrócie DAA.
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3.3 Oddziaływanie receptorów z anionami

Podczas opracowywania metod syntezy receptorów typu69, 70 i 71wykazałem,̇ze wymagania

1-3 (str. 80) tj. łatwósć syntezy, oczyszczania i dobra rozpuszczalność są dla nich spełnione.

Analiza kolejnych dwóch warunków – jakości oddziaływania z anionami i możliwości śle-

dzenia tych oddziaływán – wymagała przeprowadzenia pomiarów trwałości kompleksów tych

receptorów z modelowymi anionami.

Jako modelowe chiralne aniony do badań wybrałem anion kwasu migdałowego (Man),

który jest nieoficjalnym modelowym związkiem w badaniach nad rozpoznaniem chiralnym

anionów, oraz anion N-acetylofenyloalaniny (AcPhe) jako reprezentanta grupy naturalnych

aminokwasów.

3.3.1 Receptory DEDPM

Pierwsze miareczkowanie receptora serii69 migdalanem TBA w DMSO-d6, pod kontrolą1H

NMR, wykazało niemal zupełny brak oddziaływań receptor-anion nawet po dodaniu 10 ekw.

gościa (G). Następne miareczkowanie przeprowadzone w CDCl3 pozwoliło zaobserwowác wią-

zanie anionu; kształt krzywej miareczkowania wskazywał na optymalną wartość iloczynuKa �

rHs0. Próby numerycznego dopasowania krzywej teoretycznej za pomocą programu WinE-

qNMR skutkowały za kȧzdym razem silnie sinusoidalnym rozkładem resztek (Tabela 3.1A).

Jėzeli dane dóswiadczalne dopasowywałem modelem HG�HG2, wówczas resztki przyjęły

rozkład losowy a parametr określający jakósć dopasowania - RMSE (root of mean square error

- pierwiastek zésredniej kwadratów odchyleń) znacząco się obniżył. Stechiometrię 1 : 1 + 1 : 2

potwierdziłem wykresem Joba. Podczas dalszej analizy danych zaobserwowałem,że dopasowa-

na para wartósci K1:1 i K1:2 bardzo silnie zalėzy od wprowadzonych do programu startowych

wartósci stałych. Uznałem,̇ze te trudnósci w analizie numerycznej wynikają ze zbyt małej licz-

by punktów miareczkowania oraz z niewłaściwej ich dystrybucji. Miareczkowanie powtórzyłem

zbierając 24 pkt. w szerokim zakresie. Nawet dla takiego zestawu danych w procesie dopaso-

wywania krzywej teoretycznej, procedura zatrzymała się w trzech różnych minimach lokalnych

w zalėznósci od startowego zestawu oszacowanych stałych. Dwa minima praktycznie nie różni-

ły się parametrami oceniającymi jakość dopasowania, trzecie natomiast cechowało nieznacznie

większe RMSE. Trzy przebiegi dopasowanych krzywych, wraz z resztkami i parametrami do-

pasowania, przedstawia Tabela 3.1B-D.

Dopasowania B) i C) cechują niższe wartósci RMSE a pary wartósci K1:1 i β2 są zbli-

żone w tych dwóch przypadkach. Dopasowanie D) ma diametralnie różne wartósci stałych

trwałości, K1:1 różni się w porównaniu z dopasowaniami B) i C) o 5 rzędów wielkości. Dla

wszystkich dopasowań stałe obarczone są ogromną niepewnością ich wyznaczenia. W dopa-

sowaniu B) otrzymałem wartości odpowiadające przedziałowiK1:1
P p129;372q, zás dla do-
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Tabela 3.1:Różne dopasowania przebiegu miareczkowania receptora 69a (S)-migdalanem
TBA w CDCl

3

Dopasowanie danych RMSE log
�

K1:1
�

logpβ2q

Aa

0 3 6 9
9,0
9,5

10,0
10,5
11,0
11,5

 exp
 fit

 (p
pm

)

eq G

0 3 6 9
-0,1

0,0

0,1
re

sz
tk

i

0,0496 5,9�5,6 -

B

0 3 6 9
9,0
9,5

10,0
10,5
11,0
11,5

 exp
 fit

 (p
pm

)

eq G

0 3 6 9

-0,04
-0,02
0,00
0,02

re
sz

tk
i

0,0123 2,34�0,23 4,26�0,21

C

0 3 6 9
9,0
9,5

10,0
10,5
11,0
11,5

 exp
 fit

 (p
pm

)

eq G

0 3 6 9

-0,04
-0,02
0,00
0,02

re
sz

tk
i

0,0120 2,54�0,28 4,48�0,27

D

0 3 6 9
9,0
9,5

10,0
10,5
11,0
11,5

 exp
 fit

 (p
pm

)

eq G

0 3 6 9

-0,04
-0,02
0,00
0,02

re
sz

tk
i

0,0144 7,4�2,3 9,3�2,3

a dopasowanie modelem 1 : 1

pasowania C)K1:1
P p182;660q. Dla dopasowania D) niepewność obejmuje 4 rzędy wielkósci

(∆ logpKq � 2,6), zatem wyznaczona wartość liczbowa jest bezwartościowa. Przeprowadzone

miareczkowanie pozwala jedynie określić rząd wielkósci stałychK1:1 i K1:2, co oznacza brak

możliwości okréslenia rozpoznania chiralnego dla badanych receptorów. Powyższa trudnósć

analityczna w połączeniu z niskim powinowactwem receptorów serii DEDPM do modelowego

migdalanu TBA zdyskwalifikowały tę serię do dalszych badań.

Projektując receptory oparte na dipirometanie, zakładałem tworzenie kompleksu o stechio-

metrii 1 : 1, którego przybli̇zoną strukturę przedstawia Rys. 3.2a). Proste modelowanie moleku-

larne sugerowało,̇ze w optymalnej konformacji receptor może tworzýc z anionem szésć wiązán

wodorowych. Dla kompleksu 1 : 2 wymodelowałem strukturę z Rys. 3.2b), w której każda z

podjednostek pirol-aminokwas-amid wiąże niezalėznie po jednym anionie. Niska wartość sta-
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łej K1:1 przemawia na niekorzýsć konformacji kompleksu z Rys. 3.2a). Stosunek stałych dla

dopasowania C) wynosiK1:1
{K1:2

� 4, co jest wartóscią typową dla receptorów posiadających

dwa zupełnie niezalėzne miejsca wią̇zące (brak dodatnich i ujemnych efektów allosterycznych).

Te dwie obserwacje przemawiają za strukturą kompleksu HG przedstawioną na Rys. 3.2c), wią-

zanie anionu realizowane jest przez trzy wiązania wodorowe, a dwie grupy etylowe stanowią

znaczną zawadę przestrzenną. Obserwacja ta wskazuje,że dla receptorów o dużej swobodzie

konformacyjnej struktura powstającego kompleksu może býc sprzeczna z intuicją i trudna do

przewidzenia.

a) b) c)

Rysunek 3.2:Struktury modelowego receptora typu 69 z jedną lub dwiema cząsteczkami anio-
nu (modelowy benzoesan) zoptymalizowane na poziomie AM6

3.3.2 Receptory DAB

Mając na uwadze przedstawione powyżej niepowodzenia w opracowywaniu własnej platfor-

my dla receptorów, zdecydowałem się zastosować platformę znaną z doniesień literaturowych,

która zapewniałaby łatwą syntezę receptorów, ich duże powinowactwo do karboksylanów i, po-

przez odpowiednią budowę i układ donorów wiązań wodorowych, wykluczałaby powstawanie

kompleksów o wẏzszych stechiometriach. Jako jedną z najprostszych platform wybrałem prze-

badany w zespole Gale’a106 receptor oparty na dwóch grupach mocznikowych będący pochod-

ną 1,2-diaminobenzenu. Mimo prostej budowy, receptor ten wykazuje duże powinowactwo do

karboksylanów. Podana w publikacji stała trwałości kompleksu receptora101z benzoesanem

TBA wynosi 1300M�1 (DMSO-d6, 298 K). Na podstawie miareczkowania w tych samych wa-

runkach wyznaczyłem stałą trwałości dla kompleksu70az (S)-migdalanem TBA,K � 29M�1.

Zmniejszenie stałej trwałości o prawie dwa rzędy wielkości, spowodowane zmianą łańcuchów

bocznych w receptorze oraz zmianą G na inny anion karboksylanowy, wzbudziło moje zainte-

resowanie. Przeprowadziłem dodatkowe miareczkowania w celu wyznaczania stałych trwałości

kompleksów101z migdalanem oraz70az benzoesanem. Wyniki te przedstawia Tabela 3.2.

Jak wynika z analizy powẏzszej Tabeli, w przypadku benzoesanu, zamiana podstawników

w ramionach receptora z aromatycznych na alifatyczne, o trochę większych wymaganiach ste-

rycznych, praktycznie nie powoduje zmiany stałej trwałości. Zamiana benzoesanu na migdalan
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Tabela 3.2:Porównanie powinowactwa chiralnego i achiralnego receptora do achiralnego ben-
zoesanu i chiralnego migdalanu TBAa.

Receptor

Anion HNNH

HN

O

NH

O

101

NH HN

HN

OO

NH

COOMeMeOOC 70

O-

O

1300b 1130

OH

O-

O

152 29

aStałe trwałósci [M�1] wyznaczone za pomocą miareczkowania1H NMR w DMSO-d6 + 0.5% H2O bCyt. 106

dla achiralnego receptora101spowodowała prawie 9-krotny spadek wartości K. Zmniejszenie

trwałości kompleksu wynika moim zdaniem głównie z różnic w gęstósci elektronowej w grupie

karboksylowej obu anionów. Względy steryczne wydają się odgrywać drugorzędną rolę. Inaczej

przedstawia się zamiana receptora z101na70adla kompleksów z migdalanem. 5-krotny spa-

dek wartósciK dla tego anionu musi wynikać z koniecznósci pokonania zawady przestrzennej,

która dopiero dla pary70a-migdalan staje się istotna.

Ze względu na małą wartość stałej trwałósci w DMSO, zdecydowałem przeprowadzić do-

datkowe miareczkowania w innych rozpuszczalnikach. Przetestowałem mieszaninę DMSO : ace-

ton 1 : 1, acetonitryl oraz aceton, otrzymując stałeK odpowiednio 188,� 7000 i >10000M�1

(Wykres 3.1). We wszystkich testowanych rozpuszczalnikach, zarówno krzywe Joba, jak rów-

nież stochastyczne rozkłady resztek po dopasowaniu danych, wskazują jednoznacznie na prostą

stechiometrię kompleksu 1 : 1.

0 1 2 3 4 5
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

 (p
pm

)

ekw G

 DMSO
 MeCN
 aceton
 aceton:DMSO 1:1

Wykres 3.1: Porównanie miareczkowań 70a (S)-migdalanem TBA w różnych rozpuszczalni-
kach. Przebiegi miareczkowań dotyczą zmian przesunięć chemicznych (∆δ ) we-
wnętrzych protonów mocznikowych.

Podczas miareczkowania oba sygnały protonów grupy mocznikowej uległy zgodnemu prze-

sunięciu w dół pola. Aromatyczne protony grupy diaminobenzenu ulegały przeciwnym przesu-
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nięciom (Rys. 3.3). Sygnały protonów 3 i 6 przesuwały się w dół pola, natomiast sygnały proto-

nów 4 i 5 w górę pola. Ró̇znice te spowodowane są efektami indukcyjnymi i mezomerycznymi.

Kompleksowanie anionu powoduje przenoszenie gęstości elektronowej z grup mocznikownych

do pieŕscienia. Gęstósć ta jest najbardziej efektywnie przenoszona w pozycje 4 i 5 pierścienia.

5.45.65.86.06.26.46.66.87.07.27.47.67.88.08.28.48.68.89.09.29.49.6
f1 (ppm)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

NH

NH

O NH

COOMe

O NH

COOMe

H

H

Rysunek 3.3:Miareczkowanie receptora 70a (S)-migdalanem TBA w acetonitrylu-d
3

pod kon-
trolą 1H NMR

Dalsze miareczkowania zdecydowałem się prowadzić pod kontrolą spektrometrii UV-Vis.

Do tego celu szczególnie nadaje się acetonitryl, który cechuje duża transmitancja w szerokim

zakresie widma (¡ 210 nm). Wartósć stałej trwałósci kompleksów w acetonitrylu wskazuje,

że pomiary przy stę̇zeniu�1�10�5 M będą znajdowały się w optymalnym zakresie wartości

K � rHs0 (str. 35). Z powẏzszych powodów wybrałem acetonitryl jako rozpuszczalnik do prowa-

dzenia dalszych miareczkowań okréslających rozpoznanie chiralne. Podczas miareczkowania

śledziłem zmiany w pásmie absorpcji grupy mocznikowej (Wykres 3.2).

3.3.3 Receptory DAA

Dla modelowego receptora serii DAA (71i) przeprowadziłem miareczkowania migdalanem

TBA pod kontrolą1H NMR w DMSO-d6 oraz acetonitrylu-d3. Stała trwałósci w DMSO wy-

nosiła 64, zás w MeCN >10000. Oba sygnały pochodzące od ugrupowań tiomocznikowych
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Wykres 3.2: Typowy przebieg miareczkowania receptorów serii DAB migdalanem TBA pod
kontrolą spektrometrii UV-Vis

ulegają przesunięciu w dół pola w miarę wzrostu stężenia G. Podobnie zachowuje sie aroma-

tyczny proton w pozycji 9, który uczestniczy w wiązaniu anionu. Proton w pozycji 10 układu

antracenu ulega przeciwnemu przesunięciu – w górę pola, co spowodowane jest zwiększeniem

gęstósci elektronowej w tej pozycji na skutek związania anionu (Rys. 3.4). Zarówno wykres

Joba, jak i rozkład resztek po dopasowaniu modelem 1 : 1, wskazują na prostą stechiometrię

tworzonych kompleksów.

Konieczne było jednak sprawdzenie receptora z ugrupowaniem tryptofanu w łańcuchu bocz-

nym (70m). Uwȧzałem,̇ze istnieje uzasadnione podejrzenie,że indolowe grupy NH, stanowiące

dodatkowe donory wiązań wodorowych, mogą zaburzyć prostą stechiometrię wiązania anionu.

Wykres Joba dla tego receptora z migdalanem wskazuje na stechiometrię 1 : 1, jednakże uwȧz-

na analiza resztek i przebiegu miareczkowania sugeruje bardziej złożony model. Interesujące

jest zachowanie sygnałów indolowych protonów NH. W zakresie 0-1 ekw. anionu sygnały te

ulegają przesunięciu, jednak nie dążą do plateau. Po przekroczeniu 1 ekw. G sygnały protonów

indolowych nadal przesuwają się w dół pola, coświadczy o następczym akcie wiązania anionu.

Dodatkowe donory wiązania wodorowego, które w założeniu miały pomóc w realizacji rozpo-

znania chiralnego, powodują istotną komplikację oddziaływań receptor-anion i w konsekwencji

utrudniają analizy. Jakkolwiek receptor z tryptofanem może wykazywác dobre włásciwósci roz-

poznania chiralnego, musiałem wykluczyć go z badanej serii, gdyż uzyskane dla niego wyniki

nie byłyby dostatecznie wiarygodne, aby posłużyć do okréslenia stosowalnósci alternatywnych

metod badania rozpoznania chiralnego.

Do śledzenia procesu wiązania anionów przez receptory serii DAA można zastosowác spek-

troskopię emisyjną, gdẏz receptory te wykazują niebieską fluorescencję (λ max
em �, λexc�), która

ulega osłabieniu na skutek wiązania anionu (Rys. 3.6a). Efekt ten nie jest bardzo silny, gdyż

receptor w pełni skompleksowany wykazuje fluorescencję o intensywności równej ok. 1/2 war-

tości początkowej, niemniej osłabienie emisji może býc widoczne gołym okiem, jak pokazuje
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Rysunek 3.4:Przebieg miareczkowania receptora 71i (S)-migdalanem TBA w acetonitrylu-d
3

pod kontrolą 1H NMR

6.66.87.07.27.47.67.88.08.28.48.68.89.09.29.49.69.810.010.210.410.610.811.011.2
f1 (ppm)

N

N

S

O
N

H

N
H

NH

NH

S

OO

H

H

O

Rysunek 3.5:Przebieg miareczkowania receptora 71m (S)-migdalanem TBA. Protony indo-
lowe nie osiągają plateau po przekroczeniu 1 ekw G, ale ulegają silniejszemu
przesunięciu.
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Rys. 3.6.

DAA-ValOMe  + S-ManTBA

1 eq0 eq 0,5 eq 2 eq 5 eq 10 eq 20 eq 50 eq

Rysunek 3.6:Osłabienie intensywności fluorescencji spowodowane wiązaniem anionu przez re-
ceptor (λexc�254 nm)

Żaden ze sprawdzonych przeze mnie receptorów serii DAA nie wykazywał dobrych wła-

ściwósci sensorycznych, gdyż kompleksy z kȧzdym z enancjomerów, zarówno migdalanu TBA

jak i N-Ac-PheOTBA, posiadają takie same wartościYHG (patrz. str 28). Czę́sć miareczkowán

prowadziłem pod kontrolą spektrofluorymetryczną, jednak dla kilku receptorów obserwowałem

nietypowy przebieg miareczkowania z trudnymi do wytłumaczenia maksimami w początkowej

fazie. Jak wynika z analizy TLC, receptory wykazujące nietypowe przebiegi były zanieczysz-

czone bardzo niewielkimi ilósciami związku wykazującego bardzo silnążółtą fluorescencję.

Zanieczyszczenia te musiały stanowić <2% mieszaniny, gdẏz były zupełnie niewidoczne na

widmie NMR. Widmo emisji tych zanieczyszczeń musiało nakładác się na widmo emisji re-

ceptorów. Sama obecność dodatkowej emisji nie stanowiłaby problemu przy miareczkowaniu

(stały poziom tła), jednak związki te musiały również oddziaływác z anionem, co przejawiało

się zmianą ich włásciwósci emisyjnych. Obserwowany przebieg miareczkowania był zatem su-

perpozycją zmieniających się widm emisyjnych od dwóch składników, stężenie jednego z nich

nie było znane. Oczywiście miareczkowanie takie nie nadawało się do analiz ilościowych.

O ile włásciwósci emisyjne (w szczególności wydajnósć kwantowa fluorescencji) mogą się

bardzo silnie ró̇znić nawet dla dwóch związków o zbliżonej strukturze, tak ich właściwósci

absorpcyjne zwykle pozostają podobne i zanieczyszczenie o bardzo małej zawartości powinno

mieć znikomy wpływ na obserwowane widmo absorpcji. Z tego powodu dalsze miareczkowa-

nia receptorów DAA prowadziłem pod kontrolą spektroskopii UV-Vis. Obserwowałem zmiany

absorpcji w obrębie pasma odpowiadającego chromoforowi grupy tiomocznikowej. Typowe

zmiany przedstawia Wykres 3.3.

3.4 Wyznaczanie jakósci rozpoznania chiralnego receptorów

za pomocą klasycznej metody miareczkowania

Po przeprowadzeniu wstępnych pomiarów pod kontrolą spektrometrii NMR i po ustaleniu ste-

chiometrii powstających kompleksów przystąpiłem do wyznaczenia stałych trwałości komplek-
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Wykres 3.3: Typowy przebieg miareczkowania receptorów serii DAA migdalanem TBA pod
kontrolą spektrometrii UV-Vis

sów receptorów z kȧzdym z enancjomerów modelowych karboksylanów. Miareczkowania zde-

cydowałem się prowadzić pod kontrolą spektrometrii UV-Vis. W rutynowym stosowaniu mia-

reczkowanie tego typu ma wiele zalet, część z nich została przedstawiona w Tabeli 2.7 (str. 46).

W konteḱscie moich badán największymi zaletami były:

1. zmniejszenie niepewności stę̇zén przygotowanych roztworów H i G,

2. zmniejszenie niepewności dopasowywania poprzez jednoczesną analizę wszystkich dłu-

gości fali (program HyperSpec),

3. praca na niskich stężeniach poprawiająca precyzję i dokładność pomiaru (optymalna war-

tość iloczynuKa � rHs0),

4. mȯzliwość automatyzacji pomiaru.

ad. 1) Pełną analizę potencjalnych źródeł błędów grubych oraz oszacowanie niepewności

stę̇zén przygotowanych roztworów przeprowadziłem w Rozdziale 5.2.1 str. 187. Porównałem

tam tėz procedury przygotowywania roztworów do miareczkowań NMR i UV-Vis. Dzięki uży-

ciu kolb jednomiarowych mogę osiągnąć znacznie lepszą precyzję stężén przygotowanych roz-

tworów. Niskie stę̇zenia gwarantują,̇ze gęstósć roztworu jest praktycznie taka sama jak gęstość

rozpuszczalnika, zatem objętość roztworu H w kuwecie mogłem określić z wysoką dokładno-

ścią na podstawie ważenia. Dodatkowo, pompa strzykawkowa dozująca porcje titranta zapewnia

zdecydowanie lepszą precyzję niż ręczne dodawanie roztworu - jedynym stałym źródłem błędu

jest tutaj dokładnósć średnicy tłoka u̇zytej strzykawki.

ad. 2) Program HyperSpec traktuje dane z miareczkowania jako macierz, której elementem

Ai, j jest wartósć absorbancji dla stężén [H]0 i [G]0 w i-tym punkcie miareczkowania dla długo-

ści fali λ j . Program dla kȧzdej długósci fali dopasowuje osobneεHpλ q, εGpλ q i εHGpλ q. Zás dla
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wszystkich rejestrowanychλ optymalizuje jedną, globalną wartość K. Takie podej́scie znacznie

poprawia dokładnósć i precyzję dopasowania. Na podstawie analizy statystycznej czterokrotnie

powtórzonego miareczkowania70az (S)-migdalanem TBA oszacowałem niepewność wszyst-

kich pomiarów na�6%.

ad. 3) Nie wymaga komentarza.

ad. 4) 20 receptorów, dwie pary G, przy dwukrotnym powtórzeniu każdego pomiaru dało

160 miareczkowán. Automatyzacja procesu pozwala przeprowadzić ok. trzy miareczkowania na

godzinę, przy czym w trakcie trwania analizy można przygotowywác kolejne nawȧzki, roztwory

i napełniác kuwety.i

Wyniki uzyskane na podstawie miareczkowań przedstawiają Tabele 3.3 i 3.4. Na podstawie

wyników widác wyraźnie,że anion N-acetylofenyloalaniny jest wiązany znacznie silniej niż

migdalan. Stosunek stałychKAcPhe{KMan wynosi średnio 8,6 (rozrzut 7,3-9,6;σ � 0,9) dla

receptorów serii DAB i 11,2 (8,7-13,4;σ � 1,5) dla serii DAA. Ró̇znice w stałych trwałósci

kompleksów dla tych anionów wynikają zapewne głównie z różnic w gęstósci elektronowej

grupy karboksylanowej. Dodatkowym czynnikiem może býc tworzenie wiązán wodorowych z

udziałem amidowej grupy NH anionu AcPhe i grup estrowych receptora, jednak nie posiadam

dowodów na poparcie tej tezy.

Tabela 3.3:Wyznaczone wartości stałych trwałości kompleksów K [M�1] receptorów serii DAB
z chiralnymi karboksylanami (MeCN, 298K). ∆K ��6%, ∆α ��8,5%

Man AcPhe

Receptor (S)-Man (R)-Man α (S/R) D-AcPhe L-AcPhe α (D/L)

a ValOMe 1,23�104 1,19�104 1,03 7,20�104 7,24�104 0,99

b ValOiPr 7,17�103 7,24�103 0,99 8,09�104 8,81�104 0,92

c ValOnBu 8,50�103 8,29�103 1,03 9,40�104 1,04�105 0,90

d ValOBn 1,00�104 1,05�104 0,95 6,97�104 6,66�104 1,05

e PheOMe 9,56�103 9,45�103 1,01 6,50�104 5,70�104 1,14

f PheOiPr 6,99�103 7,54�103 0,93 7,17�104 6,32�104 1,13

g PheOnBu 7,48�103 8,19�103 0,91 8,20�104 7,20�104 1,14

h PheOBn 8,60�103 9,09�103 0,95 7,08�104 6,94�104 1,02

Graficzna prezentacja tych wyników miareczkowań – Wykres 3.4 – pozwala zauważyć pew-

ne zalėznósci między stałymi trwałósci kompleksów a podstawnikami R1 i R2 w receptorach

obu serii (Schemat 3.12).

iDla porównania jedno miareczkowanie NMR trwa ok 45-70 min, zaś przygotowanie naważek i roztworów to
kolejne ok. 20 min/próbkę.
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Tabela 3.4:Wyznaczone wartości stałych trwałości kompleksów K [M�1] receptorów serii DAA
z chiralnymi karboksylanami (MeCN, 298K). ∆K ��6%, ∆α ��8,5%

Man AcPhe

Receptor (S)-Man (R)-Man α (S/R) D-AcPhe L-AcPhe α (D/L)

a AlaOMe 1,27�104 1,40�104 0,91 1,54�105 1,68�105 0,92

b AlaOiPr 1,01�104 1,21�104 0,83 1,22�105 1,23�105 0,99

c AlaOnBu 1,37�104 1,51�104 0,91 1,31�105 1,43�105 0,92

d AlaOBn 1,14�104 1,31�104 0,87 1,35�105 1,50�105 0,90

e ValOMe 3,81�104 4,61�104 0,83 3,69�105 3,65�105 1,01

f ValOiPr 2,48�104 3,11�104 0,80 2,67�105 2,65�105 1,01

g ValOnBu 2,88�104 3,24�104 0,89 3,74�105 3,24�105 1,15

h ValOBn 3,07�104 3,84�104 0,80 4,20�105 4,29�105 0,98

i PheOMe 6,52�103 8,22�103 0,79 9,32�104 1,01�105 0,92

j PheOiPr 6,28�103 6,01�103 1,04 8,53�104 8,37�104 1,02

k PheOnBu 5,94�103 6,32�103 0,99 5,97�104 5,74�104 1,04

l PheOBn 8,16�103 8,79�103 0,93 1,17�105 1,14�105 1,03
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Wykres 3.4: Stałe trwałości kompleksów a) receptorów DAB z Man, b) receptorów DAB z
AcPhe, c) receptorów DAA z Man, d) receptorów DAA z AcPhe
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Schemat 3.12:Oznaczenia podstawników w receptorach serii DAB i DAA

Pierwszą jest korelacja stałejK z terminalnym podstawnikiem w grupie estrowej (R2) w

ramach tego samego rdzenia i tego samego aminokwasu (R1). Dla kȧzdej czwórki receptorów

z tym samym rdzeniem i podstawnikiem R1 przeskalowałem stałe tworzenia kompleksów z da-

nym anionem odnosząc je doK dla receptora z R2�
�

Me: K1

� K{KMe. Dla obu enancjomerów

migdalanu (Wykres 3.5a) ze wszystkimi „czwórkami” receptorów uzyskałem podobny rozkład

stałychK1, które rosły w szereguii : i-Pr < n-Bu < Bn < Me. Dla miareczkowán enancjome-

rami AcPhe otrzymałem mniej spójną zależnósć (Wykres 3.5b) jednak, w granicach błędów

pomiaru, przebiegi te są zgodne z zależnósciami okréslonymi dla migdalanu. Wydaje się,że

wpływ tych podstawników powinien mieć charakter czysto steryczy, dlatego podjąłem próbę

skorelowania logpK1

q z parametrami sterycznymi Tafta107–109. Pewnym utrudnieniem przepro-

wadzenia takiej korelacji jest fakt,że parametry te dość isotnie ró̇znią się w kilku doniesieniach

literaturowych110,111. Do analizy wykorzystałem wartości z oryginalnej pracy Tafta. Zestawie-

nie moich wyników z parametramiES (Wykres 3.6) wskazuje na brak korelacji, coświadczy o

bardziej złȯzonym wpływie podstawników R2 na stałe trwałósci. Dosýc zaskakujący jest fakt

wystąpienia takiej samej zależnósci – jakósciowej i ilościowej – dla receptorów obu serii, mimo

istotnych ró̇znic w usytuowaniu grup R2 względem wiązanego anionu (Rys 3.7).

a) b)

Rysunek 3.7:Poglądowe struktury kompleksów a) 70a i b) 71a z (S)-migdalanem

ii wyniki dla receptorów71c i 71l nie nalėzą do powẏzszego szeregu, co może wynikác z błędów dóswiadczal-
nych
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Wykres 3.5: Zależność K1

� K{KMe dla receptorów serii DAB i DAA z a) Man, b) AcPhe
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q � logpK{KMeq od parametrów Tafta ES dla receptorów serii
DAB i DAA
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Druga analiza dotyczy zależności stałych trwałósci kompleksów od podstawnika R1 przy

tym samym podstawniku R2. Dla obu serii receptorów DAB i DAA, stałeK przeskalowałem

do wartósci dla receptorów z R1=i-Pr: K2

� K{KVal. Receptory serii DAB oparte na fenylo-

alaninie (R1
�

�

Bn) wiążą enancjomery migdalanu ze stałą wynoszącąśrednio 0,90 wartósci dla

analogicznych receptorów z fragmentem waliny (R1
�

�

i-Pr) (rozrzut 0,76-1,04;σ � 0,11 ) (Wy-

kres 3.7a). Dla enancjomerów AcPhe otrzymałemśredni stosunekKPhe{KVal � 0,94 (rozrzut

0,68-1,15;σ � 0,15) (Wykres 3.7b), pozostające w zgodzie z wynikiem dla Man. Analogicz-

na analiza dla receptorów serii DAA wskazuje na większą wrażliwość stałych kompleksowa-

nia na charakter podstawnika R1. Dla migdalanu otrzymałem następujące uśrednione warto-

ści stosunków stałych:KAla{KVal � 0,39 (0,30-0,48;σ � 0,064) i KPhe{KVal � 0,21 (0,17-

0,27;σ � 0,035) (Wykres 3.7c), które okazały się ponownie zgodne z wynikami dla AcPhe:

KAla{KVal � 0,40 (0,32-0,46;σ � 0,055) i KPhe{KVal � 0,25 (0,20-0,32;σ � 0,035) (Wy-

kres 3.7d).
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Wykres 3.7: Zależność K2

� K{KVal od podstawnika R1 dla: a) receptorów DAB z Man, b)
receptorów DAB z AcPhe, c) receptorów DAA z Man, d) receptorów DAA z
AcPhe.

Wytłumaczenie powẏzej przedstawionych zależnósci trwałósci kompleksów od rodzaju pod-

stawników R1 nie jest mȯzliwe poprzez proste odwołanie się do ich sterycznych parametrów.

W obu seriach receptory z R1=i-Pr, a zatem z największą zawadą wykazywały najwyższe powi-

nowactwo do obu testowanych anionów. O ile dla serii DAB, wpływ podstawnika na stałeK był

stosunkowo niewielki, to dla serii DAA, stałe dla R1=Me, i-Pr, Bn pozostają w przybliżonych

stosunkach 8 : 20 : 5. Wydaje się mało prawdopodobne, aby podstawniki te miały istotny wpływ
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na gęstósć elektronową na atomach wodoru grupy tiomocznikowej, które są odpowiedzialne za

wiązanie anionu. Bardziej prawdopodobnym wytłumaczeniem jest silna preorganizacja struk-

tury receptora do wiązania anionów, dla R1=i-Pr, która zwiększa (lub czyni mniej ujemną)

entropię wiązania (∆S). Okréslenie∆H i ∆S reakcji kompleksowania dla trzech podstawników

R1 pozwoliłoby ustosunkowác się do tej hipotezy.

Wyznaczone enancjoselektywności przedstawione w Tabelach 3.3 i 3.4 przedstawiłem gra-

ficznie jako logpαq na Wykresie 3.8, na którym uwzględniłem także oszacowaną niepewność

tych wielkósci (∆α{αq � 8,5% co odpowiada∆ logpαq � 0,035. Wyniki, dla których wyzna-

czona selektywnósć nie przekracza niepewności, nalėzy traktowác z ograniczonym zaufaniem,

natomiast tam, gdzie selektywność jest większa od niepewności, występowanie enancjoselek-

tywności jak i jej kierunek są pewne.

Dla migdalanów receptory obu serii dają spójny obraz selektywności. Receptory70a-e, h

wykazują znikomą selektywność nie przekraczającą poziomu niepewności, pozostałe 13 recep-

torów ( tj. 70f,goraz wszystkie receptory DAA) cechuje selektywność przekraczająca niepew-

ność, o zgodnym kierunku w stronę(R)-migdalanu. Najlepszą selektywność, wynoszącą 0,79,

okrésliłem dla receptora71i (DAA-PheOMe). Dobrą selektywnością cechuje się cała czwórka

receptorów DAA oparta na walinie (71e-h). Receptory serii DAA zdecydowanie lepiej spraw-

dziły się w rozpoznaniu chiralnym anionów kwasu migdałowego niż seria DAB. Rozkład se-

lektywnósci ma charakter stochastyczny, nie udało mi się znaleźć uniwersalnego podstawnika

R1 ani R2, którego zastosowanie w receptorze zapewniałoby dobrą selektywność. Tylko opty-

malne zestrojenie tych dwóch podstawników, którego nie da się zawczasu przewidzieć, mȯze

skutkowác dobrymi włásciwósciami rozpoznania chiralnego.

Dla AcPhe rozkład selektywności ma zupełnie stochastyczny charakter, nie występujeżad-

na tendencja dotycząca kierunku enancjoselektywności. Jedynie połowa (10/20) przebadanych

receptorów wią̇ze enancjomery tego gościa z selektywnóscią przekraczającą niepewność po-

miaru. Receptory70b,c oraz 71a,c,d,iwiążą silniej anionL-AcPhe, receptory70e,f,g i 71g

wykazują zás selektywnósć w kierunku enancjomeruD. Najwyższa uzystkane przeze mnie war-

tość selektywnósci to 1,15 dla71g. Ten zestaw wyników jeszcze silniej wskazuje na nieprze-

widywalny charakter rozpoznania chiralnego i potrzebę optymalnego dopasowania wszystkich

elementów cząsteczki receptora.

Porównanie Wykresów 3.8a) i b) wskazuje,że dla moich receptorów nie istnieje korela-

cja między selektywnósciami obserwowanymi dla różnych chiralnych anionów. Receptory serii

DAB, które wykazywały brak selektywności dla Man, cechuje dobra selektywność dla AcPhe.

Podobnie kilka z receptorów serii DAA, które nie różnicują enancjomerów AcPhe, sprawdzają

się dla Man. Siedem z moich receptorów (70f,g, 71a,c,d,g,i) cechuje selektywnósć przekracza-

jąca poziom niepewności dla obu anionów.

Otrzymane przeze mnie receptory wykazują rozpoznanie chiralne na słabym poziomie rzę-
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Wykres 3.8: Zestawienie wyznaczonych enancjoselektywności z a) migdalanem, b) anionem
N-acetylofenyloalaniny; słupki błędów odpowiadają niepewności �8,5%

duα � 1,15�1,20. Ze względu na duży błąd wyznaczania selektywności (�8,5%), większósć

wyników tylko nieznacznie przekracza poziom niepewności pomiarowej. Z jednej strony taka

grupa danych utrudnia porównywanie różnych metod, ze względu na istotny udział błędu po-

miaru, z drugiej jednak, potwierdzenie stosowalności innych metod na podstawie tak małych

selektywnósci dowodzíc będzie du̇zej czułósci i dokładnósci tych metod.

Aby wypełníc wynikami Tabele 3.3 i 3.4 musiałem:

– przeprowadzíc syntezę 20 receptorów,

– dokładnie je oczýscíc,

– okréslić stechiometrię powstających kompleksów,

– oszacowác rząd wielkósci stałych trwałósci kompleksów,

– przygotowác ok. 50 precyzyjnych naważek,

– przygotowác ok. 100 roztworów w kolbach miarowych,
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– przeprowadzíc 160 miareczkowán,

– opracowác numerycznie wyniki pomiarów w celu uzyskania wartości K.

Powẏzsza lista ma na celu pokazanie, jakżmudne i pracochłonne jest badanie rozpozna-

nia chiralnego klasyczną metodą dwóch miareczkowań. Trzeba tėz zaznaczýc, że dopiero po

starannym wykonaniu tych procedur uzyskuje się macierz wyników, która, w niekorzystnym

przypadku, mȯze oznaczác brak lub znikomą selektywność dla wszystkich badanych recep-

torów. Z tego powodu, opracowanie metody pozwalającej ominąć lub upróscíc przynajmniej

jeden z powẏzszych etapów jest bardzo wskazane.

3.5 Określanie stosowalnósci innych metod badania rozpo-

znania chiralnego

3.5.1 Miareczkowania konkurencyjne

3.5.1.1 Miareczkowania z u̇zyciem achiralnego receptora odniesienia

Metodę miareczkowania konkurencyjnego pod kontrolą NMR i literaturowe przykłady jej za-

stosowania przedstawiłem w rozdziale 2.3.4.2 (str. 59). Zdecydowałem się sprawdzić mȯzli-

wość zastosowania tej metody do określania rozpoznania chiralnego, określając jej dokładnósć

i precyzję. W pierwszym wariancie prowadziłem dwa miareczkowania konkurencyjne, osobno

dla kȧzdego z enancjomerów gościa, które dodawałem do mieszaniny badanego chiralnego re-

ceptora i achiralnego receptora odniesienia. Na podstawie tych pomiarów planowałem otrzymać

dwie wartósci stosunków stałych, które podzielone przez siebie dają selektywność termodyna-

micznąαT (Rów. (3.3)).

αS�
KS

Kre f
(3.1)

αR�
KR

Kre f
(3.2)

αS
αR
�

KS
Kre f
KR

Kre f

�

KS
KR
� αT (3.3)

Metoda ta wymaga dwóch niezależnych pomiarów, których zestawienie daje dopiero po-

szukiwaną wartósć selektywnósci – podobnie jak przy klasycznym miareczkowaniu. Jednakże

wynik miareczkowania konkurencyjnego jest niezależny od stę̇zén reagentów i precyzji w od-

mierzaniu objętósci roztworów. Wykonując te pomiary określałem jedynie stosunek stałych

(relacje między nimi) a nie bezwzględne ich wartości, dlatego pomiar ten jest niewrażliwy na

większósć źródeł błędów, które są istotne w klasycznym miareczkowaniu. Jedynym źródłem
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błędu w miareczkowaniu konkurencyjnym jest dokładność wyznaczenia przesunięć chemicz-

nych a w szczególności przesunię́c maksymalnych∆δ max. Analiza Rów. (2.40) (str. 60) pod

kątem oszacowania niepewności pomiaru na podstawie niepewności wyznaczeniaδ i δmax po-

kazuje,że optymalny zakres punktów pomiarowych jest taki,że stopién skompleksowania każ-

dego z receptorów w mieszaninie leży w zakresie 10-90%:

�

rH�Gs
rH�

s0




P p0,1;0,9q^

�

rHrefGs

rHref
s0

�

P p0,1;0,9q (3.4)

Na potrzeby przeprowadzenia miareczkowań konkurencyjnych przeprowadziłem syntezę

receptora odniesienia102. Zdecydowałem się wykorzystać ester etylowy glicyny jako łáncuch

boczny ze względu na dobrą rozpuszczalność tak funkcjonalizowanych receptorów. W miarecz-

kowaniu konkurencyjnym z receptorem serii DAB (70i) okazało się,̇ze ró̇znica w powinowac-

twie obu receptorów jest zbyt duża i żaden z pomiarowych punktów nie spełnia warunku (3.4).

W początkowej fazie miareczkowania kompleksowaniu ulega praktycznie wyłącznie receptor

70i, dopiero po jego nasyceniu następuje wiązanie anionu przez receptor odniesienia102 –

Rys. 3.8. Wżadnym z punktów nie jest spełniony warunek dotyczący stopnia skompleksowa-

nia.
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Rysunek 3.8:Przebieg miareczkowania konkurencyjnego dla mieszaniny 70e i 102. Anion –
(S)-migdalan TBA. (MeCN-d

3
, 298K)

Zdecydowałem się zmienić receptor odniesienia na achiralny receptor serii DAB, mając

na uwadze fakt,̇ze receptory o analogicznej budowie powinny wiązać anion z porównywalną

stałąK. Wykorzystując procedurę ze Schematu 3.5, z użyciem fosgenu, otrzymałem receptor

70i oparty na estrze etylowym glicyny. Zgodnie z oczekiwaniami, stałe trwałości kompleksów
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tego receptora zmigdalanem były bardzo zbliżone do stałych dla chiralnych analogów. Dodat-

kowo dla większósci punktów pomiarowych, sygnały pochodzące od wewnętrznych protonów

mocznikowych badanych receptorów i receptora odniesienia nie nakładały się i możliwe by-

ło wyznaczenie względnej stałej trwałości. Miareczkowania prowadziłem w CD3CN, typowy

przebieg miareczkowania przedstawia Rys. 3.9.
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Rysunek 3.9:Przebieg miareczkowania konkurencyjnego dla mieszaniny 70e i 70i. Anionem
był (S)-migdalan TBA. (MeCN-d

3
, 298K)

Aby przypisanie sygnałów pochodzących od chiralnego i achiralnego receptora było w każ-

dym punkcie pomiarowym jednoznaczne, zastosowałem dwukrotnie mniejsze stężenie recep-

tora odniesienia w porównaniu z badanym receptorem. W osobnych eksperymentach (miarecz-

kowaniach) wyznaczyłem maksymalne przesunięcie sygnałów Href (δ max
re f ) dla migdalanu oraz

dla N-AcPhe. W pierwszych eksperymentach konkurencyjnych miareczkowanie prowadziłem

aż do dodania ok. dwukrotnego nadmiaru G względem sumy receptorów. Założyłem, że dla

dużych wartósci stałych trwałósci, przy takim nadmiarze G, receptor jest całkowicie wysy-

cony anionem i obserwowanaδH odpowiadaδ max
H . Jednak̇ze, przy przyjęciu takiej wartósci,

obliczone stosunki stałychα � K{Kre f różniły dla kolejnych punktów dóswiadczalnych ze za-

chowaniem trendu. Niespójność wyników wskazywała jednoznacznie,że przyjęta wartósć δ max
H�

nie jest prawidłowa. Obiektywne wyznaczenieδ max
H� wymagałoby przeprowadzenia klasycznego

miareczkowania dla kȧzdej pary receptor-anion, co przekreślałoby wartósć tej metody. Okazało

się,że skuteczną metodą znalezienia prawidłowej wartości δ max
H� jest numerycze nieliniowe do-

pasowanie tej wielkósci ze względu na minimalizację sumy:
°

i
pᾱ�αiq

2

ᾱ2 . Suma ta jest miarą roz-

bieżnósci w wartósciachα pomiędzy kolejnymi punktami doświadczalnymi, jej minimalizacja

zapewnia najlepszą zgodność wyników. Podej́scie to owocowało bardzo zbliżonymi wartóscia-

mi α, różnice miały rozkład stochastyczny, bez wyraźnego trendu. Dopasowane wartości δ max
H

znajdowały się kȧzdorazowo w oczekiwanym przedziale – stanowiły jedynie korektę wartości

wyznaczonej dla punktu 2 ekw.

Muszę tutaj zaznaczyć, że żadna ze znanych mi prac opisująca wyniki miareczkowań kon-
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kurencyjnych nie podnosiła powyższego problemu zależnósci α od punktów dóswiadczalnych

przy niewłásciwej wartósci δ max
H . W pierwszej pracy Whitlocka70 stałe trwałósci kompleksów

były bardzo wysokie (¡ 10000M�1) i można przypuszczác, że pełne wysycenie receptora było

osiągnięte po dodaniu kilku równoważników G. Natomiast receptor badany w grupie Morána71

wiąże cząsteczki G ze znacznie mniejszymi stałymi (600, 3600M�1) i bezpósrednie wyznacze-

nie δ max
H musiało býc bardziej skomplikowane. Autorzy nie opisują zastosowanego przez nich

sposobu wyznaczenia tej wielkości.

Miareczkowania konkurencyjne przeprowadziłem dla pełnych serii DAB i DAA z enan-

cjomerami zarówno migdalanu TBA jak i N-AcPheOTBA. Za wiarygodne uznawałem tylko

te pomiary, dla których mogłem określić połȯzenia sygnałów dla przynajmniej pięciu punk-

tów. Za wartósć α przyjmowałemśrednią wartósć dla wszystkich punktów. Niepewność kȧz-

dego pomiaru z osobna oszacowałem jako 2�σ – podwojone odchylenie standardowe wyników

ze wszystkich punktów danego miareczkowania. Po wyznaczeniu stałych trwałości komplek-

sów z receptorem odniesienia70i (za pomocą miareczkowania UV-Vis,Kre f
Man � 7,94�104;

Kre f
AcPhe� 6,60�105) przeliczyłem stałe trwałósci dla chiralnych receptorów z względnych na

bezwzględne. Uzyskane wyniki przedstawiają Tabele 3.5 i 3.6. Niepewności pomiarowe zde-

cydowanej większósci stałych są mniejsze niż w przypadku klasycznego miareczkowania, tym

samym selektywnósci tak̇ze są okréslone w wę̇zszym przedziale.

Wartósci stałych trwałósci kompleksów dla obu metod zestawiłem na Wykresie 3.9. Za-

równo dla migdalanu jak i dla soli N-acetylofenyloalaniny zaobserwowałem znakomitą zgod-

ność pomiędzy prezentowanymi metodami. Korelacja danych za pomocą regresji liniowej dała

współczynniki kierunkowea nieznacznie tylko odbiegające od 1, a rozbieżnósć jest następ-

stwem błędu w wyznaczeniu absolutnych stałych trwałości dla kompleksów z receptorem od-

niesienia70i.

Dużo wȧzniejsze jest porównanie enancjoselektywności okréslonych za pomocą obu metod.

Korelację tych wyników przedstawiłem na Wykresach 3.10a,b). Zgodność wyników jest dobra,

przy uwzględnieniu niepewności pomiarowej wszystkie punkty znajdują się na prostej y=x,

zás współczynniki korelacjiR2 wynoszą dla Man i AcPhe odpowiednio 72 i 70%. Dodatkowe

porównanie wyników parami przedstawiają Wykresy 3.10c,d).

Po obliczeniu względnych różnic między wartósciamiK wyznaczonymi dwiema metodami:

∆ �

d

pKMK �KMUVq
2

K2
(3.5)

uśredniłem wyniki dla wszystkich par anion-receptor i otrzymałemśrednie odchylenie wyno-

szące 8%, co pozostaje w zgodzie z oszacowanymi niepewnościami pomiaru dla obu metod.

Analogiczna analizásrednich ró̇znic w wyznaczonych selektywnoścachα daje mniejszą war-

tość – ok. 4%.
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Tabela 3.5:Wyniki miareczkowań konkurencyjnych: stałe trwałości kompleksów (K [M�1] oraz
selektywności (α) dla receptorów serii DAB i DAA z Man

Receptor K (S)-Man K-(R)-Man α

70 a ValOMe 1,10�104
�2,50% 1,10�104

�2,3% 1,00�3,4%

b ValOiPr 8,51�103
�1,50% 8,45�103

�1,2% 1,01�1,9%

c ValOnBu 9,32�103
�1,80% 9,27�103

�1,3% 1,00�2,2%

d ValOBn 1,06�104
�2,00% 1,08�104

�3,1% 0,98�3,7%

e PheOMe 8,60�103
�1,00% 9,16�103

�1,0% 0,94�1,4%

f PheOiPr 7,63�103
�4,00% 7,78�103

�2,0% 0,98�4,5%

g PheOnBu 8,07�103
�1,60% 8,57�103

�3,1% 0,94�3,5%

h PheOBn 9,17�103
�6,30% 9,66�103

�6,7% 0,95�9,2%

71 a AlaOMe 1,36�104
�7,00% 1,44�104

�3,5% 0,94�7,8%

b AlaOiPr 1,00�104
�2,90% 1,13�104

�3,3% 0,89�4,4%

c AlaOnBu 1,15�104
�2,40% 1,26�104

�1,3% 0,92�2,7%

d AlaOBn 1,20�104
�4,00% 1,34�104

�3,5% 0,89�5,3%

e ValOMe 3,21�104
�4,20% 3,82�104

�1,7% 0,84�4,5%

f ValOiPr 2,07�104
�4,50% 2,43�104

�1,1% 0,85�4,7%

g ValOnBu 2,68�104
�8,30% 3,10�104

�7,7% 0,86�11,3%

h ValOBn 3,16�104
�3,60% 3,66�104

�1,4% 0,86�3,9%

i PheOMe 6,64�103
�5,50% 8,11�103

�5,9% 0,82�8,1%

j PheOiPr 5,90�103
�3,80% 6,32�103

�5,4% 0,93�6,6%

k PheOnBu 6,06�103
�3,40% 6,32�103

�5,4% 0,96�6,4%

l PheOBn 7,36�103
�6,00% 8,35�103

�4,5% 0,88�7,5%
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Tabela 3.6:Wyniki miareczkowań konkurencyjnych: stałe trwałości kompleksów (K [M�1] oraz
selektywności (α) dla receptorów serii DAB i DAA z AcPhe

Receptor K-D-AcPhe K-L-AcPhe α

70 a ValOMe 8,84�104
�1,0% 9,21�104

�1,6% 0,96�1,9%

b ValOiPr 6,92�104
�1,5% 7,40�104

�1,3% 0,94�2,0%

c ValOnBu 7,70�104
�2,3% 8,25�104

�2,5% 0,93�3,4%

d ValOBn 8,33�104
�2,0% 7,87�104

�1,1% 1,06�2,3%

e PheOMe 8,55�104
�3,3% 7,82�104

�1,0% 1,09�3,4%

f PheOiPr 6,52�104
�4,6% 6,20�104

�1,0% 1,05�4,7%

g PheOnBu 7,45�104
�1,5% 7,15�104

�1,4% 1,04�2,1%

h PheOBn 8,05�104
�3,4% 8,04�104

�2,0% 1,00�3,9%

71 a AlaOMe 1,48�105
�1,9% 1,58�105

�2,8% 0,94�3,4%

b AlaOiPr 1,14�105
�1,7% 1,22�105

�2,0% 0,94�2,6%

c AlaOnBu 1,37�105
�2,8% 1,47�105

�1,6% 0,93�3,2%

d AlaOBn 1,42�105
�3,2% 1,48�105

�3,7% 0,96�4,9%

e ValOMe 4,02�105
�3,8% 3,90�105

�6,3% 1,03�7,4%

f ValOiPr 2,90�105
�4,2% 2,91�105

�3,2% 1,00�5,3%

g ValOnBu 3,78�105
�2,2% 3,45�105

�4,9% 1,10�5,4%

I ValOBn 4,13�105
�2,8% 4,15�105

�2,8% 1,00�4,0%

j PheOMe 8,36�104
�1,8% 8,45�104

�4,2% 0,99�4,6%

k PheOiPr 6,88�104
�4,0% 7,04�104

�1,5% 0,98�4,3%

l PheOnBu 7,61�104
�1,7% 7,91�104

�3,5% 0,96�3,9%

m PheOBn 1,08�105
�5,5% 1,11�105

�11% 0,98�12%
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Wykres 3.9: Korelacje między wartościami stałych trwałości kompleksów wyznaczonymi za
pomocą klasycznych miareczkowań (KMUV) i miareczkowań konkurencyjnych z
receptorem odniesienia (KMK). Pomarańczowa prosta wyznacza dopasowaną re-
gresję liniową korelującą zestawy danych. a) Wyniki dla migdalanu, b) wyniki dla
AcPhe.

Dobra zgodnósć wyników, w szczególnósci enancjoselektywności, między metodami po-

zwala uznác miareczkowanie konkurencyjne z achiralnym receptorem odniesienia, wraz z przed-

stawioną metodą analizy danych, za wiarygodną metodę ilościowego badania rozpoznania chi-

ralnego. Co więcej, istotnie mniejsza niepewność otrzymanych wyników skłania mnie do tego,

aby w dalszych analizach innych metod, za wartości odniesienia uwȧzác powẏzsze wyniki uzy-

skane metodą miareczkowania konkurencyjnego. Zgodność wyników między metodami jest na

tyle du̇za, że analiza zalėznósci K i α od struktury receptorów przedstawiona w poprzednim

rozdziale zachowuje aktualność.
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Wykres 3.10:Korelacja między wynikami selektywności wyznaczonymi za pomocą klasycznych
miareczkowań UV-Vis (αMUV) i miareczkowaniami konkurencyjnymi z recepto-
rem odniesienia (αMK). Wykresy a),b) - korelacja między wartościami logα od-
powiednio dla Man i AcPhe; wykresy - c), d) porównanie parami wartości logα
z dwóch metod, odpowiednio dla Man i AcPhe. Kolorowe słupki odpowiadają
niepewności pomiarowej.

3.5.1.2 Miareczkowania konkurencyjne bez związków odniesienia

Największą potencjalną zaletą miareczkowań konkurencyjnych jest mȯzliwość bezpósredniego

wyznaczenia enancjoselektywności, jėzeli eksperyment przeprowadzi się miareczkując mie-

szaninę enancjomerów receptora homochiralnym G, lub miareczkując mieszaninę enancjome-

rów G homochiralnym H. W przypadku moich receptorów uzyskanie mieszanin racemicznych

wymagałoby zastosowania w syntezie racemicznych aminokwasów. Otrzymałbym wówczas

mieszaninę receptorów (S,S), (R,R) i (S,R)-meso, która wymagałaby rozdzielenia diastereoizo-

merów. Alternatywą byłaby osobna synteza receptorów z wykorzystaniemD-aminokwasów i

następnie zmieszanie enancjomerów. Oba podejścia wymagają dodatkowej pracy syntetycz-

nej przy otrzymywaniu receptorów. Z tych powodów bardziej uniwersalną i łatwiejszą metodą

analizy byłoby zastosowanie handlowo dostępnych racemicznych anionów do pomiarów z ho-

mochiralnymi receptorami. Pomiar taki polega na dodawaniu porcji receptora do mieszaniny

anionów – ze względu na odwrócenie ról H i G procedura taka nazywana jest miareczkowa-

niem odwrotnym.
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Aby analiza miareczkowania konkurencyjnego była możliwa niezbędne jest, aby po dodaniu

kolejnych porcji receptora dało się określić połȯzenia sygnałów pochodzących od enancjome-

rów anionu. Dla migdalanu najlepszy dośledzenia jest sygnał od protonu na atomie węgla Cα .

Połȯzenie tego protonu w sąsiedztwie grupy karboksylowej zapewnia zmianę jego przesunięcia

na skutek kompleksowania anionu; dodatkowo sygnał jest singletem, co ułatwia dokładne okre-

ślanie jego połȯzenia. Warunek rozsunięcia sygnałów nie zawsze jest spełniony. Rozsunięcie

sygnałów, nawet jėzeli wystąpiło, mȯze býc niewidoczne, jėzeli nie jest spełnione kryterium

Rayleigha112, co wynika z nakładania się sygnałów o rozkładzie Gaussa . Przyjmuje się,że

piki są rozró̇znialne, jėzeli wartósć funkcji pomiędzy dwoma pikami maleje przynajmniej do

wartósci 0,81 wysokósci piku. Warunek ten jest osiągnięty, gdy rozsunięcie pików wynosi 1,11

ich szerokósci połówkowej (w1{2) – Tabela 3.7.

Tabela 3.7:Zależność sygnału pochodzącego od dwóch nakładających się pików o rokładzie
Gaussa w zależności od stosunku rozsunięcia pików (∆x) do ich szerokości połów-
kowych (w1{2)

∆x
w1{2

� 0 ∆x
w1{2

� 0,5 ∆x
w1{2

� 1 ∆x
w1{2

� 1,11

∆x
w1{2

� 1,5 ∆x
w1{2

� 2 ∆x
w1{2

� 2,5 ∆x
w1{2

� 3

Spósród przebadanych receptorów serii DAB i DAA, tylko dwa z nich (70e,f) powodowały

rozsunięcie sygnałów migdalanu w MeCN-d3 na spektrometrze 400MHz. Przebieg jednego z

udanych pomiarów przedstawia Rys. 3.10.

Do wyznaczenia stosunku stałychKS{KR konieczna jest znajomość ∆δ max dla obu diastere-

oizomerycznych kompleksów. Pewną i obiektywną metodą wyznaczenia tych wartości byłyby

miareczkowania absolutne (tj. bez dodatku wzorca) dla każdej pary H-G, jednak̇ze taki na-

kład pracy oznaczałby praktyczny brak korzyści z pomiarów konkurencyjnych. Zdecydowałem

zatem spróbowác rozwiązác ten problem numerycznie. W pierwszym podejściu sprawdziłem

możliwość jednoczesnego nieliniowego dopasowywania∆δ max
HGS

i ∆δ max
HGR

ze względu na mini-

malizację
°

i
pᾱ�αiq

2

ᾱ2 , analogicznie do analizy miareczkowań z achiralnym receptorem odnie-

sienia. Jednoczesne dopasowanie obu przesunięć maksymalnych dawało absurdalne minima,

w których obie∆δ max były bliskie 0 i wystąpił brak selektywności (α � 1). Alternatywnym

podej́sciem było prowadzenie miareczkowania odwrotnego aż do dodania 2 ekw. H i przyję-
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Rysunek 3.10:Typowy przebieg odwrotnego miareczkowania konkurencyjnego - sygnały od
enancjomerów Man ulegają przesunięciu i rozszczepieniu w miarę dodawania
receptora 70e

cie przesunię́c uzyskanych w ostatnim punkcie za bliskie∆δmax. Tak wyznaczone maksymalne

przesunięcia dawały dobrą zgodność wartósciα dla wszystkich punktów o niewielkim trendzie.

Numeryczne dopasowanie tylko jednej wartości∆δmax (dla jednego z kompleksów) przy zacho-

waniu niezmienionej drugiej skutkowało znakomitą zgodnością wyników we wszystkich punk-

tach. Aby oceníc potencjalny błąd wynikający z powyższej procedury, w której przesunięcie dla

punktu 2 ekw. traktowałem jako przybliżenie∆δmax przeprowadziłem symulację przedstawio-

ną w Tabeli 3.8. Hipotetyczne zestawy danych dla trzech różnych selektywnósci o∆δ max
1 � 1

dopasowywałem przyjmując arbitralnie inne wartości ∆δ max
1 w zakresie 0,9-1,1. Jak wynika z

przeprowadzonej analizy dla dużej selektywnósci (α � 0,5) błąd w okrésleniu∆δ max
1 na po-

ziomie 10% przekłada się na zaledwie 5% błąd w wyznaczonej selektywności. Jėzeli zás α
wynosi 0,9, wówczas błąd spowodowany niedoszacowaniem lub przeszacowaniem∆δ max

1 nie

przekracza 1%. Wynika z tego,że zaproponowana metoda analizy danych nie powodujeżad-

nych dodatkowych błędów.

Dla obu pomiarów otrzymałem selektywności nieznacznie zaniżone w porównaniu z do-

tychczasowymi wynikami, jednak zgodne przy uwzględnieniu niepewności pomiarowych:

receptor miareczkowanie bez wzorca miareczkowanie ze wzorcem

70e α � 0,968�1,8% 0,94�1,4%

70g α � 0,983�2,7% 0,94�3,5%

Wyniki zaledwie dwóch pomiarów nie mogą służyć do rzetelnego określenia dokładnósci i

precyzji metody.

Dla większósci moich receptorów przeprowadzenie analizy nie było możliwe, gdẏz rozsu-

nięcie sygnałów na spektrometrze 400 MHz było zbyt małe aby określić połȯzenia obu pików.
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Tabela 3.8:Analiza wrażliwości wyniku miareczkowania konkurencyjnego na dokładność wy-
znaczenia δmax.

a

α � 0,50

przyjęta∆δ max
1 0,900 0,925 0,950 0,9751,000 1,025 1,050 1,075 1,100

dopasowana∆δ max
2 1,042 1,057 1,072 1,0861,100 1,113 1,127 1,140 1,152

α 0,526 0,520 0,513 0,5060,500 0,494 0,488 0,482 0,476

bład wα 5,2% 3,9% 2,6% 1,2% 0,0% -1,2% -2,4% -3,6% -4,8%

α � 0,75

przyjęta∆δ max
1 0,900 0,925 0,950 0,98 1,000 1,025 1,050 1,075 1,100

dopasowana∆δ max
2 1,015 1,037 1,058 1,0791,100 1,121 1,141 1,160 1,180

α 0,769 0,764 0,760 0,7550,750 0,745 0,741 0,736 0,732

bład wα 2,5% 1,9% 1,3% 0,7% 0,0% -0,7% -1,2% -1,8% -2,4%

α � 0,90

przyjęta∆δ max
1 0,900 0,925 0,950 0,98 1,000 1,025 1,050 1,075 1,100

dopasowana∆δ max
2 1,000 1,025 1,050 1,0751,100 1,125 1,149 1,174 1,198

α 0,909 0,907 0,905 0,9020,900 0,898 0,896 0,893 0,891

bład wα 1,0% 0,8% 0,5% 0,2% 0,0% -0,3% -0,5% -0,8% -1,0%
a Przyjąłem wartósci ∆δ max

1 � 1; ∆δ max
2 � 1,1

Zdecydowałem się opracować uniwersalną metodę analizy, która nie wymaga spełnienia kry-

terium Rayleigha i pozwala przeprowadzić miareczkowanie konkurencyjne nawet wtedy, gdy

sygnały nie są zadowalająco rozdzielone. Do realizacji tego celu zaplanowałem zastosowanie

pseudoracemicznej mieszaniny migdalanów, w której jeden z enancjomerów byłby selektywnie

deuterowany w pozycjiα. Taka mieszanina pozwoliłaby prowadzić niezalėzne pomiary przesu-

nięć chemicznych (δ ) każdego z enancjomerów – jednego na kanale1H, a drugiego na kanale
2H NMR.

W celu realizacji powẏzszej koncepcji przeprowadziłem syntezę selektywnie deuterowane-

go migdalanu103, którego enancjomery następnie rozdzieliłem poprzez krystalizajcę z (S)-1-

fenyloetyloaminą (S)-PEA, S)-104) – Schemat 3.13. Atom deuteru w pozycjiα kwasu migda-

łowego mȯzna wprowadzíc na kilka sposobów: poprzez redukcję kwasu fenyloglioksalowego

borodeuterkiem cynku113, czy glinodeuterkiem sodu114 poprzez reakcję kwasu migdałowego

z 3 równowȧznikami LDA - utworzenie enolu i jego reakcję z D2O115, lub poprzez ogrzewa-

nie kwasu migdałowego w roztworze NaOH w D2O116. Zdecydowałem się zastosować ostatni

wariant syntezy. Racemiczny roztwór migdalanu sodu ogrzewałem w naczyniu Schlenka w

5% NaOH w D2O przez 12 h. Po zakwaszeniu i krystalizacji z chloroformu uzyskałem kwas

migdałowy o stopniu zdeuterowania 87% (określony na podstawie NMR) z wydajnością 50%.

Kwas zmieszałem z równomolową ilością (S)-PEA w etanolu. Wytrąconą sól krystalizowałem

dwukrotnie z etanolu. Nadmiar enancjomeryczny określałem za pomocą GC. Po dwóch krysta-

117

http://rcin.org.pl



lizacjach otrzymałem kwas o ee=87% z wydajnością 25%. Ostatecznie, po oddzieleniu aminy,

przeprowadziłem krystalizację kwasu z dichloroetanu, uzyskując kwas (R)-103z całkowitą wy-

dajnóscią 9,5%, ee=95,6% i stopniem deuteracji równym 87%.

OH

OH

O

1. NaOH, D2O 120'C

2. HCl

OH

OH

O
D

OH

OH

O
D

NH2

56%
87% D

1. kryst.
HO

OH

O

D

2. HCl

wyd 25%
87%D
ee=87%

(R)-
kryst. z DCE wyd 70%

87%D
ee=95,6%

12

103103

103

104

Schemat 3.13:Znakowanie deuterem i rozdział enancjomerów kwasu migdałowego 103

Miareczkowania odwrotne z selektywnie deuterowanym pseudoracematem prowadziłem

pod kontrolą NMR na spektrometrze 600MHz w acetonitrylu. Wykonanie pomiarów widm1H

i 2H na jednej próbce wiązało się z szeregiem problemów. Sygnał deuteru obserwowany był na

kanalelock’u, co oznaczało konieczność wyłączenia systemulock na czas pomiaru, a to skut-

kowało niestabilnóscią pola magnetycznego w czasie i poszerzeniem sygnałów. Zastosowanie

rozpuszczalnika deuterowanego spowodowało,że na widmie2H obok ogromnego sygnału roz-

puszczalnika pojawiał się bardzo słaby sygnał od migdalanu, o bardzo niskim stosunku sygnału

do szumu (S/N). Przedłużona akwizycja nie mogła poprawić stosunku S/N, gdẏz jednoczésnie,

ze względu na niestabilność pola, szerokósć sygnału rosła wraz z czasem pomiaru. Częściowo

problem niskiej czułósci udało się rozwiązác, gdy zastosowałem jako rozpuszczalnik miesza-

ninę CH3CN�CD3CN (1:1 v/v). Sygnał rozpuszczalnika na widmie protonowym był bardzo

intensywny, ale nadal umożliwiał obserwację sygnału migdalanu, jednocześnie poprawiła się

jakość sygnału na kanale deuterowym. Aby ułatwić wyznaczenie∆δ , do mieszaniny wprowa-

dziłem po 5 µL CHCl3 i CDCl3, których sygnały na jednym i drugim kanale traktowałem jako

sygnały odniesienia. Podczas miareczkowania sygnały ulegały poszerzeniu, co spowodowało,

że dla dalszych punktów miareczkowania określenie połȯzenia sygnałów na widmie2H było

bardzo trudne i obarczone dużą niepewnóscią. Przebieg pomiaru dla receptora71dprzedstawia

Rys. 3.11.

Stopién zdeuterowania (R)-migdalanu wynosił 89%, co oznacza,że w mieszaninie obecne

jest 11% protowanego związku. W trakcie eksperymentu okazało się,że sygnały od enancjome-

rów migdalanu, które na aparacie 400MHz nakładały się na siebie bez możliwości rozró̇znienia,

na aparacie 600MHz są w większości punktów miareczkowania dobrze rozdzielone. Widocz-

ny jest sygnał resztkowy od protowanego (R)-migdalanu, który począwszy od czwartego punktu

miareczkowania jest oddzielony od większego sygnału (S)-migdalanu. Okazało się zatem,że do
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Rysunek 3.11:Przebieg miareczkowania konkurencyjnego dla receptora 71d z pseudoracema-
tem migdalanu TBA. Kolor czerwony – kanał 1H, kolor niebieski – kanał 2H

przeprowadzenia miareczkowania konkurencyjnego wystarczyło w tym wypadku zwiększenie

częstotliwósci podstawowej spektrometru NMR.

Sygnały od (S)-migdalanu odczytałem wprost z widma protonowego. Położenia sygnałów

od (R)-migdalanu uzyskałem na dwa sposoby. W pierwszym użyłem przesunię́c sygnałów (R)-

migdalanu z kanału deuterowego. Mając na uwadze fakt,że dla czę́sciowo nakładających się

pików o znacznie ró̇zniącej się intensywności, odczytane wprost z widma przesunięcia są zafał-

szowane, przeprowadziłem dekonwolucję dwóch sygnałów z kanału protonowegoiii , a uzyskane

wyniki stanowiły drugi zestaw danych. Wyniki dwóch analizy przedstawia Tabela 3.9.

Analogiczne miareczkowanie przeprowadziłem dla receptora71e. W tym przypadku sygna-

ły protonowe od enancjomerów migdalanu także uległy rozdzieleniu na aparacie o wyższej czę-

stotliwości. Ponownie przeprowadziłem osobne analizy numeryczne z wykorzystaniem dwóch

iii wykorzystałem narzędzie dostępne w programie MestReNova 6.0.4
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Tabela 3.9:Wyniki miareczkowania konkurencyjnego z wykorzystaniem pseudoracematu mig-
dalanu

(S)-Man (R)-Man

ekw. Rec. ∆δ p1Hq ∆δ p2Hq α ∆δ p1Hq dekonw. α

0,000 4,513 4,513 4,513

0,146 4,555 4,560 0,919 -

0,283 4,591 4,601 0,898 -

0,413 4,629 4,640 0,923 4,637 0,927

0,536 4,660 4,679 0,858 4,669 0,927

0,652 4,692 4,708 0,902 4,701 0,928

0,763 4,717 4,733 0,908 4,727 0,929

0,868 4,742 4,758 0,910 4,751 0,928

0,968 4,761 4,767 4,770 0,926

∆δ max 4,845 4,858 4,851

α 0,903 0,927

2σ{α 4,8% 0,19%

zestawów danych. Wyniki z tych dwóch miareczkowańzestawione z wynikiem miareczkowania

ze wzorcem przedstawia Tabela 3.10. Analizy danych z kanału deuterowego dały stosunkowo

największe niepewności pomiaru, związane głównie z trudnością w okrésleniu połȯzenia pi-

ków. Wyniki obu analiz są w ramach błędu doświadczalnego zgodne z poprzednimi wynikami

uzyskanymi z zastosowaniem receptora odniesienia.

Tabela 3.10:Porównanie wyników miareczkowania konkurencyjnego z mieszaniną pseurace-
miczną z wynikami miareczkowania z receptorem odniesienia

selektywnósć α

receptor H-D H-H dekonw. miar. z Href

71d 0,903�4,8% 0,927�0,2% 0,893�5,3%

71e 0,821�12% 0,855�0,5% 0,842�4,5%

Dwa opisane wẏzej dóswiadczenia dowodzą,że miareczkowanie konkurencyjne obserwo-

wane na dwóch kanałach protonowym i deuterowym jest możliwe do przeprowadzenia, a otrzy-

mane wyniki są zgodne z uzyskanymi innymi metodami. Dodatkowymi wnioskami z przepro-

wadzonych eksperymentów są sugestie dotyczące technicznych aspektów prowadzenia pomia-

rów w przyszłósci. Mieszanina 1:1 rozpuszczalnika deuterowanego i niedeuterowanego pozwo-

liła mierzyć interesujące sygnały protonowe obok bardzo silnego sygnału rozpuszczalnika, jed-

nak na kanale2H przy znacznym poszerzeniu piku, sygnał nadal cechował niekorzystny stosu-

nek S/N. Lepszym rozwiązaniem byłoby zastosowanie mieszaniny rozpuszczalników o znacz-
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nej przewadze rozpuszczalnika niedeuterowanego, np. 9:1. Pewna ilósć rozpuszczalnika deu-

terowanego potrzebna jest do prawidłowego działania systemulock podczas akwizycji na ka-

nale protonowym. Pomiar widma protonowego można zrealizowác z presaturacją sygnału roz-

puszczalnika i obserwacja sygnałów anionu (leżących daleko od sygnału rozpuszczalnika) nie

nastręczałaby problemu. Presaturacji sygnału rozpuszczalnika nie można przeprowadzić na ka-

nale2H. Zmniejszenie zawartości rozpuszczalnika deuterowanego automatycznie poprawiłoby

jakość obserwowanego widma deuterowego i umożliwiłoby bardziej precyzyjne wyznaczanie

położén sygnałów. W toku eksperymentów okazało się,że dla badanych receptorów obserwa-

cja przesunię́c chemicznych na dwóch kanałach nie była konieczna, gdyż w dostatecznie silnym

polu magnetycznym mȯzliwe było rozró̇znienie obu singletowych sygnałów na kanale proto-

nowym. W przypadku innych anionów, w szczególności anionów naturalnychα-aminokwasów

i kwasów 2-arylopropanowych (np.14-16), sygnały pochodzące od Cα �H mają charakter

multipletów. Obserwacja ich rozsunięcia podczas miareczkowania jest trudniejsza i wydaje się,

że dla tych związków zastosowanie mojej metody znakowania izotopowego byłoby zasadne i

umȯzliwiłoby przeprowadzenie miareczkowania konkurencyjnego. Wprowadzenie deuteru na

stereogenicznym atomie węglaα-aminokwasów jest łatwo osiągalne syntetycznie , a rozdział

enancjomerów tycḣze związków mȯzliwy jest na wiele sposobów.

3.5.2 Pomiary ekstrakcyjne

3.5.2.1 Metoda enancjoselektywnej ekstrakcji ciecz-ciało stałe (ELSE)

Jak pokazałem w Rozdziale 2.3.4.4, eksperymenty ekstrakcyjne mogą zapewnić bezpósredni,

konkurencyjny pomiar enancjoselektywności receptora. Brak doniesień literaturowych, w któ-

rych wyniki tych dóswiadczén były jakkolwiek skorelowane z enancjoselektywnościami wy-

znaczonymi klasycznymi metodami miareczkowania, skłonił mnie do przeprowadzenia takiego

porównania na mojej grupie receptorów.

Aby porównanie wyników klasycznych miareczkowań i pomiarów ekstrakcyjnych było bar-

dziej wiarygodne, pomiary powinny być prowadzone w tym samym rozpuszczalniku. Typowe

rozpuszczalniki niemieszające się z wodą, stosowane w eksperymentach ekstrakcji ciecz-ciecz:

toluen, dichlorometan, chloroform, octan etylu nie należą do preferowanych rozpuszczalników

używanych w badaniach nad receptorami na aniony. Najczęstszym problemem jest ograniczo-

na rozpuszczalność receptorów w wymienionych rozpuszczalnikach. Z kolei typowe dla che-

mii supramolekularnej anionów rozpuszczalniki: DMSO, aceton, acetonitryl, metanol miesza-

ją się z wodą i nie jest mȯzliwe zastosowanie ich w eksperymentach ekstrancji ciecz-ciecz

(ELLE). Zdecydowałem się zaproponować zmianę w prowadzeniu eksperymentów ekstrak-

cyjnych. Zamiast fazy wodnej jako źródło racematu zastosowałem fazę stałą -żywicę jono-

wymienną Amberlite-400, pomiar polegał na enancjoselektywnej ekstrakcji ciecz-ciało stałe
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(enantioselective liquid-solid extraction- ELSE). Żywica ta posiada wbudowane w polimer

grupy beznylotrimetyloamoniowe, w prowadzonych przeze mnie pomiarach przeciwjonem był

badany racemiczny karboksylan.

W handlowo dostępnej̇zywicy z przeciwjonem chlorkowym (Amb-Cl ) zamieniłem prze-

ciwjon na anion hydroksylowy (Amb-OH ). żywice z do badán ekstrakcyjnych otrzymałem

mieszającAmb-OH z roztworem odpowiedniego racemicznego kwasu.

We wstępnych badaniach z użyciemżywicy z racemicznym migdalanem (Amb-Man ) po-

kazałem,że mieszaniėzywicy z roztworem chlorku TBA w ró̇znych rozpuszczalnikach or-

ganicznych (aceton, acetonitryl, dichlorometan, DMF, DMSO) prowadzi do reakcji wymiany

chlorek-migdalan. Co więcej, wykazałem,że czysty optycznie (S)-migdalan TBA w acetoni-

trylu mieszany zAmb-Man (20-krotny nadmiar migdalanu nȧzywicy) daje po 3 godzinach

mieszaninę racemiczną (ee  5%) w fazie organicznej. Pierwszy etap eksperymentu (na przy-

kładzie migdalanu) przedstawia równanie:

�

AMB�Man�
�

s�
�

TBA�Cl�
�

org âÝ

ÝÝá

�

AMB�Cl�
�

s�
�

TBA�Man�
�

org (3.6)

KD �
r

AMB�Cl�
ss
�

r

TBA�Man�
sorg

r

AMB�Man�
ss
�

r

TBA�Cl�
sorg

(3.7)

Żywica wykazuje silniejsze powinowactwo do anionów chlorkowych niż do karboksylanów117,

dlatego równowaga jest przesunięta silnie w prawo. Stała równowagi tej reakcji (współczynnik

podziału) jest taka sama dla obu enancjomerów. Aniony kwasu migdałowego wprowadzone na

tej drodze do fazy organicznej ulegały następnie skompleksowaniu przez receptor. Ze względu

na odmienne powinowactwo receptora (H* ) do enancjomerów anionu, były one skomplekso-

wane w ró̇znym stopniu zgodnie z równaniami:

KS �
rH�ManSsorg

rH�

sorg � rManSsorg
(3.8)

KR �
rH�ManRsorg

rH�

sorg � rManRsorg
(3.9)

Całkowite stę̇zenie kȧzdego z enancjomerów w fazie organicznej określa Rów.(3.12)
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Po uwzględnieniu Rów. (3.7), selektywność operacyjna wynosi:
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r
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(3.14)

Przy zapewnieniu du̇zego nadmiaru migdalanu w fazie wodnej można przyją́c, że przez cały

czas znajduje się w niej racemat, co dodatkowo upraszcza równanie:

αop�
1�KS� rH

�

s

1�KR � rH
�

s

(3.15)

Ostatecznie jėzeli spełniony będzie warunekKS{R � rH
�

s " 1, wówczas selektywność opera-

cyjna będzie równa selektywności intrystycznej:

αop�
1�KS� rH

�

s

1�KR � rH
�

s

�

KS

KR
� αint (3.16)

Pomiary enancjoselektywnej ekstrakcji ciecz-faza stała (ELSE) przeprowadziłem dla se-

rii DAB i DAA w acetonitrylu, przy u̇zyciu dwukrotnego nadmiaru receptora i 10-krotnego

nadmiaru anionu nȧzywicy Amb-Man względem chlorku TBA (0,01 mol dm�3). Po trzech

godzinach mieszania roztworu w acetonitrylu z fazą stałą, roztwór przesączałem przez krótką

warstwę Celitu i midgalan przekształciłem w ester izopropylowy118. Analizę względnej zawar-

tości enancjomerów za pomocą GC-FID na kolumnie Chirasil-Dex-CB.

Dla receptora, który w eksperymencie wykazywał najlepszą enancjoselektywność - 70e

przeprowadziłem dodatkowe pomiary mające potwierdzić prawidłowósć zalėznósci zawartych

w Rów. (3.15). W serii pomiarów zachowywałem stałą objętość rozpuszczalnika, stężenie TBACl

i masęAmb-Man , systematycznie zmieniałem natomiast stężenie receptora. Wyprowadziłem

równanie na stę̇zenie wolnego H:

rHs2�

�

2αT

K̄
�

α2
T �1

�

�rHs0�rGs0

�

rHs�
2rHs0αT

K̄
�

α2
T �1

�

� 0 (3.17)

gdzieK̄ �

?

KS�KR oznaczásrednią geometryczną stałychKS i KR, zás [G]0 odnosi się do

sumy enancjomerów G. Połączenie równania (3.17) z (3.15) dało zależnósć

αop� f pαint ,rHs0,rGs0q, którą porównałem z opisaną powyższej testową serią pomiarów –

Wykres 3.11

Jak wynika z wykresu, występuje znakomita zgodność między teoretycznym przebiegiem a

wynikami dóswiadczalnymi, co potwierdza słuszność rozumowania przedstawionego we wzo-

rach (3.7-3.15) dla pomiarów ELSE. Przy stężeniach dobranych w doświadczeniu i przy stosun-
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Wykres 3.11:Wyniki selektywności operacyjnej wyznaczone doświadczalnie i teoretycznie dla
zmieniających się wartości [H]

0
. Wartości równoważników receptora odnoszą się

do początkowego stężenia TBACl

kowo wysokich wartósciach stałych trwałósci kompleksów na krzywejαop� f pαint ,rHs0,rGs0q

występuje plateau, które rozpoczyna się przy ok 1,5 ekw. H. Oznacza to,że wynik pomiaru

praktycznie nie zalėzy od ilości receptora, jėzeli rHs0 ¡ 1,5rTBACls0 i wynik ten odpowiada

αint . W praktyce gwarantuje to niezależnósć wyniku od dokładnósci przygotowania naważki

receptora – wystarczy,że nawȧzka będzie nie mniejsza niż wartósć odpowiadająca 1,5nTBACl.

Oznacza to tak̇ze,że mȯzliwe jest prowadzenie pomiarów z użyciem receptorów nie spełniają-

cych wysokich wymagán odnósnie czystósci, pod warunkiem,̇ze zanieczyszczenia nie są bar-

dziej efektywne od receptora w wiązaniu gościa.

Przeprowadziłem dodatkowe pomiary z użyciem obu enancjomerów receptorów71ei 71i,

dla obu par otrzymałem dokładnie przeciwne selektywności. Wynik ten wyklucza niepȯządaną

możliwość, że obserwowana selektywność jest następstwem artefaktów w procesie derywaty-

zacji i analizy.

Na podstawie czterokrotnie powtórzonej analizy z receptorem71e, oszacowałem niepew-

ność pomiaru na ok.�3%. Wyniki ELSE i MK zestawiłem w Tabeli 3.11, a korelację tych

metod przedstawia Wykres 3.12. Uzyskałem dobrą zgodność między obydwoma metodami. Z

dokładnóscią do niepewnósci pomiarowych, wszystkie punkty leżą na prostejy� x, czyli po-

miary ekstrakcyjne odtworzyły wyniki miareczkowań.

Następnie, w analogiczny sposób jak dla kwasu migdałowego, przygotowałem porcjeżywi-

cy Amberlite z pięcioma N-acetylowanymi aminokwasami:Amb-AcAla , Amb-AcVal , Amb-

AcLeu, Amb-AcMet i Amb-AcPhe. Dla receptorów70a i 71e przeprowadziłem pomiary

ELSE z wykorzystaniem tycḣzywic. Po dwóch godzinach mieszania, przesączeniu i przemyciu

Celitu acetonitrylem przeprowadziłem ich derywatyzację do estrów izopropylowych. Reakcję

prowadziłem z u̇zyciem jodku izopropylu w 80�C119. Oryginalna metoda otrzymywania estrów

izopropylowych zakłada u̇zycie kwasu karboksylowego i CsCO3 (3 ekw.) w acetonitrylu. Jed-

nak̇ze w przesączu po ELSE, kwasy występują od razu w postaci zdeprotonowanej – jako sole
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Tabela 3.11:Zestawienie wyników eksperymentów ELSE i MK dla migdalanu

Receptor 71 αELSE αMK Receptor 70 αELSE αMK

a 0,98 1 a 0,9 0,94

b 0,96 1,01 b 0,92 0,89

c 0,93 1 c 0,92 0,92

d 0,96 0,98 d 0,92 0,89

e 0,97 0,94 e 0,85 0,84

f 0,92 0,98 f 0,92 0,85

g 1 0,94 g 0,92 0,86

h 0,91 0,95 h 0,9 0,86

i 0,89 0,82

j 0,88 0,93

k 0,89 0,96

l 0,9 0,88

-0,10 -0,08 -0,06 -0,04 -0,02 0,00 0,02
-0,10

-0,08
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-0,02
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x

Wykres 3.12:Korelacja między wynikami ELSE a MK dla Man
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TBA, dlatego nie dodawałem zasady. Modelowa reakcja zL-AcPheOTBA wykazała,̇ze w tych

warunkach racemizacja następuje w znikomym stopniu (<1%). Proporcje enancjomerów eks-

trahowanych aminokwasów określiłem za pomocą GC-FID z kolumną Chirasil-Val (Agillent).

Następnie przygotowałem mieszaninę 5żywic zawierających ró̇zne aminokwasy (Amb-

MixAA ) w równychilósciach masowych. Opracowałem metodę GCjednoczesnegorozdziału

pięciu par enancjomerów: alaniny, waliny, leucyny, metioniny i fenyloalaninyiv. Kolejne po-

miary dla receptorów70a i 71eprzeprowadziłem z mieszaninąAmb-MixAA , stosunki enan-

cjomerów okrésliłem w pojednynczej analizie GC. Wyniki uzyskane w osobnych pomiarach

dla kȧzdego z aminokwasów były zgodne z wynikami pomiarów dla mieszaniny. Jedynie dla

alaniny niska czułósć detektora FID w połączeniu z dużą szerokóscią sygnałów bardzo utrud-

nia precyzyjne całkowanie chromatogramu i wszystkie wyniki uzyskane dla tego anionu były

niepewne (Rys.3.12a).

Pomiary z mieszaninąAmb-MixAA przeprowadziłem następnie dla pozostałych recepto-

rów DAB i DAA. W wielu przypadkach ilósciowa analiza chromatogramów była utrudniona.

W czę́sci analiz dodatkowe piki pochodzące od produktów rozpadu receptora, lub jegoślado-

wych zanieczyszczeń nakładały się na piki pochodzące od aminokwasów. W części przypad-

ków mȯzliwa była numeryczna dekonwolucja tych sygnałów i analiza uzyskanych selektyw-

ności (Rys. 3.12b), jednak konieczność przeprowadzenia operacji na chromatogramie zawsze

zmniejsza precyzję pomiaru. Ostatecznie dla niektórych pików, dodatkowe sygnały nieznane-

go pochodzenia nakładały się z pikami aminokwasów w sposób całkowicie uniemożliwiający

analizę (Rys. 3.12c). Wyniki uzyskane dla receptorów serii DAB i DAA zAmb-MixAA przed-

stawia Tabela 3.12.
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Rysunek 3.12:Problemy analityczne dla pomiarów z Amb-MixAA: a) słaba intensywność
dla AcAla, b) nakładanie sygnałów wymagające dekonwolucji, c) nakładanie
sygnałów uniemożliwiające analizę ilościową

Korelację między wynikami ELSE dla fenyloalaniny a wynikami miareczkowań przedsta-

wia Wykres 3.13c. Dla większości wyników istnieje dobra zgodność między dwiema metoda-

mi, jednak szésć punktów bardzo silnie odbiega od zależnósci liniowej. Najprawdopodobniej

w punktach tych odczyt stosunku enancjomerów AcPhe z chromatogramu był zafałszowany z

ivNie udało mi się opracować rozdziału dla tryptofanu, sygnałów od tego aminokwasów nie obserwowałem
nawet po wygrzewaniu kolumny w 200°C. Dla proliny nie uzyskałem rozdziału. Innych aminokwasów nie używa-
łem.
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Tabela 3.12:Zestawienie wyników selektywności dla anionów aminokwasów (logpαq) w po-
miarach ELSE

Anion

Receptor Ala Val Leu Met Phe

70

a -0,106 0,005 -0,043 0,031 -0,040

b -0,069 -0,016a -0,044 -0,057 0,181

c -0,078 -0,016 -0,047 0,016 0,144

d -0,031 -0,012 -0,121a -b -b

e -0,099 -0,006a -0,008 0,035 0,026

f -b -b -b -b -b

g -b 0,001 -0,049 -0,031 0,031

h -0,045 -0,010 -0,030 -0,038 0,077

71

a -0,0573 -0,0223 -0,0421 -0,0055 -0,0083

b -0,0725 -0,0337 -0,0635 -0,0396 0,0260

c -0,0751 0,0009 -0,0704 -0,0189 -0,0440

d -0,2121 -0,0392a -0,0534 -0,0128 -0,0392

e -0,0267 0,0082 0,0425 -0,0054 0,0284a

f -0,0343 -b -0,1022 0,0088 -0,0085a

g -0,0359 -0,0183 -0,0279a -0,0123 0,1423

h -0,1432 -b -b -b -b

i -0,0719 -0,0209a -0,0157 -b -0,0176

j -0,0707 -0,0438 -0,0505 -0,0519 -0,0177

k -0,1080 -0,0481 -0,0604 -0,0190 -b

l -b -b -0,0349 -0,0328 -0,1133
a wynik po uwzględnieniu dekonwolucji

b Nałożenie sygałów uniemȯzliwiające analizę numeryczną.
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Wykres 3.13:Wyniki pomiarów ELSE z Amb-MixAA dla receptorów serii a) DAB, b) DAA,
oraz c) korelacja wyników ELSE z MK dla AcPhe
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powodu nakładania sygnałów od pochodnej fenyloalaniny z dodatkowymi pikami nieznanego

pochodzenia.

Jak wykazałem, metoda ELSE daje wiarygodne wyniki enancjoselektywności. Opracowa-

na dla migdalanu procedura przeprowadzenia eksperymentu ekstrakcyjnego, derywatyzacji i

analizy chromatograficznej jest równorzędną, pod względem jakości wyników, alternatywą dla

miareczkowán klasycznych czy konkurencyjnych. Aby metoda ta była równie wartościowa dla

anionów - N-acetylowych pochodnych aminokwasów, niezbędna jest jeszcze optymalizacja

procedury derywatyzacji i analizy chromatograficznej.

Pomiary ekstrakcyjne są znacznie łatwiejsze do przeprowadzenia, i szybsze w porównaniu

z miareczkowaniami klasycznymi lub konkurencyjnymi. Konkurencyjny charakter pomiarów

ELSE zapewnia większą precyzję pomiaru, jak wykazałem, dokładność stę̇zén nie wpływa na

uzyskany wynik. Metoda ta szczególnie nadaje się do badania całych serii receptorów, gdyż etap

ekstrakcji i derywatyzacji mȯzna prowadzíc jednoczésnie dla wielu próbek. Do dopracowaniu

szczegółów eksperymentalnych byłem w stanie przeprowadzić etap ekstrakcji oraz derywatyza-

cji dla wszystkich 20 receptorów w ciągu ok. ośmiu godzin, analiza chromatograficzna zajmo-

wała kolejne ok. 5 godzin dla migdalanu lub 10 godzin dla mieszaniny aminokwasów. Oznacza

to, że w ciągu dwóch dni mȯzliwa jest ocena jakósci rozpoznania chiralnego dla 20 receptorów.

Zastosowanie autosamplera pozwoliłoby skrócić ten czas do jednej doby, nawet przy większej

liczbie receptorów. Jak pokazałem dla eksperymentów z mieszaninążywic Amb-MixAA , moż-

liwe jest przeprowadzenie równoczesnej analizy dla kilku anionów, ograniczeniem w doborze

liczby i rodzaju anionów jest tylko metoda analityczna. Mimo pojawiających się fałszywych

wyników, wynikających z błędów w analizie GC, metodę ELSE można z powodzeniem sto-

sowác jako badanie przesiewowe bibliotek receptorów. Najlepsze z uzyskanych wyników (jak

równiėz wyniki wątpliwe) powinny zostác potwierdzone za pomocą któregoś z wariantów mia-

reczkowania konkurencyjnego.

Dzięki opracowaniu metody ELSE i wykazaniu jej skuteczności, udało mi się sprowadzić

laboratoryjną procedurę badania rozpoznania chiralnego do praktycznie tych samych proce-

dur, które u̇zywane są w badaniach nad reakcjami enancjoselektywnymi. Jak zasugerowałem

w Rozdziale 2.4 (str. 76) znacznie większy postęp w dziedzinie stereokontrolowanej syntezy w

porównaniu z dziedziną rozpoznania chiralnego jest następstwem faktu,że metodologia oceny

nowych katalizatorów, czy procedur syntetycznych jest łatwiejsza, szybsza i bardziej wiary-

godna ni̇z metodologia badán jakósci rozpoznania chiralnego. Dzięki metodzie ELSE badania

and enancjoselektywnymi receptorami mogą być równie dogodne jak badania nad enancjose-

lektywnymi katalizatorami. Uwȧzam,że dzięki tej metodzie analizy, wąskim gardłem procesu

badania rozpoznania chiralnego nie będzie już etap ewaluacji receptorów, ale etap ich syntezy.

129

http://rcin.org.pl



3.5.2.2 Metoda enancjoselektywnej ekstrakcji ciecz-ciesz(ELLE)

Kolejną metodą, którą postanowiłem sprawdzić w badaniach rozpoznania chiralnego anionów

były pomiary ekstrakcji ciecz-ciecz – ELLE, której wyniki postanowłem porównać z jej ana-

logiem – ELSE. W pierwszych eksperymentach ELLE używałem racemicznego roztworu mig-

dalanu sodu w wodzie i roztworu receptora w dichlorometanie (DCM). Receptory serii DAB i

DAA są elektrycznie obojętne, zatem ekstrakcja polegająca na metatezie (Rów. (2.53), str. 69)

jest niemȯzliwa. Wydawało się tak̇ze mało prawdopodobne aby receptor, wiążąc anion, za-

pewnił lipofilowósć pary jonowej wystarczającą do jej ekstrakcji. Eksperyment jednoznacznie

wykazał,że ilość migdalanu ekstrahowana w takim pomiarze jest poniżej progu detekcji. Aby

umȯzliwi ć ekstrakcję anionu do fazy organicznej, wprowadziłem chlorek TBA. Ze względu

na du̇zą lipofilowósć migdalanu i du̇zą hydrofilowósć anionu chlorkowego równowaga reakcji

wymiany (3.18) przesunięta była praktycznie całkowicie w prawo.

�

Na�Man�
�

aq�
�

TBA�Cl�
�

org âÝ

ÝÝá

�

Na�Cl�
�

aq�
�

TBA�Man�
�

org (3.18)

Wszystkie równania i zalėznósci przedstawione dla eksperymentów ELSE dotyczą także

pomiarów ELLE. Podczas początkowych eksperymentów ELLE z receptorami DAA obser-

wowałem szybką zmianę barwy fazy organicznej,świadczącą o reakcji z udziałem receptora.

Biorąc pod uwagę fakt,̇ze w receptorach DAA występuje ugrupowanie tiomocznikowe podat-

ne na hydrolizę, zdecydowałem się zbadać wpływ pH fazy wodnej na stabilność receptora w

pomiarach ELLE. Przygotowałem serię roztworów migdalanu sodu w buforze fosforanowym

o pH = 5, 5,5, 6, 7, 8, 9, 10. Roztwory te mieszałem z roztworami receptora71e w DCM.

Skład fazy organicznej określałem za pomocą TLC. W przypadkach, gdy do mieszaniny nie

dodałem chlorku TBA, receptor nie ulegał zmianie w czasie, niezależnie od wartósci pH fazy

wodnej. Jednak̇ze po dodaniu chlorku TBA, receptor ulegał reakcji w mieszaninach, w których

pH fazy wodnej przekraczało 6 (Rys. 3.13). Rozkład receptora był tym szybszy, im większa

była wartósć pH. Dla pH=10 całkowity zanik receptora nastąpił przed upływem dwóch minut,

w pH=8 rozkład trwał ok 20 min, a dla pH=7 był powolny, lecz zauważalny w skali 60 minut.

Dopiero dla pH=6 mȯzna było przyją́c, że receptor jest stabilny w warunkach eksperymentu. Z

powyższych pomiarów wynika,̇ze chlorek TBA działał w warunkach pomiaru jako efektywny

katalizator przeniesienia międzyfazowego, gdzie przenoszonym anionem obok migdalanu był

anion hydroksylowy, który powodował hydrolizę tiomocznika do mocznika. Dla receptorów

serii DAB nie zaobserwowałem reaktywności tego rodzaju.

W daszych pomiarach używałem wodny roztwór racemicznego migdalanu sodu o pH=6 i

stę̇zeniu 0,2M oraz roztwór dichlorometanowy TBACl z receptorem o stężeniach odpowied-

nio 5 mM i 2,5 mM. Po rozwarstwieniu faz, pobierałem porcję fazy organicznej i prowadziłem

derywatyzację i analizę tak jak dla pomiarów ELSE. Przed przystąpieniem do badania serii
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Rysunek 3.13:Płytki TLC przedstawiające szybkość rozkładu receptora 71e w eksperymen-
tach ELLE o różnch wartościach pH fazy wodnej

receprotów, przeprowadziłem eksperymenty kontrolne:

• w pomiarze bez TBACl ilósć migdalanu w fazie organicznej była poniżej progu detekcji,

• mieszanie(S)-migdalanu TBA w fazie organicznej z dużym nadmiarem racematu w fazie

wodnej prowadziło po 2h do racematu w fazie organicznej,

• zastosowanie przeciwnego enancjomeru receptora powodowało odwrócenie selektywno-

ści.

Stosunki enancjomerów migdalanów, otrzymane w eksperymentach ELLE, zestawione z wy-

nikami ELSE przedstawia Tabela 3.13. Niepewność pomiaru oszacowałem, podobnie jak dla

ELSE, na�4%. Korelację między omawianymi metodami pomiarowymi przedstawia Wykres 3.14.

Umiarkowana zaledwie zgodność obu zestawów wyników dowodzi,że zmiana rozpuszczalni-

ka ma wpływ na enancjoselektywność receptorów. Wszelkie porównania jakości rozpoznania

chiralnego lub alternatywnych metody analizy powinny dotyczyć pomiarów w tym samym roz-

puszczalniku.
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Wykres 3.14:Graficzna korelacja między wynikami ELLE i ELSE
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Tabela 3.13:Wyniki pomiarów ELLE zestawione z wynikami ELSE, niepewność obu pomiarów
oszacowałem na �4%

α

Receptor ELLE ELSE

70 a 0,98 0,98

b 0,99 0,95

c 1,01 0,93

d 0,99 0,96

e 0,96 0,97

f 0,94 0,92

g 0,94 1,00

h 0,95 0,91

71 e 0,87 0,85

f 0,90 0,92

g 0,88 0,92

h 0,92 0,90

i 0,83 0,89

j 0,92 0,88

k 0,91 0,89

l 0,90 0,90

3.5.3 Pomiary z u̇zyciem spektrometrii mas

Kolejną metodą okréslania enancjoselektywności receptorów, którą zdecydowałem się przete-

stowác na moich receptorach była metoda spektrometrii mas ze znakowaniem izotopowym.

Metoda ta nigdy do tej pory nie została zastosowana w odniesieniu do rozpoznania chiralnego

anionów. Syutacja, w którejwszystkiewyniki spektrometrii mas zostałyby odniesione do wyni-

ków klasycznych miareczkowań, czy innych metod, nie ma precedensu w literaturze. Ekspe-

rymenty przeprowadziłem metodą ESI-MS w sposób analogiczny do pomiarów Sawady81. Na

potrzeby analizy przeprowadziłem syntezę znakowanych izotopowo anionów (Schemat 3.14).

Ze względu na istotny udział mas M+1 i M+2 w rozkładzie izotopowym receptorów, wskazane

było, aby pseudoenancjomery różniły się masą przynajmniej o 3 Da. Z tego powodu nie mo-

głem zastosowác w tych pomiarach przygotowanego uprzednio (R)-103, który zawiera tylko

jeden atom deuteru. Syntezę znakowanego migdalanu rozpocząłem od benzenu-d6, na którym

przeprowadziłem reakcję Friedla-Craftsa z chloroszczawianem etylu105120.Otrzymany ester
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kwasu fenyloglioksalowego106 poddałem enancjoselektywnej redukcji chiralnym chlorkiem

boru 107121, do odpowiedniego estru kwasu migdałowego. Zwiazek ten udało mi się oczy-

ścíc dopiero po hydrolizie do wolnego kwasu (S)-Man-d5). Nadmiar enancjomeryczny kwa-

su wynosiłee=92%, jednak po krystalizacji z dichloroetanu otrzymałem produkt o czystości

ee>99%. Drugi ze znakowanych anionów otrzymałem w wyniku bezpośredniego acetylowania

D-fenyloalaniany108deuterowanym chlorkiem acetylu.
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Schemat 3.14:Synteza czystych optycznie, znakowanych izotopowo kwasów karboksylowych
- (S)-Man-d5 i d-AcPhe-d3

Mieszaninę równomolowych ilósci znakowanych i nieznakowanych kwasów (mieszaninę

pseudoracemiczną) przekształciłem w sól TBA poprzez dodanie stechiometrycznej ilości mia-

nowanego roztworu wodorotlenku TBA w metanolu. Następnie przygotowałem roztwory w

acetonitrylu o stę̇zeniu receptora 2,5�10�6 M i stę̇zeniu pseudoracemicznego G 2,5�10�5 M.

W roztworze powstawały kompleksy H�(R)-Man i H�(S)-Man-d5 oraz H�L-AcPhe i H�D-AcPhe-

d3. Masy kompleksów ró̇zniły się odpowiednio o 5 i o 3 jednostki m/z. Tak przygotowane roz-

twory były wprowadzane bezpośrednio do aparatu za pomocą pomopy strzykawkowej. Do ana-
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lizy użyłem spektrometru mas typu potrójny kwadrupol (Q3) z jonizajcą ESI (praca w trybie

jonów ujemnych). Stosunki sygnałów ustalane były za pomocą proceduryMultiion z czasem

uśredniania wynoszącym >1min. We wszystkich pomiarach wykorzystywałem te same roztwo-

ry pseudaracematów ManOTBA i AcPheOTBA. Przykładowy fragment widma MS, zawierają-

cy sygnały od obu kompleksów, przedstawia Wykres 3.15.
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Wykres 3.15:Fragment widma MS przedstawiający sygnały od dwóch pseudodiastereoizome-
rycznych kompleksów a)z Man, b) z AcPhe

Pierwsze pomiary przeprowadziłem dla czystych pseudoracemicznych soli oraz ich miesza-

nin z achiralnymi receptorami70i, 101 i 71n. Pomiary te miały na celu wyznaczenie rzeczy-

wistych stosunków stę̇zén jonów (S)-Man-d5 i (R)-Man orazD-AcPhe-d3 i L-AcPhe. Dla mie-

szanin równomolowych ilósci pseudoenancjomerycznych kwasów, stosunki sygnałówIS�d5{IR

i ID�d3{IL powinny býc równe jednósci, jednak pewne odchylenia mogą wynikać z niedokład-

ności nawȧzek i obni̇zonego stopnia deuterowania. Określenie kontrolnych wartósci stosunków

sygnałów (RPI0) jest niezbędne do analizy enancjoselektywności receptorów, której miarą mo-

że býc dopiero stosunek:

αMS�
RPIpH�

q

RPI0
(3.19)

Tabela 3.14 przedstawia Wyniki wstępnych pomiarów, które pokazują,że okréslenie kon-

trolnej wartósci RPI0 nie jest jednoznaczne. Rezultaty dla poszczególnych receptorów są po-

wtarzalne (poz. 2 i 3, 5 i 6) oraz niezależne od stę̇zenia (poz 5, 7 i 8), jednakże występują

zauwȧzalne rozbiėznósci w wartósciachRPI pomiędzy poszczególnymi achiralnymi receptora-

mi a tak̇ze dla pomiaru bez receptora. Kolejne analizy prowadziłem dla chiralnych receptorów,

porównałem wartósci RPI uzyskane dla obu enancjomerów H (Tabela 3.15). Wyniki selektyw-

ności dla enancjomerów powinny być dokładnie przeciwne i ich iloczyn powinien wynosić 1

(Rów.(3.20)). Jėzeli iloczyn jest ró̇zny od jednósci mȯze to oznaczác nieprawidłowe wyznacze-

nie kontrolnej wartósci RPI0. Jak wynika z Rów.(3.21 i 3.22), wartość RPI0 można obliczýc

jako średnią geometryczną z dwóch wartości RPI dla enancjomerów receptorów.
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Tabela 3.14:Zestawienie wartości RPI dla pomiarów bez receptora i z achiralnymi receptoramia

RPI

lp Receptor Man AcPhe

1 bez receptorab 0,78 1,31

2 70i 0,53 1,41

3 70ic 0,64 1,38

4 101 0,59 1,43

5 71n 0,77 1,03

6 71nc 0,71 1,06

7 71nd 0,76 1,02

8 71ne 0,76 1,03

astężenie receptora 2,5�10�6 mol dm�3, stę̇zenie anionu 2,5�10�5 mol dm�3 bstę̇zenie anionu

5�10�6 mol dm�3 cpomiar powtórzony innego dnia,dstę̇zenie receptora 3,75�10�6 mol dm�3, estę̇zenie

receptora 5,0�10�6 mol dm�3.

αpHSq �αpHRq � 1 (3.20)

RPIpHSq

RPI0
�

RPIpHRq

RPI0
� 1 (3.21)

RPI0 �
b

RPIpHSq �RPIpHRq (3.22)

Dane z Tabeli 3.15 cechuje rozrzut w wartościachRPI0 pomiędzy ró̇znymi parami enan-

cjomerów na poziomie ok�15% dla Man i ok�10% dla AcPhe . Bazując na wynikach z Ta-

bel 3.14 i 3.15 nie mogłem jednoznacznie wyznaczyć wartósciRPI0, rozrzut wyników uznałem

za zbyt du̇zy aby celowe było ich úsrednianie.

Mimo braku okréslonego wiarygodnieRPI0, przeprowadziłem pomiary z pseudoracemicz-

nymi mieszaninami soli TBA dla większości moich receptorów. Gdyby istniała korelacja mię-

dzy RPI a wynikami miareczkowania (αMK), wówczas zestawienie tych wyników w postaci

logarytmicznej pozwoliłoby na obserwację tej korelacji między wynikami, mimo błędnie wy-

znaczonej wartósciRPI0. Zgodnie z Rów. (3.23),RPI0 można wyznaczýc na podstawie regresji

liniowej wyników. Parametrb równania liniowegoy� ax�b jest tȯzsamy z logpRPI0q.

logpαMSq � log

�

RPI
RPI0




� logpRPIq� logpRPI0q (3.23)

Następnym krokiem było sprawdzenie, czy dla moich danych istnieje opisana powyżej kore-
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Tabela 3.15:Pomiary RPI dla par enancjomerycznych receptorów i obliczone średnie geome-
tryczne (RPI)

Man AcPhe

Receptor RPI RPI RPI RPI

L-70e 0,47
0,57

0,95
1,05

D-70e 0,68 1,16

L-71e 1,00
0,63

1,19
1,21

D-71e 0,66 1,24

L-71ea 0,95
0,66

1,08
1,15

D-71ea 0,92 1,10

L-71j 0,65
0,67

1,03
1,00

D-71j 0,69 0,97

apomiar powtórzony innego dnia

lacja. Zestawienie wyników przedstawia Wykres 3.16. Zarówno dla migdalanu, jak i dla AcPhe

nie zaobserwowałeṁzadnej korelacji, rozkład wyników wydaje się zupełnie stochastyczny, co

uniemȯzliwiło wyznaczenieRPI0. Brak korelacji na tym wykresie nie jest jeszcze ostatecznym

dowodem nieskuteczności metody MS do analizy ilósciowej rozpoznania chiralnego anionów.

Wyjaśnienia wymagają zaobserwowane różnice w wartósciachRPI dla kompleksów ró̇z-

nych achiralnych receptorów, które dodatkowo różniły się odRPI dla czystych soli. W problem

ten wpisują sie tak̇ze wyniki uzyskane dla enancjomerycznych par receptorów, dla których nie

został spełniony warunek (3.20). Jedynym racjonalnym wytłumaczeniem tych zjawisk jest wy-

stąpienie silnego efektu izotopowego, który miał inny wpływ na kompleksy każdego z recep-

torów. Wystąpienie tego efektu może tak̇ze tłumaczýc brak korelacji na Wykresie 3.16, każdy

z receptorów wymaga w takim przypadku przeskalowania przez innąRPI0pH�q, okrésloną z

osobna dla kȧzdego receptora.

Analiza enancjoselektywności w takim przypadku jest bardzo utrudniona, ale jest nadal

możliwa, pod warunkieṁze znane są wartości RPI dla kompleksów z obydwoma enancojme-

rami receptora. Zauważmy, że stosunekRPI dla kȧzdego z enancjomerów receptora równy jest

kwadratowi selektywnósci:

RPIS
RPIR

�

RPIS
RPI0
RPIR
RPI0

�

αS

αR
� pαSq

2 (3.24)

co wynika z faktu,̇zeαS� 1{αR. Zatem enancjoselektywność mȯzna wyznaczýc jako pierwia-
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Wykres 3.16:Zestawienie selektywności uzyskanych z pomocą miareczkowania konkurencyj-
nego (logpαMC)) i wyników pomiarów MS (logpRPIq). a) Anion – migdalan; b)
Anion – AcPhe

stek ze stosunkuRPI:

αMS�



RPIS
RPIR

(3.25)

Powẏzszą metodę analizy danych zastosowałem do wyników pomiarów przeprowadzonych

na parach enancjomerów, a rezultaty zestawione z wynikami miareczkowań przedstawia Tabe-

la 3.16. Dla tej metody analizy danych również nie występuje korelacja z dotychczas otrzy-

manymi wynikami selektywnósci. Dopiero przeprowadzenie tego zestawienia dowodzi niesku-

tecznósci metody MS jako narzędzia do ilościowej analizy rozpoznania chiralnego anionów.
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Tabela 3.16:Wartości selektywności obliczone wg Rów.(3.25) i ich porównanie z wynikami
miareczkowań

Man AcPhe

Receptor RPI αMS αMC RPI αMS αMC

L-70e 0,47
0,83 0,98

0,95
0,90 1,05

D-70e 0,68 1,16

L-71e 0,60
0,95 0,84

1,19
0,98 1,03

D-71e 0,66 1,24

L-71e 0,68
1,02 0,84

1,14
0,99 1,03

D-71e 0,65 1,17

L-71j 0,65
0,97 0,93

1,03
1,03 0,98

D-71j 0,69 0,97

Brak korelacji między wynikami miareczkowania i pomiarów spektrometrii mas mȯzna tłu-

maczýc dosýc oczywistym faktem,̇ze warunki w źródle jonów ESI nie odzwierciedlają wa-

runków panujących w roztworze76. Gdy przystępowałem to testowania metody MS, miałem

świadomósć, że wystąpienie dobrej korelacji z wynikami miareczkowania oznaczające,że sto-

sunki kompleksów w roztworze są zachowane w źródle jonów, byłoby następstwem szczęśli-

wego zbiegu okolicznósci. Podczas jonizacji za pomocąelektrospreju, po nebulizacji roztworu,

następuje odparowywanie rozpuszczalnika połączone zeksplozją kulombowską, które diame-

tralnie zmieniają stę̇zenia reagentów. Równowagi związane z wiązaniem anionów przez bada-

ne receptory są szybkie w skali czasu NMR, zatem badany układ nadąża z dostosowywaniem

się do nowych warunków. Aniony są bardzo silnie solwatowane (silniej niż kationy96), dlatego

tworzenie kompleksów jest szczególnie wrażliwe na procesy związane z odparowywaniem roz-

puszczalnika i desorpcją jonów. Przyjęte założenie,że diastereoizomeryczne kompleksy homo-

chiralnych receptorów z enancjomerami anionów będą wykazywały dostateczne podobieństwo

podczas jonizacji nie było spełnione w przeprowadzonych pomiarach.

3.5.4 Pomiary chromatograficzne

W rozdziale 2.3.4.5 wskazałem na chromatografię jako metodę, której zaletą jest amplifika-

cja nawet nieznacznych selektywności do poziomu, na którym są łatwo mierzalne. W typo-

wych analitycznych zastosowaniach chromatografii, piki muszą być całkowicie rozdzielone.

Przy wykorzystaniu chromatografii do badań nad rozpoznaniem chiralnym, całkowity rozdział

pików nie jest koniczny do określenia selektywnósciαC (Rów.(2.13)), wystarczy aby piki były

rozró̇znialne (kryterium Rayleigha). Przeprowadziłem symulacje przebiegu chromatogramu w
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zalėzności od selektywnósci i liczby półek teoretycznych (Tabela 3.17)122.

Tabela 3.17:Symulacje chromatogramów racematów przy różnych wartościach selektywności
(α) i liczby półek teoretycznych (N)

Licza półek teoretycznych (N)

selektywnósć (α) 500 1000 2000 5000

1,05

1,10

1,15

1,20

Z symulacji wynika,̇ze nawet dla rozdziałów chromatograficznych o słabej sprawności (500

półek) selektywnósć α ¥ 1,15 pozwala na obserwajcę dwóch maksimów. Rozdział o sprawno-

ści 1000 półek pozwala rozsunąć maksima pików o selektywności 1,10, ostatecznie dla 5000

półek mȯzna przypisác połȯzenia sygnałom oα � 1,05. Sprawnósć typowej kolumny HPLC o

długósci 15cm wynosi 10000-20000. Najlepsze z moich receptorów wykazywały selektywność

względem migdalanu na poziomie 1,10-1,15. Uznałem,że przygotowanie kolumny chromato-

graficznej z immobilizowanym chiralnym anionem jako fazą stacjonarną o sprawności na po-

ziomie 500-1000 półek powinno być osiągalne i analiza przynajmniej najlepszych receptorów

powinna býc mȯzliwa.

3.5.4.1 Chromatografia cienkowarstwowa

Bazując na przytoczonych już w Rozdziale 2.3.4.5 pracach Morána71,72 zdecydowałem się

przeprowadzíc pomiary chromatograficzne na płytkach TLC impregnowanych solami badanych

chiralnych anionów. W pierwszych eksperymentach planowałem wyznaczyć współczynniki re-

tencji moich homochiralnych receptorów na płytkach impregnowanych (S-) i (R-)enancjomerami

anionów. Następnie chciałem sprawdzić, czy relacje między wyznaczonymiRS
f i RR

f można sko-

relowác z wyznaczonymi klasycznie enancjoselektywnościami receptorów.

Najłatwiejszą metodą modyfikacji fazy stacjonarnej przez impregnację jest zanurzanie han-

dlowych płytek TLC w roztworze modyfikatora i ich płytek. W moich badaniach zanurzałem
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analityczne płytki żzelem krzemionkowym w 1, 2, i 5% roztworze odpowiedniego migdalanu

TBA w metanolu, następnie suszyłem pod próżnią. Pokrycie płytek migdalanem, którego pasmo

absorpcji obejmuje naλ � 256nm praktycznie uniemożliwiło analizę płytek z wykorzystaniem

znacznika fluorescencyjnego. Nadal możliwa była detekcja receptorów serii DAA za pomocą

lampyλ � 355nm, dzięki luminescencyjnym właściwósciom tych receptorów. Co więcej, jak

okrésliłem na podstawie klasycznych miareczkowań, receptory DAA wykazywały lepsze roz-

poznanie chiralne migdalanu od receptorów serii DAB. To skłoniło mnie do ograniczenia grupy

testowej receptorów do serii DAA.

Pomiary na tak impregnowanych płytkach cechowała ogromna niepowtarzalnaść wyników

dla tak samo przygotowanych płytek. Nie pomogło także standaryzowanie współczynników

retencji w oparciu o achiralny receptor odniesienia (71n).

W celu osiągnięcia powtarzalnych i miarodajnych wyników zdecydowałem się samodziel-

nie przygotowywác płytki TLC, a proces modyfikacji fazy stacjonarnej przeprowadzić przed

pokryciem płytki warstwą̇zelu. Żel krzemionkowy zawieszałem w wodno-metanolowym roz-

tworze migdalanu TMA. Po rozprowadzeniu warstwyżelu, płytki zostawiałem do wyschnięcia

na powietrzu a następnie standaryzowałem przez suszenie w 80�C przez 2h. Podwẏzszona tem-

peratura w procesie suszenia stwarzała ryzyko reakcji eliminacji w kationie TBA, dlatego do

tego celu wykorzystałem sól TMA. Zastosowana procedura pozwalała otrzymać złoże zawie-

rające równomiernie rozłȯzoną,ścísle okrésloną ilósć chiralnego modyfikatora. Analizy serii

DAA na tak przygotowanych płytkach cechowała lepsza powtarzalność, jednak ró̇znice pomię-

dzy poszczególnymi pomiarami były ciągle zbyt duże by móc wiarygodnie określić enancjose-

lektywnósć któregokolwiek z receptorów. Rozrzut wyników uzyskany dla płytek zawierających

0,5 mmol ManOTMA na 1 ġzelu przedstawia Wykres 3.17.

0

1

2

B

a      b       c      d       e       f        g       h       i       j        k       l

pomiar dla płytki z (S)-migdalanem

pomiar dla płytki z (R)-migdalanem

średnia z trzech pomiarów 

średnia z trzech pomiarów 

Rf

0,25

0,5

Receptor DAA

Wykres 3.17:Wyniki pomiarów prowadzonych na płytkach TLC impregnowanych enancjome-
rami migdalanu TMA

Eksperymenty prowadzone z homochiralnym receptorem na dwóch płytkach impregnowa-
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nych enancjomerami gościa okazały się nieskuteczne ze względu na zbyt duży rozrzut wyników

pomiędzy poszczególnymi pomiarami. Zdecydowałem się zmienić sposób prowadzenia pomia-

rów tak aby miał charakter konkurencyjny. W tym celu przeprowadziłem syntezę enancjome-

rycznych receptorówD-71e-kwykorzystując aminokwasy szereguD. Na płytkach rozwijałem

obok siebie enancjomeryczne pary receptorów. Do pomiarów wykorzystałem zarówno handlo-

we płytki impregnowane przez zanurzenie jak i płytki samodzielnie powlekane. Wżadnym z

przypadków nie zaobserwowałem różnic w współczynnikach retencji między enancjomerami.

Niezalėznie od powẏzszych niepowodzén zaobserwowałem różnice we współczynnikach

retencji wszystkich receptorów dla płytek niemodyfikowanych i modyfikowanych różnymi ilo-

ściami chiralnej soli. Współczynniki retencji dla handlowych i samodzielnie przygotowanych

płytek rosły wraz ze wzrostem ilości modyfikatora. Oznacza to,że modyfikacja fazy stacjonar-

nej powodowała osłabienie wiązania receptorów. Wydaje się,że receptory na aniony powinny

silniej oddziaływác z migdalanem TBA ni̇z z powierzchnią̇zelu krzemionkowego, zatem po-

krycie żelu chiralnym modyfikatorem powinno zmniejszyć Rf . Obserwacje przeczą temu za-

łożeniu. Najprawdopodobniej migdalan użyty do impregnacji płytki jest bardzo silnie wiązany

grupą karboksylową przez grupy siloksylowe krzemionki, a kation (TBA lub TMA) oddziałuje

na zasadzie jon-dipol. Przyjęcie takiej orientacji modyfikatora nażelu tłumaczy obserwowane

osłabienie retencji. Modyfikator blokuje dostęp do powierzchni krzemionki, eksponując przy

tym swój niepolarny fragment, zatem nie wnosi nowych oddziaływań wiążących (Rys. 3.14).
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Rysunek 3.14:Schemat ułożenia chiralnego modyfikatora na powierzchni żelu krzemionkowe-
go i oddziaływania zapewniające wiązanie modyfikatora

Dodatkowym potwierdzeniem powyższego modelu mȯze býc eksperyment, w którym han-

dlową płytkę TLC impregnowałem w 20% roztworze migdalanu TBA w metanolu. Po wy-

suszeniu, na płytce rozwinąłem receptory serii DAA w typowym układzie rozpuszczalników,

zaobserwowałem jednakRf bliski 1 dla wszystkich receptorów.

Moje obserwacje pozostają w sprzeczności z doniesieniami Morána71, który stwierdził,że
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impregnacja płytek migdalanem TMA istotnie zmniejszaRf receptora39 z 0,49 dla niemo-

dyfikowanej płytki do 0,07 i 0,16 (dla dwóch enancjomerów receptora). Autorzy nie opisali

sposobu impregnowania fazy stacjonarnej, co utrudnia porównywanie wyników naszych eks-

perymentów. Tak istotne różnice w wynikach naszych pomiarów mogą być następstwem faktu,

że receptor39 ma du̇zo większe powinowactwo do anionów (K w DMSO� 104) niż moje re-

ceptory serii DAA. Mȯzna przypuszczác, że receptor39 skuteczniej konkuruje z krzemionką o

wiązanie anionu, a utworzone kompleksy są silnie zatrzymywane na powierzchniżelu.

3.5.4.2 Chromatografia kolumnowa

Kierując się sugestiami z poprzedniego rozdziału zdecydowałem się zmienić podej́scie i zasto-

sowác do badán nad rozpoznaniem chiralnym fazy stacjonarne z chiralnymi solami związanymi

kowalencyjnie. Sole mogą być związane z fazą stacjonarną na trzy sposoby – poprzez część

kationową, anionową lub przez obie.

Pierwszą CSP spreparowałem z wykorzystaniemżywicy jonowymiennej Amberlite-400. W

żywicy z przeciwjonem hydroksylowymAmb-OH , przygotowanej uprzednio do badań ELSE

(Rozdział 3.5.2.1), zamieniłem przeciwjon na (S)-migdalan, poprzez reakcję̇zywicy z kwasem

(S)-migdałowym. Tak przygotowaną̇zywicę (CSP-1) po przemyciu metanolem i wysuszeniu

roztarłem w moździerzu na drobny proszek i wypełniłem nią „na sucho” obudowę kolumny do

HPLC o wymiarach 10 cm x 4,6 mm ID. Tak przygotowaną kolumnę podłączyłem do zestawu

chromatograficznego HPLC z detektorem DAD i przeprowadziłem analizy dla obu enancjo-

merów receptora71e. Kolumnę słabe oddziaływanie z receptorem, jakąkolwiek retencję zaob-

serwowałem dopiero, gdy jako eluent zastosowałem mieszaninę dichlorometan : heksan 1 : 1.

Otrzymane na chromatogramie piki były bardzo szerokie, odpowiadały słabej sprawności ko-

lumny (� 70 półek teoretycznych). Analiza pojedynczych enancjomerów jak i racematu re-

ceptora na tej kolumnie za każdym razem dawała identyczny chromatogram bez możliwości

wskazania osobnych pików dla każdego z enancjomerów.

Użyta w poprzednim dóswiadczeniu̇zywica jest gęsto usieciowana, co mogło utrudniać do-

stęp receptora do anionu i oddziaływanie z nim. Dodatkowo, immobilizowane grupy kationowe

są typu benzylotrimetyloamoniowego, które w porównaniu z TBA tworzą znacznie silniejszą

parę jonową z anionem, co także osłabia oddziaływania anion-receptor. Aby rozwiązać dwa

powyższe problemy zdecydowałem się przygotować fazę stacjonarną zawierającą kationowe

grupy typu TBA immobilizowane na krzemionce. W pierwszej próbie wykorzystałem handlo-

wo dostępnẏzel krzemionkowy modyfikowany grupami 1-aminopropylowymi (112). W reakcji

z bromkiem butylu (113) w obecnósci K2CO3 w DMF próbowałem przekształcić I° grupy ami-

nowe w IV° sole amoniowe (Schemat 3.15).

Po czterech dniach prowadzenia reakcji w 80�C okrésliłem postęp reakcji na podstawie

analizy spaleniowej. Stopień przereagowania grup aminowych wyniósł ok. 15%. Uznałem,że
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Schemat 3.15:Planowana modyfikacja fazy stacjonarnej typu -NH
2

gęste pokrycie powierzchni krzemionki utrudnia postęp reakcji i zarzuciłem dalsze próby funk-

cjonalizacji tej fazy stacjonarnej.

W celu otrzymania kolejnej CSP (Schemat 3.16), przeprowadziłem modyfikacjężelu krze-

mionkowego (Watsil, spherical, 5 µm, 300 m2 /g) za pomocą 3-bromopropylotrichlorosilanu

(114)123. Na podstawie analizy spaleniowej określiłem obsadzenie powierzchniżelu na 1 czą-

steczka na 10 nm3. W celu eliminacji oddziaływán receptorów z grupami siloksylowymi z po-

wierzchni krzemionki, które zwiększają retencję bez wpływu na enancjoselektywność, prze-

prowadziłem reakcję z heksametylodisilanem (HMDS,115). Następniėzel przereagowałem we

wrzącym acetonitrylu z tributyloaminą (116). Analiza spaleniowȧzelu po 16 h reakcji wskazy-

wała na podstawienie atomów bromu w >90%. Tak przygotowaną fazę stacjonarną umieściłem

w obudowie kolumny HPLC (20 cm, 4,6 mm ID) zawiesiwszy ją w cykloheksanie. Następnie

przez kolumnę przepuszczałem w powolnym przepływie roztwór (S)-migdalanu TBA w ace-

tonitrylu, w celu zamiany anionów bromkowych na migdalanowe (CSP-2). Łącznie przez ko-

lumnę przepúsciłem 100-krotny nadmiar migdalanu w stosunku do liczby moli anionów brom-

kowych. Na tak przygotowanej kolumnie, po podłączeniu do zestawu HPLC przeprowadziłem

analizy enancjomerów receptora71e. Retencja związku przez tę kolumnę była zauważalnie

silniejsza, chromatografię prowadziłem w układzie 5% MeCN w DCM, zaś piki były lepszej

jakości (l. półek� 1000) w porównaniu zCSP-1, jednak nadal cechowała je znaczna szerokość

połówkowa i niesymetryczny kształt (Rys 3.15). Piki uzyskane dla enancjomerów receptora

jak i dla mieszaniny racemicznej cechował identyczny czas retencji, zgodny z dokładnością do

0,005 min, co wskazywało na brak selektywności (αC � 1).
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Rysunek 3.15:Kształt piku od receptora 71e na kolumnie CSP-2

Po dwóch niepowodzeniach z CSP z immobilizowanymi kationami zdecydowałem się otrzy-

mác fazy stacjonarne z kowalencyjnie związaną częścią anionową. Zaplanowałem metodę funk-

cjonalizacjiżelu krzemionkowego i kwasów karboksylowych, która pozwoliłaby immobilizo-

wać kwasy karboksylowe za pomocą dipolarnej cykloaddycji Huisgena (metoda „click”). Po-

wierzchnię fazy stacjonarnej zmodyfikowałem wg Schematu 3.17.Żel krzemionkowy (Watsil,

spherical, 5 µm, 300 m2 g�1) przereagowałem z 3-bromopropylotrichlorosilanem (114), otrzy-

mując obsadzenie XXX. Następnie grupy siloksylowe związałem za pomocą HMDS (115),

a atomy bromu podstawiłem grupą azydkową. Ciąg reakcji potwierdzały analizy spaleniowe,

a obecnósć grup azydkowych potwierdza obecność pasma 2125 cm�1 w widmie IR124. Do

tak sfunkcjonalizowanej powierzchni planowałem przyłączyć kwas karboksylowy zawierający

terminalną grupę alkinową. Jako model kwasu migdałowego zdecydowałem się zastosować po-

chodną kwasu 4-hydroksymigdałowego (117); podobnie modelem N-acetylofenyloalaniny była

modyfikowana N-acetylotyrozyna (118). Syntezę obu związków przeprowadziłem wgściėzek

przedstawionych na Schemacie 3.18. W reakcji fenolu z chloroszczawianem etylu otrzymałem

ester etylowy kwasu 4-hydroksyfenyloglioksalowego (119). Niezbędne było chromatograficzne

oddzielenie powstającego w reakcji izomeruorto. Ester119poddałem alkilowaniu bromkiem

propargilu (120) do eteru121. Enancjoselektywną redukcję grupy ketonowej przeprowadziłem

przy u̇zyciu chiralnego chlorku boru107 (tak jak dla związku109). Po hydrolizie estru otrzy-

małem oczekiwany kwas117o 87%ee. Drugi z kwasów otrzymałem wychodząc zL-tyrozyny

(122), której grupę karboksylową przekształciłem w ester metylowy, a grupę aminową zacety-

lowałem. Zabezpieczony aminokwas123zalkilowałem bromkiem propargilu do124, po czym

odbezpieczyłem grupę karboksylową, co dało oczekiwany kwas118, którego czystósć enancjo-

meryczna wynosiła ee=97%.

Oba kwasy –117 i 118– ulegały modelowej reakcji z azydkiem n-oktylu (126), katalizo-

wanej układem CuSO4 + askorbinian sodu w DMF. Z analizy widma NMR mieszaniny po-

reakcyjnej wynikał 100% stopień przereagowania i brak produktów ubocznych. Jednakże gdy

próbowałem przeprowadzić analogiczną reakcję pomiędzy kwasem117 lub 118 a krzemion-
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Schemat 3.17:Schemat modyfikacji krzemionki wprowadzających grupy azydkowe

ką z grupami azydkowymi reakcja nie zachodziła, co stwierdzałem na podstawie braku zmian

w wynikach analizy spaleniowej oraz po obecności pasma 2010 cm�1 w widmie IR. Nie po-

mogła zmiana katalizatora na szczególnie reaktywny kompleks miedzi (I) z ligandem127125

– nie obserwowałem zmian składu fazy stacjonarnej. Zdecydowałem się sprawdzić mȯzliwość

przeprowadzenia reakcjiclick fazy stacjonarnej z modelowym azydkiem128, jednak i w tym

przypadku bez rezultatu. Wobec powyższych niepowodzén zarzuciłem syntezę tak zaprojekto-

wanej fazy stacjonarnej.

Udało mi się otrzymác tylko dwie CSP do chromatografii kolumnowej, obie zawierające

immobilizowany fragment kationowy. Pierwsza z nich, oparta nażywicy jonowymiennej Am-

berlite, wykazywała bardzo słabą retencję receptorów i znikomą sprawność, przekładającą się

na bardzo szerokie piki. Drugą CSP, otrzymaną przez modyfikacjężelu krzemionkowego, ce-

chuje silniejsza retencja i lepsza sprawność, jednak piki miały asymetryczny, nie-gaussowski

kształt. Kolumna ta nie rozdzielała enancjomerów testowanych receptorów. Nie udało mi się

także otrzymác CSP z immobilizowaną częścią anionową wg zaplanowanego schematu.
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Rozdział 4

Podsumowanie i wnioski

Na wstępie przypomnę tutaj podstawowe cele, które postawiłem sobie przed przystąpieniem do

realizacji pracy doktorskiej:

• otrzymanie rodziny chiralnych receptorów na aniony o zróżnicowanej strukturze,

• opracowanie, ewaluacja i optymalizacja alternatywnych metod ilościowego badania roz-

poznania chiralnego,

• przeprowadzenie korelacji między strukturą receptora a zdolnością do enancjodyskrymi-

nacji cząsteczek gościa.

Cele te zostały w pełni zrealizowane, a najważniejsze wnioski płynące z mojej rozprawy

przedstawiam poniżej.

Otrzymałem trzy serie chiralnych receptorów o symetriiC2 opartych na rdzeniach dipiro-

metanu (DEDPM -69), o-diaminobenzenu (DAB -70) i 1,8-diaminoantracenu (DAA -71). Dla

receptorów serii DEDPM okazało się,że wiązanie anionu nie następuje, jak początkowo zakła-

dałem, poprzez kooperatywne działanie sześciu donorów wiązania wodorowego (Rys. 4.1a), ale

poprzez pojedyncze ramię receptora składające się z pirolu, aminokwasu i terminalnego amidu

(Rys. 4.1b). Drugie ramię jest zdolne do wiązania kolejnego anionu (Rys. 4.1c). Nieoczekiwa-

ny, złożony model kompleksowania uniemożliwił wiarygodne okréslenie selektywnósci tych

receptorów za pomocą klasycznego miareczkowania, co wyłączyło je z testowania innych me-

tod analizy.

W opracowanych procedurach syntezy receptorów opartych na rdzeniuo-fenylenodiaminy i

1,8-diaminoantracenu wykorzystałem z powodzeniem estry naturalnychα-aminokwasów. Wy-

kazałem,̇ze otrzymywanie Boc-zabezpieczonych estrów aminokwasów jest łatwe do przepro-

wadzenia i w większósci przypadków nie wymaga oczyszczania chromatograficznego. Od-

bezpieczenie przebiega ilościowo, a surowy produkt mogłem od razu wykorzystać do syntezy

moczników i tiomoczników. Pokaźna liczba różnorodnych strukturalnie, naturalnych i nienatu-

ralnych aminokwasów jest dostępna handlowo, podobnie jak ogromna liczba alkoholi, którymi
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a) b) c)

Rysunek 4.1:Modele kompleksów receptora serii DEDPM z benzoesanem

można modyfikowác ich C-kónce. Dostępnósć substratów, w połączeniu z łatwością kolejnych

etapów syntezy, sprawia,że estry aminokwasów są doskonałymi kandydatami do przygotowy-

wania bibliotek receptorów o różnych diaminowych rdzeniach4,126.

Wykazałem,że mocznikowe receptory serii DAB i tiomocznikowe receptory DAA wiążą

karboksylany wg stechiometrii 1 : 1, a stałe trwałości są wystarczająco duże. Proces komplek-

sowania mogłeḿsledzíc za pomocą spektroskopii1H NMR lub UV-Vis. Dzięki spełnieniu tych

warunków, mogłem wykorzystać receptory DAB i DAA jako receptory testowe do dalszych

badán. Za pomocą miareczkowania pod kontrolą UV-Vis mogłem określić stałe trwałósci kom-

pleksów z enancjomerami migdalanu i N-acetylofenyloalaniny. Zoptymalizowałem procedurę

przygotowania roztworów i prowadzenia pomiaru, co pozwoliło mi zmniejszyć niepewnósć wy-

znaczania stałych trwałości kompleksów do 6%.

Wstępne badania przeprowadzone dla receptorów serii DAB pokazały,że wiązanie chiral-

nych anionów przez chiralne receptory zachodzi ze znacznie niższymi stałymi trwałósci kom-

pleksów, w porównaniu z typowymi achiralnymi substratami wykorzystywanymi w badaniach

rozpoznania molekularnego. Stosunek stałych trwałości dla par:70a-migdalan i129-benzoesan

wnosił ok. 1:80. Tak istotne obniżenie stałych kompleksowania wskazuje,że nalėzy do badán

nad rozpoznaniem chiralnym używác receptorów o szczególnie silnym powinowactwie do czą-

steczek góscia; w przypadku mniej efektywnych receptorów, wiązanie może býc zbyt słabe aby

dawało się obserwować.

Wyznaczone metodą klasyczną enancjoselektywności moich receptorów mieściły się w za-

kresieα=1,0-1,25 dla migdalanu i 1,0-1,15 dla N-acetylofenyloalaniny. Niestety, próby kore-

lacji selektywnósć – struktura, dla grupy 20 receptorów zakończyły się niepowodzeniem. Nie

znalazłeṁzadnego podstawnika, którego zastosowanie zwiększałoby szansę na dobrą selektyw-

ność. W mojej rodzinie receptorów tylko optymalne dopasowanie rdzenia i obu podstawników,

które nie dawało się przewidzieć, zapewniało dobre właściwósci rozpoznania chiralnego.

W kolejnych pomiarach wykazałem,że miareczkowania konkurencyjne, z użyciem achi-

ralnego receptora odniesienia, przeprowadzone pod kontrolą1H NMR, znakomicie odtworzyły

wyznaczone wczésniej selektywnósci. Wykazałem,̇ze w pomiarach tych nie występujeżaden
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błąd systematyczny, a wyprowadzone równania i zależności sprawdzają się w praktyce. Metoda

ta daje wyniki o du̇zo mniejszej niepewności ni̇z miareczkowanie klasyczne, mimoże nie wy-

maga jakiejkolwiek precyzji w przygotowywaniu roztworów. Niewrażliwość wyniku na błędy

w nawȧzkach, rozciénczeniach i objętósciach dozowanych porcji jest zdecydowaną zaletą tej

metody, którą stawiam wẏzej ni̇z miareczkowania klasyczne. Wadą metody jest konieczność

znalezienia achiralnego receptora odniesienia, który wykazuje zbliżone do badanego receptora

powinowactwo do anionu.

Zastosowanie podobnej metody konkurencyjnego miareczkowania, wykorzystującej race-

miczną mieszaninę karboksylanu, nie było możliwe dla moich receptorów, ponieważ nie po-

wodowały one wystarczającego rozsunięcia sygnałów pochodzących od enancjomerów anionu.

Aby pokonác te ograniczenia opracowałem wariant miareczkowania konkurencyjnego, który

nie jest zalėzny od stopnia rozsunięcia sygnałów, przez co posiada bardziej uniwersalny charak-

ter. Mój wariant wykorzystuje pseudoracemat gościa, w którym jeden z enancjomerów jest zna-

kowany deuterem, co pozwala obserwować sygnały pochodzące od enancjomerów na różnych

kanałach, dzięki czemu warunek dostatecznego ich rozsunięcia nie jest wymagany. Stwierdzi-

łem, że synteza znakowanego deuterem czystego optycznie migdalanu nie nastręcza trudności,

a następnie udowodniłem skuteczność tej metody w badaniach rozpoznania chiralnego. Jej zale-

tą jest uniwersalny charakter i możliwość wyznaczenia selektywności α na podstawie jednego

miareczkowania. Wskazałem również trudnósci natury techniczno-pomiarowej, które napotka-

łem i zaproponowałem sposoby minimalizacji ich wpływu na wyniki pomiaru.

Opracowałem jedną, w pełni autorską metodę, polegającą na enancjoselektywnej ekstrakcji

ciało stałe–ciecz (ELSE). Wykorzystuje ona racemat anionu związany na kationowejżywicy

jonowymiennej. Pokazałem,że pomiary ELSE mȯzna prowadzíc w większósci rozpuszczalni-

ków używanych w chemii supramolekularnej anionów, podczas gdy znana i często stosowana

ekstrakcja ciecz-ciecz (ELLE) jest ograniczona do rozpuszczalników nie mieszających się z

wodą. W serii wstępnych pomiarów wykazałem odwracalność procesu ekstrakcji, co oznacza

termodynamiczą kontrolę składu faz. Udowodniłem również brak wpływu stę̇zenia receptora w

fazie organicznej na wynik pomiaru (przy odpowiednim nadmiarze receptora). Następnie wyka-

załem istnienie dobrej zgodności wyników ELSE z wynikami miareczkowań konkurencyjnych.

Pokazałem równiėz, że mȯzliwy jest eksperyment ELSE, w którym jednocześnie ekstrahowa-

nych jest kilka par enancjomerów. Zastosowanie odpowiedniej metody analitycznej pozwoliło

wyznaczác enancjoselektywność receptora względem pięciu N-acetylowych pochodnych ami-

nokwasów w jednym eksperymencie. Metoda ta rokuje duże nadzieje na zastosowanie w bada-

niach przesiewowych receptorów.

Testowana przeze mnie metoda badania rozpoznania chiralnego anionów za pomocą spek-

trometrii mas wymagała znakowania izotopowego jednego z enancjomerów gościa. Przeprowa-

dziłem syntezę znakowanych deuterem (S)-Man-d5 (110) i D-AcPhe-d3 (111), które po zmie-
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szaniu z ich nieznakowanymi enancjomerami dały używane w pomiarach mieszaniny pseudora-

cemiczne. Wstępne badania tej metody z użyciem achiralnych receptorów oraz par enancjome-

rów receptorów wskazywały na brak spójności wyników. Pomiary przeprowadzone dla testo-

wych receptorów wykazały brak korelacji z wynikami miareczkowań. Metoda ta nie sprawdziła

się w badaniach rozpoznania chiralnego.

Podjęte przeze mnie próby zastosowania metod chromatograficznych do badania enancjo-

selektywnósci receptorów zakónczyły się niepowodzeniem. Zarówno chromatografia cienko-

warstwowa z krzemionką impregnowaną solą TBA homochiralnego karboksylanu, jak również

chromatografia kolumnowa z immobilizowanymi na fazie stacjonarnej grupami kationowymi

i homochiralnym karboksylanem jako przeciwjonem, nie zaowocowały zróżnicowaniem enan-

cjomerów receptorów.

Jestem przekonany,że na podstawie uzyskanych wyników, mogę zaproponować nowy, dwu-

etapowy schemat ewaluacji bibliotek receptorów. W moim schemacie, pierwszy etap – badanie

przesiewowe – realizowany jest przy użyciu metody ELSE. W drugim etapie, najlepsze wyni-

ki powinny zostác potwierdzone przez któryś z opisanych powẏzej wariantów miareczkowania

konkurencyjnego. Oba etapy nie wymagają precyzyjnych naważek i rozciénczén, oraz mogą

być przeprowadzone dla receptorów, które nie spełniają wyśrubowanych warunków czystości.

Takie dwuetapowe podejście zapewnia, z jednej strony szybką, z drugiej wiarygodną, ewaluację

bibliotek, gdẏz eliminuje ewentualne artefakty występujące w metodzie ELSE.

Zaproponowane i sprawdzone przeze mnie metody nie wyczerpują wszystkich możliwości

badania rozpoznania chiralnego anionów. Na opracowanie oczekują nadal metody wymagające

jeszcze mniejszego nakładu pracy, lub nie wymagające złożonej aparatury - np. proste testy

paskowe czy kolorymetryczne.
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Rozdział 5

Czę́sć eksperymentalna

5.1 Syntezy

5.1.1 Uwagi ogólne

Wszystkie rozpuszczalniki używane do syntezy były czystości cz.d.a. Rozpuszczalniki osu-

szane przez standardowe procedury były używane tylko w tych syntezach, gdzie to zaznaczy-

łem. Reakcje prowadzone były w atmosferze gazu obojętnego tylko w tych procedurach, gdzie

to zaznaczyłem. Reakcje monitorowałem za pomocą TLC (Silicagel 60, Merck), wizualizacje

związków na płytkach uzyskiwałem za pomocą wskaźnika fluorescencyjnego nażelu, lub za

pomocą wywoływacza cerowo-molibdenowego. Chromatografię preparatywną prowadziłem na

żelu krzemionkowym (Silicagel 60, 230-400 mesh), zwykle używałem 40-krotny nadmiaṙzelu

względem masy rozdzielanej mieszaniny; dla finalnych receptorów używałem ok 100-krotny

nadmiarżelu. Pomiary NMR prowadzone były na aparatach Varian200, Varian400, Bruker500

i Varian 600 MHz. W opisie widm NMR u̇zywam następujących skrótów dotyczących multi-

pletowósci sygnałów s- singlet, d - dublet, t- tryplet, tD - tryplet o równej intensywnósci (sprzę-

żenie z jądrem2H), q - kwartet, quint - kwintet, sext - sekstet, sept - septet, m - multiplet nie

dający się znanalizować, bs - szeroki sygnał. Przypisania sygnałów1HNMR podałem tylko dla

receptorów, dla pozostałych związków o znacznie prostszej strukturze przypisania sygnałów są

oczywiste. Pomiary widm masowych wysokiej rozdzielczości prowadzone były na aparacie z

jonizacją ESI i analizatorem TOF. Analiza elementarna (An. spal.) prowadzona była na apa-

racie Perkin-Elmer typ 240. Temperatury topnienia wyznaczyłem za pomocą apratu EZ-Melt

i nie były korygowane. Skręcalności włásciwe (O. R.) enancjomerycznie czystych związków

wynzaczyłem na polarymetrze Jasco 2000, a wartości podaję w jednostce: ° cm3 dm�1 g�1.
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5.1.2 Receptory DEDPM

Otrzymywanie amidów z N-Boc zabezpieczonych aminokwasów

W kolbie okrągłodennej umieściłem pod argonem suchy dichlorometan (50 mL), Boc-zabezpieczony

aminokwas (5 mmol) i odpowiednią I° aminę (7,5 mmol), schodziłem do 0�C, po czym doda-

łem EDCI (1,16 g, 6 mmol), HOBt (0,92 g, 6 mmol) i DIPEA (2,05 mL, 12 mmol). Następnie

usunąłem łaźnie chłodzącą, roztwór mieszałem pod argonem w t.pok. przez 12-16h. Roztwór

zatę̇zyłem do ok. 1/4 objętósci, dodadełem octan etylu (50 mL), fazę organiczną przemyłem

10% NaHCO3 (2x50 mL), 10% NaHSO4 (2x50 mL) i solanką ((20 mL). Fazę organiczną wy-

suszyłem nad Na2SO4, przesączyłem i zatężyłem. Otrzymane amidy używałem bez dalszego

oczyszczania.

BocValNHiPr 75a

O

N
H

H
N

O

O
Białe kryształy, wyd.: 65%, t.t. 169-170�C

1HNMR (600 MHz, CDCl3) δ : 5,83 (1H, bs); 5,11 (1H, bs); 4,05 (1H, oct,J � 6,7);

3,78 (1H, dd,J� 6,5;8,5, CαH); 2,01-2,12 (1H, m, Cβ H); 1,43 (9H, s); 1,142

(3H, d,J � 6,6Hz); 1,138 (3H, d,J � 6,8); 0,93 (3H, d,J=6,5Hz); 0,90 (3H,

d, J=6,5Hz)

13CNMR (126 MHz, CDCl3) δ 173.1; 158.4; 80.7; 59.1; 43.6; 30.5; 28.4; 22.6; 19.0

BocValNHBn 75b

O

N
H

H
N

O

O
Biały proszek, wyd: 72%, t.t. 115-117�C (lit 117)127

1HNMR (600 MHz, CDCl3) δ : 7,22-7,32 (5H, m); 6,37 (1H, bs); 5,05 (1H, bs); 4,44

(1H, dd, J=5,7; 14,8Hz, Bn); 4,40 (1H, dd,J= 5,5; 14,8Hz, Bn); 3,89 (1H,

dd, J=6,3; 8,5Hz, CαH); 2,10-2,18 (1H, m, Cβ H ); 1,40 (9H, s); 0,94 (3H, d,

J=6,7Hz), 0,90 (3H, d,J= 6,7Hz)

13CNMR (126 MHz, CDCl3) δ 173.8; 158.4; 139.7; 128.4; 127.6; 126.9; 80.7; 58.4;

42.9; 30.5; 28.4; 19.0

BocPheNHiPr 75c

O

N
H

H
N

O

O

Biały proszek, wyd: 63%, t.t. 107-109�C (lit. 102-104)128
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1HNMR (600 MHz, CDCl3) δ : 7,17-7,29 (5H, m); 5,40 (1H, bs); 5,14 (1H, bs); 4,19

(1H, bs); 3,95 (1H, bs); 3,07 (1H, dd,J=5,8; 13,3); 2,95 (1H, dd,J=8,0;

13,3Hz); 1,40 (9H, s); 1,02 (3H, d,J= 6,6Hz), 0,93 (3H,d,J=6,6Hz)

13CNMR (126 MHz, CDCl3) δ 172.8; 158.3; 137.6; 129.4; 129.1; 127.2; 80.7; 56.2;

43.6; 38.5; 28.4; 22.6.

BocPheNHBn 75d

O

NH
N
H

O

O

Biały proszek, wyd: 60%, t.t. 134-135�C (lit. 127)127

1HNMR (600 MHz, CDCl3) δ : 7,15-7,27 (10H, m); 6,21 (1H, bs); 5,11 (1H, bs); 4,29-

4,38 (4H, m, 2xBn); 3,05 (1H, m, CαH), 1,39 (9H, s)

13CNMR (126 MHz, CDCl3) δ 173.0; 158.3; 139.7; 137.6; 129.4; 129.1; 128.4; 127.6;

127.2; 126.9; 80.7; 55.5; 42.9; 38.5; 28.4.

BocTrpNHiPr 75e

O

NH
N
H

O

O

NH
Biały proszek, wyd: 64%, t.t. 114-116�C

1HNMR (600 MHz, CDCl3) δ : 8,23 (1H, bs); 7,66 (1H, d,J=7,8Hz); 7,34 (1H, d,J=

8,3Hz); 7,18 (1H, dd,J=7,0; 8,3Hz); 7,11 (1H, dd,J=7,0; 7,8Hz); 5,45 (1H,

bs); 5,23 (1H, bs); 4,35 (1H, bs); 3,91 (1H, bs); 3,29 (1H, dd,J=7,5; 10,8Hz);

3,11 3,3 (1H, dd,J=7,5; 10,8Hz); 1,42 (9H, s), 0,94 (3H, d,J=6,5Hz); 0,81

(3H, d,J=6,5Hz)

13CNMR (126 MHz, CDCl3) δ 173.9; 158.3; 136.5; 128.3; 124.4; 121.7; 120.1; 119.5;

111.6; 108.5; 80.7; 55.1; 43.6; 31.5; 28.4; 22.6

BocTrpNHBn 75f

O

NH
N
H

O

O

NH
Biały proszek, wyd: 70%, t.t. 134-135�C (lit. 136)129
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1HNMR (600 MHz, CDCl3) δ : 8,10 (1H, bs); 7,66 (1H, d,J=8,4Hz); 7,35 (1H, d,

J=7,8Hz); 7,18-7,23 (4H, m, 1Hind+3HBn); 7,11 (1H, dd,J=7,0; 7,8Hz); 6,94-

7,01 (2H, m); 6,03 (1H, bs); 5,19 (1H, bs); 4,46 (1H, bs, Cβ H); 4,26 (2H, m,

CαH+Cβ H); 3,34 (1H, dd,J= 4,6; 14,3Hz); 3,18 (1H, dd,J= 7,5; 14,3Hz);

1,41 (9H, s)

13CNMR (126 MHz, CDCl3) δ 173.9; 158.3; 139.7; 136.5; 128.4; 128.3; 127.6; 126.9;

124.4; 121.7; 120.1; 119.5; 111.6; 108.5; 80.7; 54.2; 42.9; 31.5; 28.4

Dipirometan77 otrzymałem wg. przepisu literaturowego130.

Kwas pentano-3,3-diylbis(1H-pirolo-2-karboksylowy), 79

NH HN

O
OH HO

O

Pierwszy etap reakcji prowadziłem w atmosferze argonu. Do roztworu

dipirometanu77 (5,05 g, 25 mmol) w suchym THF (100 mL) w 40�C

wkraplałem przez 30 min roztwór chlorku kwasu trichlorooctowego

(8,7 mL, 75 mmol) w THF (30 mL). Po 4h w 40�C dodałem 10% wodny

roztwór NaOH (80mL,� 0,2 mol) i temp. 40�C utrzymywałem jeszcze

przez 2h przy intensywnym mieszaniu. Po ostudzeniu mieszaniny do

t.pok. dodałem wodę (100 mL), fazę wodną przemyłem dichlorometa-

nem (2x50 mL), następnie fazę wodną zatężyłem do usunięcia resztek

THF-u i zakwasiłem stę̇zonym kwasem solnym do pH� 3. Wydzielo-

ne brunatne kryształy odsączyłem na lejku ze spiekiem i wysuszyłem w

eksykatorze pró̇zniowym. Brązowy proszek, wyd:4,96g (68%, 2 etapy),

t.t. 180�C (rozkład)

1HNMR (200 MHz, aceton�d6) δ : 10,40 (2H, bs); 6,86 (2H, dd,J= 2,4; 3,8Hz); 6,19

(2H, dd,J=2,4; 3,8Hz); 2,29 (4H, q,J= 7,2Hz), 0,80 (6H, t,J=7,2Hz)

13CNMR (50 MHz, aceton�d6) δ 162,3; 143,1; 122,2; 115,9; 108,6; 44,1; 27,8; 7,9

An. spal. Obliczono dla C15H18N2O4: C-62,06; H-6,25; N-9,65
znaleziono: C-62,07; H-6,22; N-9,56

Otrzymywanie receptorów DEDPM 69 - procedura ogólnaBoc zabezpieczony amino-

kwas (4 mmol) rozpúsciłem w 4M HCl w dioksanie (5 mL) i mieszałem przez 2h. Podczas re-

akcji wyrącał się produkt w postaci białego proszku. Mieszaninę zatężyłem na wyparce. Do wy-

suszonego chlorowodorku aminokwasu dodałem suchy dichlorometan (50 mL), DIPEA (2 mL,

12 mmol) oraz dikwas79 (387 mg, 1,33 mmol). Po ochłodzeniu pod argonem do 0�C dodałem

EDCl (580 mg, 3 mmol) i HOBt (459 mg, 3 mmol). Mieszaninę doprowadziłem do t.pok. i

mieszałem pod argonem przez 12h. Następnie dodałem octan etylu (100 mL), fazę organicz-

ną przemyłem 10% NaHSO4 (2x50 mL), 10% NaHCO3 (2x50 mL) i solanką (30 mL). Fazę
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organiczną wysuszyłem nad MgSO4 i zatę̇zyłem na wyparce. Receptory oczyszczałem chro-

matograficznie w układzie aceton:DCM 2:5 (v/v).

N HN
O O

N HN

O

R1

NH
R2

O

R1

N

R2

Ha

Hb

Hpir

Hα

H2

H3 CH2-meso

CH3-meso

Rysunek 5.1:Schemat numeracji protonów w receptorach DEDPM

DEDPM-ValNHiPr, 69a

NH HN
O O

NH HN

O
NH

O
HN

Biały proszek, wyd: 45% t.t. 172-175�C

1HNMR (600 MHz, DMSO�d6) δ : 10,86 (2H, s, Hpir); 7,90 (2H,d,J=7,5Hz; NHb);

7,74 (2H, d,J=9,0Hz; NHa); 6,75 (2H, dd,J=2,4; 3,6Hz; H2), 5,89 (2H, dd,

J=2,7; 3,6Hz; H3); 4,21 (2H, t,J=8,4Hz; Hα ); 3,83 (2H, oct,J=6,8Hz,); 2,03-

2,27 (4H, m, CH2-meso); 1,94-2,00 (2H, m, R1); 1,04 (6H, d,J=6,8Hz); 1,03

(6H, d,J=6,8Hz); 0,84-0,88 (12H, m, R1); 0,65 (6H, t,J=7,4Hz; CH3-meso)

13CNMR (150 MHz, DMSO�d6) δ 170,2; 160,0; 140,7; 128,2; 127,2; 125,36; 111,3;

106,6; 57,8; 42,8; 40,2; 30,6; 26,8; 22,4; 22,2; 19,2; 18,9; 8,2

HRMS Obliczono dla C31H50N6O4�Na: 593,37858
znaleziono: 593,38061

DEDPM-ValNHBn, 69b

NH HN
O O

NH HN

O
NH

O
HN

Biały proszek, wyd: 40% t.t. 194-196�C
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1HNMR (600 MHz, DMSO�d6) δ : 10,90 (2H, s, Hpir); 8,52 (2H, t,J=6,0Hz; NHb);

7,80 (2H, d,J=8,7Hz; NHa); 7,19-7,31 (10H, m, R2); 6,78 (2H, dd,J=2,7;

3,6Hz; H2); 5,91 (2H, dd,J=2,7; 3,6Hz; H3); 4,32 (2H, t,J=8,4Hz; Hα ); 4,28

(4H, d, J=6,0Hz, R2); 2,01-2,18 (6H, m, CH2-meso+R1); 0,875 (6H, d,J=6,6Hz,

R1); 0,865 (6H, d,J=6,9Hz, R1); 0,66 (6H, t,J=7,2Hz; CH3-meso)

13CNMR (150 MHz, DMSO�d6) δ 171,4; 160,2; 140,7; 139,4; 128,2; 127,2; 126,7;

125,3; 111,3; 106,6; 58,1; 42,8; 42,0; 30,3; 26,7; 19,4; 18,8; 8,2

HRMS Obliczono dla C39H50N6O4�Na: 689,37858
znaleziono: 689,37964

DEDPM-PheNHiPr, 69c

NH HN
O O

NH HN

O
NH

O
HN

Biały proszek, wyd: 55% t.t. 153-155�C

1HNMR (600 MHz, DMSO�d6) δ : 10,78 (2H, s, Hpir); 8,00 (2H, d,J=8,4Hz; NHb);

7,85 (2H, d,J=7,7Hz; NHa); 7,27 (4H, d,J=7,2Hz, R1); 7,22 (4H, t,J=7,2Hz,

R1); 7,13 (2H, t,J=7,2Hz, R1); 6,69 (2H, dd,J=2,6; 3,3Hz; H2); 5,87 (2H, dd,

J=2,8; 3,3Hz; H3); 4,58 (2H, dt,J=5,4; 9,2Hz; Hα ); 3,77-3,86 (2H, m, R2);

2,96 (2H, dd,J= 5,4; 13,6Hz, R1); 2,88 (2H, dd,J= 5,4; 13,6Hz, R1); 2,01-

2,15 (4H, m, CH2-meso), 1,04(6H, d,J=6,4Hz, R2); 0,96 (6H, d,J=6,4Hz, R2);

0,63 (6H, t,J=7,2Hz; CH3-meso)

13CNMR (150 MHz, DMSO�d6) δ 170,4; 160,1; 140,6; 138,2; 129,1; 127,9; 126,1;

125,3; 111,0; 106,4; 54,1; 45,6; 40,3; 37,9; 26,5; 22,25; 22,20; 8,1

HRMS Obliczono dla C39H50N6O4�Na: 689,37858
znaleziono: 689,37987

DEDPM-PheNHBn, 69d

NH HN
O O

NH HN

O
NH

O
HN

Biały proszek, wyd: 62% t.t. 126-128�C
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1HNMR (600 MHz, DMSO�d6) δ : 10,83 (2H, s, Hpir); 8,53 (2H, t,J=5,7Hz; NHb);

8,10 (2H, d,J=8,1Hz; NHa); 7-11-7,31 (20H, m, R1+R2); 6,70 (2H, dd,J=

2,7; 3,0Hz; H2); 5,87 (2H, dd,J= 2,7; 3,0Hz; H3); 4,67 (2H, ddd,J=4,5;

5,1; 10,2Hz; Hα ); 4,23-4,32 (4H, m, R2); 3,08 (2H, dd,J=4,5; 13,5Hz, R1);

2,93 (2H, dd,J=10,2; 13,5Hz, R1); 2,03-2,14 (4H, m, CH2-meso); 0,63 (6H, t,

J=7,2Hz; CH3-meso).

13CNMR (150 MHz, DMSO�d6) δ 171,6; 160,3; 140,7; 139,3; 138,4; 129,1; 128,1;

128,0; 127,1; 126,6; 126,1; 125,2; 110,9; 106,3; 54,4; 42,5; 42,0; 40,0; 37,5;

26,3; 8,1.

HRMS Obliczono dla C47H50N6O4�Na: 785,37858
znaleziono: 758,37941

DEDPM-TrpNHiPr, 69e

NH HN
O O

NH HN

O
NH

O
HN N

H
N
H

Biały proszek, wyd: 70% t.t. 159-162�C

1HNMR (600 MHz, DMSO�d6) δ : 10,80 (2H, s, Hpir); 10,73 (2H, s, R1); 7,92 (2H,

d, J=8,4Hz; NHb); 7,85 (2H, d,J=7,8Hz; NHa); 7,64 (2H, d,J=7,9Hz, R1);

7,28 (2H, d,J=8,2Hz, R1); 7,14 (2H, d,J=2,1Hz, R1); 7,03 (2H, t,J=8,2Hz,

R1); 6,95 (2H, t,J=7,9Hz, R1); 6,68 (2H, dd,J=2,6; 3,4Hz; H2); 5,86 (2H, dd,

J=2,6; 3,4Hz; H3); 4,61 (2H, ddd,J=5,2; 7,8; 9,1Hz, ; Hα ); 3,79-3,87 (2H,

m, R2); 3,10 (2H, dd,J=5,2; 14,3Hz, R1); 3,01 (2H, dd,J=9,1; 14,3Hz, R1);

2,01-2,14 (4H, m, CH2-meso); 1,03 (6H, d,J=6,5Hz, R2); 0,95 (6H, d,J=6,5Hz,

R2); 0,62 (6H, t,J= 7,3Hz; CH3-meso).

13CNMR (150 MHz, DMSO�d6) δ 170,8; 160,1; 140,6; 135,9; 127,3; 123,6; 120,7;

118,5; 118,1; 111,16; 110,92; 110,4; 106,4; 53,4; 42,7; 40,35; 40,04; 28,1;

26,5; 22,27; 22,22; 8,1.

HRMS Obliczono dla C43H52N8O4�Na: 767,40037
znaleziono: 767,40345

DEDPM-TrpNHBn, 69f

NH HN
O O

NH HN

O
NH

O
HN N

H
N
H

Biały proszek, wyd: 55% t.t. 169-171�C
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1HNMR (600 MHz, DMSO�d6) δ : 10,84 (2H, s, Hpir); 10,75 (2H, s, R1); 8,52 (2H, t,

J=5,9Hz; NHb); 8,01 (2H, d,J=8,0Hz; NHa); 7,66 (2H, d,J=8,0Hz, R1); 7,30

(2H, d,J=8,3Hz, R1); 7,23-7,26 (4H, m, R1+R2); 7,13-7,20 (8H, m, R2); 7,03

(2H, t, J=8,3Hz, R1); 6,96 (2H, t,J=8,0Hz, R1); 6,70 (2H, dd,J=2,3; 3,3Hz;

H2); 5,87 (2H, dd,J=2,3; 3,3Hz; H3); 4,70 (2H, ddd,J=5,2; 8,0; 9,4Hz; Hα );

4,23-4,31 (4H, m, R2); 3,21 (2H, dd,J=5,2; 14,6Hz, R1); 3,05 (2H, dd,J=9,4;

14,6Hz, R1); 2,03-2,15 (4H, m, CH2-meso); 0,63 (6H, t,J=7,3Hz; CH3-meso).

13CNMR (150 MHz, DMSO�d6) δ 171,9; 160,3; 140,7; 139,3; 136,0; 128,1; 127,2;

126,9; 126,5; 125,3; 123,6; 120,8; 118,5; 118,1; 111,2; 110,9; 110,5; 106,4;

53,7; 42,6; 42,0; 40,0; 27,8; 26,3; 8,1.

HRMS Obliczono dla C51H52N8O4�Na: 863,40037
znaleziono: 863,40212

5.1.3 Syntezy związane z receptorami opartymi na kwasie antranilowym

Ester metylowy 2-nitrobeznoilo-L-fenyloalaniny, 81

O

HN

O O

N
O

O

Chlorek kwasu 2-nitrobenzoesowego (757 mg, 3,5 mmol) rozpuści-

łem w suchym dichlorometanie (50 mL) i umieściłem w zaargonowa-

nej kolbie. Roztwor schłodziłem do 0�C, dodałem DIPEA (1,13 mL,

8,75 mmol) oraz chlorowodorek estru metylowego L-fenyloalaniny

(770 mg, 4,2 mmol); mieszaninę doporowadziłem do t.pok. i miesza-

łem przez 2h. Następnie dodałem octan etylu (100 mL), fazę organiczną

przemyłem 10% NaHSO4 (2x50 mL), 10% NaHCO3 (2x50 mL) i so-

lanką (30 mL). Fazę organiczną wysuszyłem nad MgSO4 i zatę̇zyłem

na wyparce, a produkt wysuszyłem pod wysoką próżnią. Otrzymałem

1,05g (90%) produktu w postaciżółtego oleju, który wykrystalizował w

kolbie, t.t. 93-96�C

1HNMR (400 MHz, CDCl3) δ : 8,04 (1H, dd,J=1,2; 8,0Hz); 7,64 (1H, td,J=1,2; 7,6Hz);

7,57(1H, td,J=1,6; 7,6Hz); 7,41 (1H, dd,J=1,6; 7,6Hz); 7,14-7,34 (5H, m);

6,36 (1H, d,J=7,6Hz); 5,13 (1H, dd,J=5,2; 7,6Hz); 3,77 (3H, s); 3,44-3,48

(2H, m)

13CNMR (125 MHz, CDCl3) δ 171,5; 165,4; 146,6; 135,5; 133,6; 132,3; 130,7; 129,4;

128,62; 128,57; 127,2; 124,6; 53,5; 52,5; 37,7

An. spal. Obliczono dla C17H16N2O5: C-62,19; H-4,91; N-8,53
znaleziono: C-62,01; H-4,94; N-8,56
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Ester metylowy 2-aminobeznoilo-L-fenyloalaniny, 82

O

HN

O O

NH2 Ester81 (950 mg, 2,9 mmol) rozpúsciłem w octanie etylu (50 mL) w ko-

blie dwuszyjnej o obj. 250 mL, dodałem 10% pallad na węglu (50 mg),

kolbę napełniłem wodorem przez dwukrotne wypróżnienie-napełnienie.

Reakcję prowadziłem przez 6h z intensywnym mieszaniem przy nadci-

śnieniu wodoru z balonu. Następnie roztwór przesączyłem prze Celit®,

który przemyłem procją rozpusczalnika (20 mL), przesącz zatężyłem,

otrzymałem 844mg szarych kryształów (98%), t.t. 117-118�C.

1HNMR (400 MHz, CDCl3) δ : 7,00-7,20 (7H, m); 6,59-6,66 (2H, m); 6,50 (1H, d,

J=3,2Hz, NH); 5,22 (2H, bs, NH2); 5,03 (1H, m,); 3,75 (3H, s); 3,18-3,27

(2H, m)

13CNMR (125 MHz, CDCl3) δ 172,1; 168,6; 148,8; 135,9; 132,6; 129,3; 128,6; 127,3;

127,1; 117,2; 116,6; 115,2; 53,2; 52,3; 37,9.

An. spal. Obliczono dla C17H18N2O3: C-68,44; H-6,08; N-9,39
znaleziono: C-68,37; 6,15; 9,31

(2S)-2-(2,4-diokso-1,4-dihydrochinazolin-3(2H)-ylo)-3-fenylopropionian

metylu, 84

O

N
O

O

N
H

O

Aminę 82 (289 mg, 1,0 mmol) zawisiłem w toluenie (15 mL), doda-

łem trifosgen (46 mg, 0,16 mmol), reakcję prowadziłem w temperaturze

wrzenia pod chłodnicą zwrotną, której wylot za pomocą węża silikow-

nowego skierwoałem na powierzchnie wody w eksykatorze. Po 16h re-

akcji, mieszanianę ochłodziłem do t.pok. i odsączyłem osad, który wy-

suszyłem w eksykatorze próżniowym. Otrzymałem 130 mg produktu w

postaci białego proszku o t.t. 82-84�C.

1HNMR (400 MHz, CDCl3) δ : 10,36 (1H, s); 8,04 (1H, d,J=8,0Hz); 7,61 (1H, dd,

J=1,6; 7,2Hz); 7,00-7,24 (7H, m); 5,88 (1H, dd,J=5,6; 9,6Hz); 3,75 (3H, s);

3,65 (1H, dd,J=5,6; 14,0Hz); 3,47 (1H, dd,J=9,6; 14,0Hz).

13CNMR (125 MHz, CDCl3) δ 169,9; 161,7; 151,6; 138,4; 137,1; 129,1; 128,5; 128,3;

126,6; 123,5; 115,1; 144,1; 54,7; 52,6; 34,7.

An. spal. Obliczono dla C18H16N2O4: C-66,66; H-4,97; N-8,64
znaleziono: C-66,24; H-5,12; N-8,38
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5.1.4 Syntezy estrów Boc-zabezpieczonych aminokwasów

Otrzymywanie estrów procedura ogólna

Reakcję prowadziłem w atmosferze argonu. Boc zabezpieczony aminokwas (20 mmol) i odpo-

wiedni alkohol (30 mmol) rozpúsciłem w suchym DCM (50 mL), zaargonowałem i schłodziłem

do 0�C. Następnie dodałem EDCL (22 mmol, 4,25 g) i DMAP (2 mmol, 244 mg). Roztwór do-

prowadziłem do t.pok. i mieszałem pod argonem przez noc. Miszaninę zatężyłem na wyparce

do ok 1/3 objętósci, dodałem octan etylu (50 mL). Fazę organiczną przemyłem 10% NaHSO4

(2x50 mL), 10% NaHCO3 (2x50 mL) i solanką (30 mL), następnie wysuszyłem nad MgSO4.

Roztwór zatę̇zyłem na wyparce. Estry lotnych alkoholi suszyłem pod próżnią, a estry benzylo-

we oczyszczałem chromatograficznie (eluent heksan:octan etylu 8:2-7:3).

Boc-L-ValOiPr, 92b

O
H
N

O
O

O

Bezbarwny olej. Wyd: 3,84g (74%)

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 7,06 (1H, d,J = 8,0 Hz); 4,91 (1H, sept,J = 6,4

Hz); 3,84 - 3,63 (1H, m); 2,13 - 1,83 (1H, m); 1,39 (9H, s); 1,19 (3H, d,J =

6,3 Hz); 1,17 (3H, d,J = 6,2 Hz); 0,87 (6H, d,J = 6,7 Hz)

13CNMR (125 MHz, DMSO�d6) δ 171,4, 155,7, 78,1, 67,5, 59,5, 29,5, 28,2, 21,6, 21,5,

18,9, 18,3

HRMS Obliczono dla C13H25NO4�Na+: 282,16758
znaleziono: 282,16777

O.R.
�

α20
D

�

��34,8 (c=1,2, MeOH)

Boc-L-ValOnBu, 92c

O
H
N

O
O

O

Bezbarwny olej. Wyd: 4,04g (74%)

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 7,11 (1H, d,J = 8,2 Hz); 4,11 - 3,97 (2H, m); 3,81

(1H, dd,J = 8,2, 6,7 Hz); 2,00 (1H, oct,J = 6,7 Hz); 1,63 - 1,45 (2H, m); 1,38

(9H, s); 1,38 - 1,28 (2H, m); 0,95 - 0,79 (9H, m)

13CNMR (125 MHz, DMSO�d6) δ 172,0; 155,7; 78,1; 63,8; 59,5; 30,2; 29,5; 28,2; 19,0;

18,6; 18,4; 13,5

HRMS Obliczono dla C14H27NO4�Na+: 296,18323
znaleziono: 296,18332
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O.R.
�

α20
D

�

��29,2 (c=1,82, MeOH)

Boc-L-ValOBn, 92d

O
H
N

O
O

O

Bezbarwny olej, Wyd: 2,82g (43%)

1HNMR (600 MHz, DMSO�d6) δ : 7,40 - 7,29 (5H, m); 7,21 (1H, d,J = 8,0 Hz); 5,16

(1H, d,J = 12,5 Hz); 5,09 (1H, d,J = 12,5 Hz); 3,88 (1H, dd,J = 8,0, 6,7 Hz);

2,02 (1H, oct,J = 6,8 Hz); 1,38 (9H, s); 0,86 (3H, d,J = 6,8 Hz); 0,85 (3H, d,

J = 6,8 Hz)

13CNMR (151 MHz, DMSO�d6) δ 171,9; 155,8; 142,5; 136,0; 128,3; 128,0; 127,9;

127,6; 126,6; 126,4; 78,2; 65,7; 62,9; 59,5; 29,6; 28,2; 19,0; 18,4

HRMS Obliczono dla C17H25NO4�Na+: 330,16758
znaleziono: 330,16895

O.R.
�

α20
D

�

��31,8 (c=1,1, MeOH) (Lit.131: -29,7)

Boc-L-PheOiPr, 92f

O

NH
O

O

O Bezbarwny olej, Wyd: 2,92g (64%)

1HNMR (600 MHz, DMSO�d6) δ : 7.80 - 7.04 (6H, m), 4.86 (1H, sept,J = 6.2 Hz),

4.08 (1H, ddd,J = 9.3, 8.1, 5.8 Hz), 2.95 (1H, dd,J = 13.7, 5.6 Hz), 2.86 (1H,

dd, J = 13.5, 9.8 Hz), 1.34 (9H, s), 1.17 (3H, d,J = 6.2 Hz), 1.08 (3H, d,J =

6.2 Hz)

13CNMR (151 MHz, DMSO�d6) δ 171.5, 155.3, 137.6, 129.1, 128.1, 126.4, 78.2, 67.8,

55.5, 36.4, 28.1, 21.5, 21.3

HRMS Obliczono dla C17H25NO4�Na+: 330.16758
znaleziono: 330.16722

O.R.
�

α20
D

�

��5.14 (c=1.1, MeOH)
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Boc-L-PheOnBu, 92g

O

NH

O
O

O Bezbarwny olej, Wyd: 4,04g (63%)

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 7.37 - 7.16 (6H, m), 4.15 (1H, ddd,J = 9.5, 8.5, 5.6

Hz), 4.08 - 3.93 (2H, m), 2.97 (1H, dd,J = 13.7, 5.6 Hz), 2.87 (1H, dd,J =

13.7, 9.5 Hz), 1.54 - 1.39 (2H, m), 1.32 (9H, s), 1.31 - 1.17 (2H, m), 0.85 (3H,

t, J = 7.4 Hz)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 172.1, 155.3, 137.6, 129.0, 128.1, 126.4, 78.2, 64.0,

55.3, 36.5, 30.1, 28.1, 18.5, 13.5

HRMS Obliczono dla C18H27NO4�Na: 344.18323
znaleziono: 344.18309

O.R.
�

α20
D

�

��7.55 (c=1.46, MeOH)

Boc-L-PheOBn, 92h

O

NH
O

O

O

Białe kryształy, Wyd: 3,96g (56%), t.t. 64-65�C Lit.132 62-63�C

1HNMR (600 MHz, DMSO�d6) δ : 7.54 - 7.01 (11H, m), 5.10 (2H, s), 4.22 (1H, ddd,

J = 9.8, 8.1, 5.5 Hz), 3.01 (1H, dd,J = 13.7, 5.4 Hz), 2.90 (1H, dd,J = 13.7,

9.9 Hz), 1.32 (9H, s)

13CNMR (151 MHz, DMSO�d6) δ 172.0, 155.4, 137.5, 135.8, 129.1, 128.3, 128.2,

128.0, 127.7, 126.4, 78.3, 65.9, 55.4, 36.3, 28.1

HRMS Obliczono dla C21H25NO4�Na: 378.16758
znaleziono: 378.16725

O.R.
�

α20
D

�

��11,6 (c=1.06, MeOH) (Lit.131: -10)

Boc-L-AlaOiPr, 92j

O
H
N

O
O

O

Bezbarwny olej. Wyd: 3,23g (70%)

164

http://rcin.org.pl



1HNMR (400 MHz, DMSO�d6) δ : 7,22 (1H, d,J = 7,2 Hz); 4,87 (1H, sept,J = 6,3

Hz); 3,90 (1H, p,J = 7,3 Hz); 1,37 (s, 9H); 1,24 – 1,12 (m, 9H)

13CNMR (100 MHz, DMSO�d6) δ 172,6; 155,3; 78,0; 67,6; 49,2; 28,2; 21,6; 21,5; 16,7

O.R.
�

α20
D

�

��31,0 (c=1, MeOH)

Boc-L-AlaOnBu, 92k

O
H
N

O
O

O

Bezbarwny olej. Wyd: 4,02g (82%)

1HNMR (400 MHz, DMSO�d6) δ : 7,25 (1H, d,J = 7,3 Hz); 4,12 – 3,92 (m, 3H); 1,59

– 1,48 (m, 2H); 1,44 – 1,28 (m, 11H); 1,22 (3H, d,J = 7,3 Hz); 0,87 (3H, t,J

= 7,4 Hz)

13CNMR (100 MHz, DMSO�d6) δ 173,2; 155,3; 78,1; 63,9; 49,1; 30,2; 28,2; 18,6; 16,8;

13,5

O.R.
�

α20
D

�

��35,7 (c=1,09, MeOH), (Lit.? : -41)

Boc-L-AlaOBn, 92l

O
H
N

O
O

O

Bezbarwny olej. Wyd: 2,95g (53%)

1HNMR (400 MHz, DMSO�d6) δ : 7.40 – 7.30 (m, 1H); 5.15 (1H, d,J = 12.7 Hz); 5.08

(1H, d,J = 12.7 Hz); 4.07 (1H, quint,J = 7.3 Hz); 1.37 (s, 2H); 1.26 (1H, d,J

= 7.5 Hz)

13CNMR (100 MHz, DMSO�d6) δ 173.0; 155.3; 136.1; 128.4; 128.0; 127.7; 78.2; 65.8;

49.2; 28.2; 16.8

O.R.
�

α20
D

�

� 33,6 (c=1,26, MeOH)

Synteza receptorów 70a,e

UWAGA! Wszystkie procedury związane z użyciem fosgenu i trifosgenu powinny być pro-

wadzone pod sprawnym wyciągiem z zachowaniem szczególnej ostrożnósci. Wyparka powinna

być wyposȧzona w pompkę wodną i umyta po użyciu roztworem amioniaku.

Chlorowodorek estru metylowego aminokwasu (10 mmol) zawisiłem w toluenie (50 mL),

dodałem trifosgen (0,66 g, 6,6 mmol) i ogrzałem do wrzenia. Reakcję prowadziłem pod chłod-

nicą zwrotną przez 3h. Na wylot chłodnicy poprzez nasadkę kątową nałożyłem wą̇z silikonowy,

którego koniec doprowadziłem nad powierzchnię wody w krystalnicy aby pochłaniać wydzie-
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lający się w reakcji chlorowodór. Po zakończeniu reakcji, toluen odparowałem na wyparce, a

otrzymany olej destylowałem pod zmniejszonym ciśnieniem (89°C / 4 torr dla Val i 115°C /

4 torr dla Phe). Otrzymane izocyjaniany (wyd.: 66% dla waliny i 85% dla fenyloalaniny) rozpu-

ściłem w DMF (50 mL) i dodałemo-fenylenodiaminę (216 mg, 2,0 mmol dla waliny i 270 mg,

2,5 mmol dla fenyloalaniny), roztwór mieszałem w t.pok. przez 3h. Następnie roztwór zatęży-

łem, dodałem octanu etylu (50 mL), fazę organiczną przemyłem wodą (3x50 mL), wysuszyłem

nad MgSO4 i zatę̇zyłem na wyparce. Otrzymany surowy produkt oczyściłem chromatograficz-

nie w układzie: 5-10% aceton w DCM, a następnie przekrystalizowałem z układu aceton-woda.

Produkt suszyłem w eksykatorze próżniowym.

Synteza receptorów 70b-d,f-i, metoda ogólna

Odpowiedni Boc-zabezpieczony ester aminokwasu (92) (6 mmol) rozpúsciłem w 4M HCl

w dioksanie (5 mL) i mieszałem przez ok 3h. Dla niektórych substratów obserwowałem wy-

trącanie białego osadu. Mieszaninę zatężyłem na wyparce, następnie zawiesiłem w DCM w

kolbie 100 mL, schłodziłem do 0�C, dodałem 10% NaHCO3 (20 mL) i intensywnie mieszałem

utrzymując temp. 0�C. Po całkitym rozpusczaniu aminokwasu, zatrzymałem mieszanie, odcza-

łem, ȧz fazy się oddzielą i dodałem roztwór fosgenu w toluenie (1,93M, 6 mL, 11,6 mmol),

po czym wznowiłem intensywne mieszanie. Po 10 min w 10, rozdzieliłem fazy w rozdziela-

czu, fazę wodną ekstrahowałem DCM (10 mL), połączone fazy organiczne wysuszyłem nad

MgSO4 i zatę̇zyłem na wyparce. Surowy isocyjanian rozpuściłem w DMF (20 mL) dodałemo-

fenylenodiaminę (162 mg, 1,5 mmol) i mieszałem w t.pok. przez 3h.Następnie roztwór zatęży-

łem, dodałem octanu etylu (50 mL), fazę organiczną przemyłem wodą (3x50 mL), wysuszyłem

nad MgSO4 i zatę̇zyłem na wyparce. Otrzymany surowy produkt oczyściłem chromatograficz-

nie w układzie: 5-10% aceton w DCM, a następnie przekrystalizowałem z układu aceton-woda.

Produkt suszyłem w eksykatorze próżniowym.

NH
NH

O
R1

O
O

R2

N

Ha

O

N

Hb

R1

Hα

O
O

R2

H2

H3

Rysunek 5.1:Schemat numeracji protonów w receptorach DAB

166

http://rcin.org.pl



DAB-ValOMe, 70a

NH

NHO

O

O

NH

NHO

O

O

Biały proszek wyd: 896 mg (85%) t.t. 152-155�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 7.92 (2H, s, Ha), 7.51 (2H, dd,J = 5.9, 3.6 Hz, H2),

6.97 (2H, dd,J = 6.0, 3.5 Hz, H3), 6.91 (2H, d,J = 8.3 Hz, Hb), 4.17 (2H, dd,

J = 8.2, 5.6 Hz, Hα ), 3.66 (6H, s, R2), 2.05 (2H, oct,J = 7.0 Hz, R1), 0.92 (6H,

d, J = 7.0 Hz, R1), 0.90 (6H, d,J = 7.0 Hz, R1)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 172.8, 155.7, 131.1, 123.3, 123.2, 57.9, 51.6, 30.5,

19.0, 18.0

HRMS Obliczono dla C20H30N4O6�Na: 445.205207
znaleziono: 445.20521

An. spal. Obliczono dla C20H30N4O6: C-56,86; H-7,16; N-13,23
znaleziono: C-56,75; H-7,06; N-13,21

O.R.
�

α20
D

�

��2,77 (c=0.5, MeCN)

DAB-ValOiPr, 70b

NH

NHO

O

O

NH

NHO

O

O

Biały proszek wyd: 411 mg (43%) t.t. 120-123�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 7.96 (2H, s, Ha), 7.57 - 7.44 (2H, m, H2), 6.99 -

6.93 (2H, m, H3), 6.84 (2H, d,J = 8.4 Hz, Hb), 4.95 (2H, sept,J = 6.3 Hz, R2),

4.11 (2H, dd,J = 8.4, 5.3 Hz, Hα ), 2.05 (2H, oct,J = 6.8 Hz, R1), 1.25 - 1.19

(12H, m, R2), 0.93 (6H, s,J = 6.8 Hz, R1), 0.90 (6H, d,J = 6.9 Hz, R1)
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13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 171.7, 155.7, 131.1, 123.25, 123.21, 67.8, 57.9,

30.5, 21.6, 21.6, 18.9, 17.9

HRMS Obliczono dla C24H38N4O6�Na: 501.26836
znaleziono: 501.26922

An. spal. Obliczono dla C24H38N4O6: C-60,23; H-8,00; N-11,71
znaleziono: C-59,93; H-7,98; N-11,56

O.R.
�

α20
D

�

��9.11 (c=0.5, MeCN)

DAB-ValOnBu, 70c

NH

NHO

O

O

NH

NHO

O

O

Biały proszek wyd: 405 mg (40%) t.t. 134-136�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 7.93 (2H, s, Ha), 7.51 (2H, dd,J = 5.7, 3.6 Hz, H2),

6.97 (2H, dd,J = 5.8, 3.6 Hz, H3), 6.87 (2H, d,J = 8.3 Hz, Hb), 4.29 - 3.91

(6H, m, Hα+R2), 2.05 (2H, oct,J = 6.3 Hz, R1), 1.69 - 1.46 (4H, m, R2), 1.47

- 1.25 (4H, m, R2), 1.02 - 0.79 (18H, m, R1+R2)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 172.3, 155.7, 131.1, 123.3, 123.25, 64.0, 57.9, 30.5,

30.2, 19.0, 18.6, 18.0, 13.5

HRMS Obliczono dla C26H42N4O6�Na: 529.29966
znaleziono: 529.30038

An. spal. Obliczono dla C26H42N4O6: C-61,64; H-8,36; N-11,06
znaleziono: 61,65; H-8,25; N-10,78

O.R.
�

α20
D

�

� 1.62 (c=0.5, MeCN)

DAB-ValBn, 70d

NH

NHO

O

O

NH

NHO

O

O

Biały proszek wyd: 367 mg (32%) t.t. 150-152�C
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1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 7.97 (2H, s, Ha), 7.50 (2H, dd,J = 5.9, 3.6 Hz, H2),

7.44 - 7.30 (10H, m, R2), 6.97 (2H, dd,J = 6.0, 3.6 Hz, H3), 6.93 (2H, d,J =

8.3 Hz, Hb), 5.19 (2H, d,J = 12.4 Hz, R2), 5.13 (2H, d,J = 12.4 Hz, R2), 4.21

(2H, dd,J = 8.3, 5.4 Hz, Hα ), 2.07 (2H, oct,J = 6.8 Hz, R1), 0.91 (6H, d,J =

6.8 Hz, R1), 0.88 (6H, d,J = 6.8 Hz, R1)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 172.2, 155.8, 135.9, 131.1, 128.4, 128.1, 128.1,

123.3, 123.2, 109.5, 65.9, 58.0, 30.4, 19.0, 17.9

HRMS Obliczono dla C32H38N4O6�Na: 597.26835
znaleziono: 597.26448

An. spal. Obliczono dla C32H38N4O6: C-66,88; H-6,67; N-9,75
znaleziono: C-67,27; H-6,81; N-9,10

O.R.
�

α20
D

�

� 2.00 (c=0.45, MeCN)

DAB-PheOMe, 70e

NH

NHO

O

O

NH

NHO

O

O

Biały proszek wyd: 985 mg (76%) t.t. 141,143�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 7.98 (2H, s, Ha), 7.47 - 7.40 (2H, m, H2), 7.32 -

7.18 (10H, m, R1), 6.99 - 6.94 (2H, m, H3), 6.92 (2H, d,J = 7.8 Hz, Hb), 4.51

(2H, ddd,J = 13.6, 7.6, 5.7 Hz, Hα ), 3.62 (6H, s, R2), 3.04 (2H, dd,J = 13.8,

5.8 Hz, R1), 2.97 (2H, dd,J = 13.6, 7.6 Hz, R1)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 172.6; 155.3; 136.9; 131.0; 129.2; 128.3; 126.6;

123.4; 123.4; 54.2; 51.8; 37.5.

HRMS Obliczono dla C28H30N4O6�Na: 541.20576
znaleziono: 541,21088

An. spal. Obliczono dla C28H30N4O6: C-64,85; H-5,83; N-10,8
znaleziono: C-64,65; H-6,02; N-10,12

169

http://rcin.org.pl



O.R.
�

α20
D

�

� 7.24 (c=0.45, MeCN)

DAB-PheOiPr, 70f

NH

NHO

O

O

NH

NHO

O

O

Biały proszek wyd: 436 mg (38%) t.t. 115-118�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 7.99 (2H, s, Ha), 7.45 (2H, dd,J = 5.8, 3.6 Hz, H2),

7.29 (4H, t,J = 7.3 Hz, R1), 7.26 - 7.19 (6H, m, R1), 6.96 (2H, dd,J = 5.8,

3.6 Hz, H3), 6.89 (2H, d,J = 7.7 Hz, Hb), 4.85 (2H, sept,J = 6.2 Hz, R2), 4.45

(2H, dt,J = 7.7, 6.8 Hz, Hα ), 2.98-2.99 (4H, s, R1), 1.16 (6H, d,J = 6.2 Hz,

R2), 1.08 (6H, d,J = 6.2 Hz, R2)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 171.6, 155.3, 136.8, 131.1, 129.3, 128.2, 126.6,

123.4, 123.3, 109.5, 68.0, 54.3, 37.7, 21.6, 21.4

HRMS Obliczono dla C32H38N4O6�Na: 597.26836
znaleziono: 597.26923

An. spal. Obliczono dla C32H38N4O6: C-66,88; H-6,67; N-9,75
znaleziono: C-66,76; H-6,63; N-9,55

O.R.
�

α20
D

�

� 16.3 (c=0.5, MeCN)

DAB-PheOnBu, 70g

NH

NHO

O

O

NH

NHO

O

O

Biały proszek wyd: 481 mg (40%) t.t. 123-126�C

170

http://rcin.org.pl



1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 7.99 (2H, s, Ha), 7.48 - 7.41 (2H, m, H2), 7.29 (4H,

t, J = 7.4 Hz, R1), 7.25 - 7.19 (6H, m, R1) 7.01 - 6.94 (2H, m, H3), 6.91 (2H,

d, J = 7.8 Hz, Hb), 4.40-4.50 (2H, m, Hα ), 4.05 - 3.97 (4H, m, R2), 3.03 - 2.95

(4H, m R1), 1.51 - 1.44 (4H, m, R2), 1.29 - 1.18 (4H, m, R2), 0.85 (6H, t,J =

7.4 Hz, R2)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 172.2; 155.3; 136.8; 131.1; 129.2; 128.3; 126.6;

123.4; 123.3; 64.1; 54.3; 37.7; 30.1; 18.5; 13.5

HRMS Obliczono dla C34H42N4O6�Na: 625,29966
znaleziono: 625,30061

An. spal. Obliczono dla C34H42N4O6: C-67,75; H-7,02, N-9,30
znaleziono: C-68,10; H-7,19; N-9,00

O.R.
�

α20
D

�

� 3.97 (c=0.5, MeCN)

DAB-PheOBn, 70h

NH

NHO

O

O

NH

NHO

O

O

Biały proszek wyd: 442 mg (33%) t.t. 142-144�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 8.00 (2H, s, Ha), 7.47 - 7.12 (22H, m,

H2+H3+R1+R2), 7.00 - 6.90 (4H, m, Hb+R2), 5.10 (4H, s, R2), 4.56 (2H, q,

J = 7.0 Hz, Hα ), 3.09 - 2.94 (4H, m, R1)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 172.0; 155.4; 136.7; 135.7; 131.1; 129.2; 128.4;

128.3; 128.1; 128.0; 126.6; 123.42; 123.38; 66.0; 54.3; 37.5.

HRMS Obliczono dla C40H38N4O6�Na: 693.26835
znaleziono: 693.26955

An. spal. Obliczono dla C40H38N4O6: C-71,63; H-5,71; N-8,35
znaleziono: C-71,46; H-5,81; N-8,12

O.R.
�

α20
D

�

��2.03 (c=0.5, MeCN)
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DAB-GlyOEt, 70i

NH

NHO

O

O

NH

NHO

O

O

Otrzymałem wykorzystując ogólną metodę z fosgenem. Jakosubstrat

użyłem chlorowodorek estru etylowego glicyny. Otrzymałem produkt w

postaci szarych kryształów, wyd: 357 mg (65%) t.t. 146-147�C

1HNMR (400 MHz, CD3CN) δ : 7.57 (s, 2H, Ha); 7.35 - 7.33 (m, 2H); 7.11 – 7.03 (m,

2H, H3); 5.85 (2H, t,J = 5.5 Hz, Hb); 4.14 (4H, q,J = 7.1 Hz, R2); 3.86 (4H,

d, J = 5.9 Hz, Hα ); 1.22 (6H, t,J = 7.1 Hz, R2)

13CNMR (100 MHz, CD3CN) δ 170.5; 156.9; 130.8; 126.8; 119.7; 61.2; 43.5; 14.7

An. spal. Obliczono dla C16H22n4O6: C-52,45; H-6,05; N-15,29
znaleziono: C-52,32; H-6,25; N-14,76

5.1.5 Synteza receptorów DAA

1,8-Diaminoantracen68 otrzymałem zgodnie z przepisem literaturowym46.

Ze względu na podatność 1,8-diaminoantracenu i 1,8-diizotiocyjaniatoantracenu na utlenia-

nie tlenem z powietrza do dalszych etapów syntezy używałem odtlenowanego dichlorometa-

nu. Rozpuszczalnik schałdzałem do -78�Ci poddawałem trzykronie cyklowi: wysoka próżnia

5 min, argon 2 min. Następnie doprowadziłem do t.pom pod argonem. Rozpuszczalnik przeno-

siłem strzykawką, a reakcje z jego użyciem prowadziłem pod argonem. Tiomocznikowe recep-

tory (71) były bardziej stabilne, jednak pozostawianie ich w roztworze w otwartych naczyniach

skutkowało po kilkunastu godzinach zauważalnym utlenieniem.

UWAGA!!! Wszystkie procedury wiązane z użyciem tiofosgenu powinny być prowadzone

pod sprawnym wyciągiem z zachowaniem szczególnej ostrożnósci. Jednorazowa strzykawka

użyta do pobrania rozpuszczalnika powinna być zaraz po u̇zyciu wypłukana roztworem amo-

niaku. Wyparka powinna býc wyposȧzona w pompkę wodną i umyta po użyciu roztworem

amoniaku.

172

http://rcin.org.pl



1,8-diizotiocyjaniatoantracen 97

NCS NCS 1,8-Diaminoantrancen (4,16 g, 20 mmol) rozpuściłem w odtlenowanym

dichlorometanie (50 mL), dodałem wodnego 10% roztworu NaHCO3

(50 mL). Po zatrzymaniu mieszania do fazy organicznej wprowadziłem

strzykawką tiofosgen (3,46 mL, 80 mmol), następnie fazy intenstwnie

mieszałem przez 30 min w t.pok. Dodałem odtlenowany DCM (150mL)

i rozdzieliłem fazy. Warstwę wodną ekstrahowałem DCM (50 mL). Po-

łączone fazy organiczne suszyłem nad MgSO4, zatę̇zyłem. Surowy pro-

dukt krystalizowałem z chloroformu otrzymując złocisto-brązowe płat-

ki, 2,51g (43%).

1HNMR (400 MHz, CDCl3) δ : 8.61 (s, 1H); 8.39 (s, 1H); 7.88 (3H, d,J = 7.7 Hz); 7.46

– 7.34 (m, 5H)

An. spal. Obliczono dla C18H8N2S2: C-65,73; H-2,76; N-9,58; S-21,93
znaleziono: C-62,53; H-2,79; N-9,13; S-19,29

Synteza receptorów DAA 71a-m produra ogólna

Do reakcji u̇zyłem handlowo dostępnych chlorowodorków estrów metylowych i etylowych

aminokwasów92a,e,i,m,n. Pozostałe chlorowodorki otrzymałem przez odbezpieczenie Boc-

zabezpieczonych estrów74b-d,f-h,j-l wg. procedury opisanej dla syntezy receptorów DAB

(str. 166). Chlorowodorek estru aminokwasu (3 mmol), DIPEA (0,85 mL, 5 mmol) oraz 1,8-

diizotiocyjaniatoantracen97 (292 mg, 1 mmol) rozpúsciłem w zaargonowanej kolbie w odtle-

nowanym DCM (30 mL). Reakcję prowadziłem przez ok 2h., po tym czasnie mieszaninę nanio-

słem bezpósrednio na kolumnę chromatograficzną (� 40 gżelu), elucję prowadziłem początko-

wo DCM (30 mL) następnie 2-4% acetonem w DCM. Frakcje zawierające produkt (świecący

na płytce TLC na niebiesko przy wzbudzeniuświatłem oλ=354 nm) odparowałem. Rozpuści-

łem w minimalnej ilósci DCM i wytrąciłem hexaneṁzółty osad, który odsączyłem na lejku ze

spiekiem. Produkt suszyłem w eksykatorze próżniowym.

NH

NH

S

OO

R2

N

N

S

O O

R2

R1 R1

H2

H3

H4H10

H9

Ha

Hb Hα

Rysunek 5.2:Schemat numeracji protonów w receptorach DAA
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DAA-AlaOMe 71a

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O
Żółty proszek, 174 mg (35%), t.t. 164-165�C

1HNMR (MHz, DMSO�d6) δ : 9.90 (s, 2H, Ha); 8.67 (1H, s,J = 5.1 Hz, H10); 8.66 (s,

1H); 8.10 (2H, d,J = 7.3 Hz, H2); 8.02 (2H, d,J = 8.4 Hz, H4); 7.60 (2H, d,J

= 7.0 Hz, Hb); 7.58 – 7.51 (m, 2H, H3); 5.03 (2H, p,J = 7.3 Hz, Hal pha); 3.67

(s, 6H, R2); 1.39 (6H, d,J = 7.3 Hz, R1).

13CNMR (MHz, DMSO�d6) δ 182.0; 173.0; 134.8; 132.0; 127.8; 127.0; 126.4; 125.4;

123.8; 116.6; 52.6; 51.9; 17.4.

HRMS Obliczono dla C24H26N4O4S2�H: 499,1454
znaleziono: 4,99,1447

An. spal. Obliczono dla C24H26N4O4S2: C-57,81; H-5,26; N-11,24, S-12,86
znaleziono: C-57,91; H-5,25; N-11,13; S-12,76

O.R.
�

α20
D

�

��110,24 (c=0,37, DCM)

DAA-AlaOiPr 71b

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O

Beżowy proszek, 122 mg (22%), t.t. 204-206�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 9.92 (s, 2H, Ha); 8.68 (s, 2H, H10+H9); 8.02 (4H,

m, H2+H4); 7.62 (2H, d,J = 7.1 HzHb); 7.59 – 7.50 (m, 2HH3); 5.48 – 4.65

(m, 4H, Hal pha+R2); 1.37 (6H, d,J = 7.2 Hz, R2); 1.23 (6H, d,J = 6.4 Hz,

R2); 1.21 (6H, d,J = 6.4 Hz, R1).

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 182.0; 172.0; 134.8; 132.0; 127.8; 127.0; 126.3;

125.4; 123.7; 116.6; 68.1; 52.8; 21.5; 21.4; 17.5.

HRMS Obliczono dla C28H34N4O4S2�H: 555,2095
znaleziono: 555,2100

An. spal. Obliczono dla C28H34N4O4S2: C-60,62; H-6,18; N-10,10; S-11,56
znaleziono: C-60,44; H-6,21; N-10,02; S-11,47
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O.R.
�

α20
D

�

��106 (c=0,503, DCM)

DAA-AlaOnBu 71c

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O

Beżowy proszek, 163 mg (28%), t.t. 165-168�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 9.95 (s, 2H, Ha), 8.68 (s, 1H, H10); 8.67 (s, 1H, H9);

8.06 (2H, d,J = 7.3 Hz, H2); 8.02 (2H, d,J = 8.5 Hz, H4); 7.60 (2H, d,J = 7.0

Hz, Hb); 7.58 – 7.50 (m, 2H, H3); 5.00 (2H, p,J = 7.2 Hz, Hα ); 4.19 – 4.05

(m, 4H, R2); 1.67 – 1.50 (m, 4H, R2); 1.45 – 1.24 (m, 10H, R2); 0.89 (6H, t,J

= 7.4 Hz, R1)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 182.0; 172.6; 134.8; 132.1; 127.8; 127.1; 126.4;

125.4; 123.8; 116.7; 64.2; 52.8; 30.1; 18.6; 17.5; 13.5.

HRMS Obliczono dla C30H38N4O4S2�H: 583,2413
znaleziono: 583,2406

An. spal. Obliczono dla C30H38N4O4S2: C-61,83; H-6,57; N-9,61; S-11,00
znaleziono: C-61,97; H-6,51; N-9,48; S-10,91

O.R.
�

α20
D

�

��83,3 (c=0,475, DCM)

DAA-AlaOBn 71d

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O

Żółty proszek, 240 mg (37%), t.t. 99-101�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 9.93 (s, 2H, Ha); 8.68 (s, 1H, H10); 8.67 (s, 1H, H9);

8.15 (2H, d,J = 7.3 Hz, H2); 8.01 (2H, d,J = 8.4 Hz, H4); 7.56 (2H, d,J = 6.9

Hz, Hb); 7.53 – 7.46 (m, 2H, H3); 7.45 – 7.28 (m, 10H, R2); 5.17 (4H, s, R2);

5.14 – 4.95 (m, 2H, Hα ); 1.40 (6H, d,J = 7.2 Hz, R1)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 182.5; 172.9; 136.4; 135.3; 132.5; 128.9; 128.5;

128.3; 128.3; 127.5; 126.9; 125.9; 124.2; 117.1; 66.5; 53.4; 17.8
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HRMS Obliczono dla C36H34N4O4S2�H: 651,2100
znaleziono: 651,2100

An. spal. Obliczono dla C36H34N4O4S2: C-66,44; H-5,27; N-8,61; S-9,85
znaleziono: C-66,45; H-5,36; N-8,34; S-9,70

O.R.
�

α20
D

�

��89,45 (c=0,45; DCM)

DAA-ValOMe 71e

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O
Żółty proszek, 250 mg (45%), t.t. 177-179�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 10.05 (s, 2H, Ha); 8.73 (s, 1H, H10); 8.68 (s, 1H,

H9); 8.08 (2H, d,J = 7.6 Hz, H4); 7.99 (2H, d,J = 8.5 Hz, H2); 7.80 (2H, d,J

= 7.0 Hz, Hb); 7.54 (2H, t,J = 7.8 Hz, H3); 4.95 (2H, dd,J = 7.6; 5.3 Hz, Hα );

3.70 (s, 6H); 2.26 – 2.15 (m, 2H); 0.98 (12H, s,J = 6.7 Hz)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 182.7; 171.9; 134.9; 131.9; 127.5; 127.3; 125.9;

125.2; 123.4; 115.4; 62.0; 51.7; 30.6; 18.7; 18.5

HRMS Obliczono dla c28H34n4O4S2: 555,2100
znaleziono: 555,2096

An. spal. Obliczono dla C28H34N4O4S2: C-60,62; H-6,18; N-10,10; S-11,56
znaleziono: C-60,55; H-6,09; N-9,95; S-11,62

O.R.
�

α20
D

�

��220 (c=0,55; DCM)

DAA-ValOiPr 71f

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O

Żółty proszek, 183 mg (30%), t.t. 200-204�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 10.08 (s, 2H, Ha); 8.74 (s, 1H, H10); 8.68 (s, 1H,

H9); 8.06 – 7.86 (m, 4H, H2+H4); 7.81 (2H, d,J = 7.1 Hz, Hb); 7.54 (2H, t,

J = 7.8 Hz), H3; 5.07 – 4.92 (m, 2H, R2); 4.88 (2H, dd,J = 7.7; 5.0 Hz, Hα );

2.31 – 2.15 (m, 2H, R1); 1.24 (6H, d,J = 6.6 Hz, R2); 1.23 (6H, d,J = 6.8 Hz,

R2); 1.00 – 0.93 (12H, m,J = 6.7 Hz, R1)
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13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 182.5; 170.7; 134.9; 131.9; 127.5; 127.3; 125.8;

125.2; 123.3; 115.4; 68.1; 61.9; 30.6; 21.6; 21.5; 18.58; 18.58

HRMS Obliczono dla C32H42N4O4S2�H: 611,2726
znaleziono: 611,2733

An. spal. Obliczono dla C32H42N4O4S2: C-62,92; H-6,93; N-9,17; S-10,50
znaleziono: C-63,08; H-7,00; N-9,16; S-10,56

O.R.
�

α20
D

�

��159,5 (c=0,485; DCM)

DAA-ValOnBu 71g

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O

Żółty proszek, 185 mg (29%), t.t. 173-175�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 10.07 (s, 2H, Ha); 8.73 (s, 1H, H10); 8.68 (s, 1H,

H9); 8.07 – 7.92 (m, 4H, , H2+H4); 7.80 (2H, d,J = 7.1 Hz, Hb); 7.54 (2H, t,

J = 7.8 Hz, H3); 4.93 (2H, dd,J = 7.8; 5.2 Hz, Hα ); 4.29 – 3.90 (m, 4H, R2);

2.27 – 2.14 (m, 2H, R1); 1.74 – 1.52 (m, 4H, R2); 1.41 – 1.32 (m, 4H, R2);

0.97 (12H, d,J = 6.9 Hz, R1); 0.90 (6H, t,J = 7.4 Hz, R2)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 182.6; 171.3; 134.8; 131.9; 127.5; 127.3; 125.8;

125.2; 123.3; 115.4; 64.1; 62.0; 30.6; 30.1; 18.7; 18.6; 18.4; 13.4

HRMS Obliczono dla C34H46N4O4S2�H: 639,3027
znaleziono: 639,3050

An. spal. Obliczono dla C34H46N4O4S2: c-63,92; H-7,26; N-8,77; S-10,04
znaleziono: C-63,65; H-7,06; N-8,68; S-10,15

O.R.
�

α20
D

�

��172,0 (c=0,62; DCM)

DAA-ValOBn 71h

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O

Żółty proszek, 148 mg (21%), t.t. 153-156�C
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1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 10.08 (s, 2H, Ha); 8.73 (s, 1H, H10); 8.68 (s, 1H,

H9); 8.08 (2H, d,J = 7.7 Hz, H2); 7.99 (2H, d,J = 8.5 Hz, H4); 7.79 (2H, d,J

= 7.0 Hz, Hb); 7.63 – 7.48 (m, 2H, H3); 7.48 – 7.30 (m, 10H, R2); 5.22 (2H, d,

J = 12.4 Hz, R2); 5.17 (2H, d,J = 12.4 Hz, R2); 4.98 (2H, dd,J = 7.7; 5.2 Hz,

Hα ); 2.27 – 2.15 (m, 2H, R1); 0.96 (6H, d,J = 7.1 Hz, R1); 0.94 (6H, d,J =

7.1 Hz, R1)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 182.7; 171.2; 135.8; 134.8; 131.9; 128.4; 128.09;

128.05; 127.5; 127.3; 127.1; 125.8; 125.2; 123.3; 115.5; 66.0; 62.1; 30.6; 18.7;

18.4

HRMS Obliczono dla C40H42N4O4S2�H: 707,2726
znaleziono: 707,2706

An. spal. Obliczono dla C40H42N4O4S2: C-67,96; H-5,99; N-7,93; S-9,07
znaleziono: C-67,90; H-6,07; N-7,92; S-9,05

O.R.
�

α20
D

�

��141 (c=0,5; DCM)

DAA-PheOMe 71i

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O
Żółty proszek, 292 mg (45%), t.t. 107-110�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 10.05 (s, 2H, Ha); 8.71 (s, 1H, H10); 8.70 (s, 1H,

H9); 8.02 (2H, d,J = 8.5 Hz, H2); 7.89 (2H, d,J = 7.7 Hz, Hb); 7.57 – 7.45

(m, 2H, R1); 7.41 (2H, d,J = 7.0 Hz, H4); 7.37 – 7.08 (m, 10H, H3+R1); 5.60

– 4.90 (m, 2H, Hα ); 3.69(s, 6H, R2); 3.17 – 3.08 (m, 4H, R1)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 182.1; 171.7; 136.5; 134.6; 132.1; 129.2; 128.3;

127.8; 127.2; 126.6; 126.5; 125.4; 123.8; 116.5; 58.3; 51.9; 37.1

HRMS Obliczono dla C36H34N4O4S2�H: 651,2100
znaleziono: 651,2087

An. spal. Obliczono dla C36H34N4O4S2: C-66,44; H-5,27; N-8,61; S-9,85
znaleziono: C-66,49; H-5,54; N-8,35; S-9,75

O.R.
�

α20
D

�

��168,3 (c=0,485; DCM)
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DAA-PheOiPr 71j

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O

Żółty proszek, 177 mg (25%), t.t. 101-103�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 10.07 (s, 2H, Ha); 8.73 (s, 1H, H10); 8.70 (s, 1H,

H9); 8.03 (2H, d,J = 7.6 Hz H2); 7.80 (2H, d,J = 7.9 Hz, H4); 7.55 – 7.47 (m,

4H, H4+R1); 7.40 – 7.09 (m, 10H, H3+R1); 5.25 – 5.17 (m, 2H, R2); 4.96 –

4.75 (m, 2H, Hα ); 3.17 (2H, dd,J = 13.5; 5.9 Hz, R1); 3.09 (2H, dd,J = 13.5;

7.1 Hz, R1); 1.13 (6H, d,J = 6.2 Hz, R2); 1.05 (6H, d,J = 6.2 Hz, R2)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 181.9; 170.6; 136.5; 134.6; 132.1; 129.2; 128.3;

127.8; 127.2; 126.6; 126.5; 125.4; 123.8; 116.5; 68.3; 58.2; 37.2; 21.4; 21.3

HRMS Obliczono dla C40H42N4O4S2�H: 707,2726
znaleziono: 707,2726

An. spal. Obliczono dla C40H42N4O4S2: C-67,96; H-5,99; N-7,93; S-9,07
znaleziono: C-67,74; C-6,17; N-7,83; S-9,16

O.R.
�

α20
D

�

��129,3 (c=0,55; DCM)

DAA-PheOnBu 71k

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O

Żółty proszek, 257 mg (35%), t.t. 71-75�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 10.07 (s, 2H, Ha); 8.72 (s, 1H, H10); 8.70 (s, 1H,

H9); 8.03 (2H, d,J = 8.5 Hz, H2); 7.82 (2H, d,J = 7.6 Hz, H4); 7.56 – 7.48

(m, 2H, R1); 7.45 (2H, d,J = 7.0 Hz, Hb); 7.30 – 7.17 (m, 6H, R1); 7.13 (4H,

m, H3+R1); 5.30 – 5.23 (m, 2H, Hα ); 4.04 – 3.92 (m, 4H, R2); 3.16 (2H, dd,J

= 13.8; 6.2 Hz, R1); 3.09 (2H, dd,J = 13.6; 6.9 Hz, R1); 1.49 – 1.40 (m, 4H,

R2); 1.25 – 1.16 (m, 4H, R2); 0.82 (6H, t,J = 7.4 Hz, R2)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 182.4; 171.7; 136.9; 135.1; 132.5; 129.6; 128.7;

128.2; 127.7; 127.1; 127.0; 125.8; 124.3; 117.0; 64.8; 58.8; 37.7; 30.4; 18.9;

14.0

HRMS Obliczono dla C35H50N4O4S2�H: 735,3039
znaleziono: 735,3034
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An. spal. Obliczono dla C35H50N4O4S2: C-68,64; H-6,31; N-7,62; S-8,73
znaleziono: C-68,45; H-6,50; N-7,54; S-8,80

O.R.
�

α20
D

�

� 136,9 (c=0,55; DCM)

DAA-PheOBn 71l

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O

Żółty proszek, 297 mg (37%), t.t. 99-101�C

1HNMR (500 MHz, DMSO-d6) δ : 10.05 (s, 2H, Ha); 8.71 (s, 1H, H10); 8.70 (s, 1H,

H9); 8.02 (2H, d,J = 8.5 Hz, H2); 7.89 (2H, d,J = 7.7 Hz, Hb); 7.57 – 7.45

(m, 2H, R1); 7.41 (2H, d,J = 7.0 Hz, H4); 7.37 – 7.08 (m, 10H, H3+R1); 5.22

(2H, d,J = 12.4 Hz, R2); 5.17 (2H, d,J = 12.4 Hz, R2); 5.10 – 4.90 (m, 2H,

Hα ); 3.69(s, 6H, R2); 3.17 – 3.08 (m, 4H, R1)

13CNMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 181.8; 171.6; 137.7; 137.1; 135.6; 135.4; 129.4;

129.1; 128.3; 128.2; 127.2; 124.6; 123.4; 120.4; 119.7; 116.2; 66.7; 55.8; 37.6

HRMS Obliczono dla C48H42n4O4S2�H: 803,2726
znaleziono: 803,2715

O.R.
�

α20
D

�

��149,8 (c=0,46; DCM)

DAA-TrpOMe 71m

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O NHHN
Żółty proszek, 240 mg (37%), t.t. 154-157�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 10.87 (s, 2H, Ha); 10.07 (s, 2H, R1); 8.74 (s, 1H,

H10); 8.68 (s, 1H, H9); 8.00 (2H, d,J = 7.7 Hz, Hb); 7.84 (2H, d,J = 6.5 Hz,

H4); 7.53 – 7.40 (m, 6H, R1+H3); 7.34 (2H, d,J = 8.0 Hz); 7.12 – 6.98 (m, 4H,

R1); 6.93 (2H, t,J = 7.3 Hz, R1); 5.37 – 5.28 (m, 2H,α ); 3.31 (s, 4H, R1)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 181.9; 172.1; 136.0; 134.7; 132.0; 127.7; 127.2;

127.1; 126.3; 125.3; 123.9; 123.6; 121.0; 118.4; 118.1; 116.4; 111.4; 108.6;

57.8; 51.9; 27.2

HRMS Obliczono dla C40H36N6O4S2�H: 729,2318
znaleziono: 729,2315
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An. spal. Obliczono dla C40H36N6O4S2: C-65,91; H-4,98; N-11,53; S-8,80
znaleziono: C-65,00; H-5,15; N-11,14; S-8,63

DAA-GlyOEt 71n

NH

NH

S

OO

HN

HN

S

O O

Żółty proszek, 198 mg (40%), t.t. 160-162�C

1HNMR (500 MHz, DMSO�d6) δ : 10.04 (s, 2H, Ha); 8.73 (s, 1H, H10); 8.69 (s, 1H,

H9); 8.04 (2H, d,J = 7.6 Hz, H2); 8.00 (2H, t,J = 5.2 Hz, Hb); 7.64 – 7.44 (m,

4H, , H3+H4); 4.30 (4H, d,J = 5.3 Hz,α ); 4.15 (4H, q,J = 7.0 Hz); 1.23 (6H,

t, J = 7.0 Hz)

13CNMR (126 MHz, DMSO�d6) δ 182.6; 169.7; 134.6; 132.1; 127.8; 127.0; 126.6;

125.5; 123.9; 116.9; 60.4; 46.0; 14.0

HRMS Obliczono dla C24H26N4O4S2�H: 499,1474
znaleziono: 499,1470

An. spal. Obliczono dla C24H26N4O4S2: C-57,81; H-5,26; N-11,24; S-12,86
znaleziono: C-57,50; H-5,32; N-11,03; S-12,70

Tlenowy analog: DAA-O-PheOMe 98

NH

NH

O

OO

HN

HN

O

O O
Izocyjanian otrzymałem z chlorowodorku estru metylowego fenyloala-

niny jak w procedurze dla receptorów DAB (str. 165). Otrzymany izo-

cyjanian (850 mg, 4,14 mmol) zmieszałem z diaminą68 (208 mg,

1mmol) w odtlenowanym DCM (50 mL). Po ok. 2h, mieszaninę reak-

cyjną poddałem bezpośrednio oczyszczaniu chromatograficznemu, do-

celowy związek wymyłem 10% acetonem w DCM. Krystalizowałem

z układu DCM-heksan. Pomarańczowy proszek, wyd 435 mg (70%),

t.t. 183-186�C.

1HNMR (400 MHz, DMSO-d6) δ : 10.54 (s, 2H, Ha); 8,90 (2H, d,J = 7.7 Hz, Hb); 8.74

(s, 1H, H10); 8.73 (s, 1H, H9); 8.15 (2H, d,J = 8.5 Hz, H2); 7.57 – 7.45 (m,

2H, R1); 7.52 (2H, d,J = 7.0 Hz, H4); 7.37 – 7.08 (m, 10H, H3+R1); 5.60 –

4.90 (m, 2H, Hα ); 3.69(s, 6H, R2); 3.17 – 3.08 (m, 4H, R1)

13CNMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 179.8; 171.6; 137.7; 137.1; 135.6; 135.4; 129.4;

129.1; 128.3; 128.2; 127.2; 124.6; 123.4; 120.4; 119.7; 116.2; 66.7; 55.8; 37.6.
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An. spal. Obliczono dla C36H34N4O6: C-69.89; H-5.54; N-9.06; O-15.52
znaleziono: C-68,20; H-5,80; N-8,56

O.R.
�

α20
D

�

��13,5 (c=0,56; DCM)

N,N’-bis-(etoksykarbonylometylo)amid kwasu pirydyno-2,6-

dikarboksylowego, 130

N
O

NH

O

HN

COOEt COOEt

Dichlorek kwasu pirydyno-2,6-dikarboksylowego (612 mg, 3 mmol)

rozpúsciłem w suchym DCM (30 mL) pod argonem, schłodziłem do

0�C, dodałem DIPEA (2,5 mL, 15 mmol) i chlorowodorek estru etylo-

wego glicyny (1,1 g, 8 mmol). Mieszaninę doprowadziłem do t.pok. i

mieszałem przez 2h. Miszaninę zatężyłem na wyparce do ok 1/3 obję-

tości, dodałem octan etylu (50 mL). Fazę organiczną przemyłem 10%

NaHSO4 (2x50 mL), 10% NaHCO3 (2x50 mL) i solanką (30 mL), na-

stępnie wysuszyłem nad MgSO4. Roztwór zatę̇zyłem na wyparce. Pro-

dukt suszyłem w eksykatorze próżniowym. Białe kryształy, 850 mg

(77%)

1HNMR (400 MHz, DMSO-d6) δ : 9.75 (2H, t,J = 6.2 Hz, NH); 8.40 – 8.05 (m, 3H,

Ar); 4.38 – 3.90 (m, 8H, Halpha+R2); 1.22 (6H, t,J = 7.1 Hz, CH3).

13CNMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 169.7; 163.7; 148.1; 139.8; 124.6; 60.7; 41.0; 14.1
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5.1.6 Syntezy związków znakowanych deuterem

kwas (S)-2-fenylo-2-hydroksy(2-2H)octowy 131

COOH

OHD
Do D2O (15 mL) dodałem NaOH (2 g, 50 mmol) i kwas(R/S)-

migdałowy (5 g, 32,9 mmol). Klarowny roztwór przeniosłem do na-

czynia Schelnka i ogrzewałem w 120�C przez 20 h. Po ostudzeniu do

t.pok. roztwór zakwasiłem stęż. HCl do pH� 3 i ekstrahowałem octa-

nem etylu (3x30 mL). Połączone fazy organiczne wysuszyłem MgSO4

i zatę̇zyłem. Surowy produkt krystalizowałem z chloroformu. Otzyma-

łem 2,86g (56%) kwasu o stopniu deuterowania 87%. Znakowany ra-

cemiczny kwas (2,68 g, 17,5 mmol) zmieszałem z równomolową ilo-

ścią (S)-1-fenyloetyloaminy (PEA,104) (2,2 mL, 17,5 mmol), powsta-

łą białą sól rozpúsciłem we wrzącym etanolu (16 mL). Po ostudzeniu

do 4�C odsączyłem białe kryształy, które przemyłem zimnym etano-

lem (2 mL), po wysuszeniu otrzymałem 2,23g (46,5%) soli, w której

migdalan miał ee=55% (analiza GC po przekształceniu w ester izopro-

pylowy118), po powtórzeniu krystalizacji (7,5 mL EtOH) otrzymałem

1,20g soli (25%), ee migdalanu wynosiło 87%. Sól zawiesiłem w octa-

nie etylu (10 mL) i wytrząsałem i z 10% NaHSO4 20 mL, fazę organi-

czą zawierającą kwas migdałowy wysuszyłem nad MgSO4 i zatę̇zyłem.

Wydzielony kwas migdałowy (650 mg) krystalizowałem z dichloroeta-

nu (5mL), otrzymałem 450 mg kwasu migdałowego (wyd. kryst: 70%)

o ee=96,5%; stopién deuterowania 87%. Całkowita wydajność syntezy

to 9%.

13CNMR (100 MHz, DMSO�d6) δ 174,26; 140,29; 128,24; 127,77; 126,75; 72,14 (tD,

J=22,3Hz, Cα )

(2H5)-Fenyloglioksalan etylu,106otrzymałem zgodnie z przepisem literaturowym120.
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Kwas (S)-pentadeuteromigdałowy, 109

COOH

OHD
D

D
D

D

Otrzymałem zgodnie z przepisem literaturowym121. Ester106 (2,0 g,

10,9 mmol) rozpúsciłem w suchym THF (10 mL) w naczyniu Schlenka

pod argonem i schłodziłem do�78�C, po czym dodałem (+)-(IPC)2BCl

(107, 1,7M w heksanie, 7 mL, 12 mmol). Po trzech godzinach mieszania

w temp. -78�C, ogrzałem do t.pok. Dodałem octan etylu (30 mL) i fazę

organiczną przemyłem 10% NaHSO4 (20 mL), 10% NaHCO3 (20 mL)

i solanką (20 mL). Fazę organiczną wysuszyłem nad MgSO4 i odpawo-

ałem na wyparce. Produkt poddałem chromatografii heksan:octan etylu

8:2 - 5:5. Zebrane frakcje zawierające produkt były zanieczyszczone

pochodnymi reduktora. Zanieczyszczony ester rozpuściłem w etanolu

(20 mL) i dodałem wodny roztwór NaOH (1,2 g, 30 mmol w 10 mL wo-

dy). Po ok. 2h mieszania dodałem wody (30 mL), fazę wodną przemy-

łem dichlorometanem (2x20 mL), następnie fazę wodną zakwasiłem stę-

żonym HCl do pH� 3. Wytrącony biały osad odsączyłem i wysuszyłem

w eksykatorze pró̇zniowym. Wyd. 940 mg (55%), ee=89%. Kwas ten

krystalizowałem z dichloroetanu, otrzymałem 850 mg kwasu o ee>99%

i stopniu deuteracji 98%

13CNMR (100 MHz, DMSO�d6) δ 174.8; 140.7; 128.3 (tD, J=24,2 Hz); 127.8 (tD,

J=22,9 Hz); 126.9 (tD, J=24,5 Hz); 73.0.

AcetylowanieD-fenyloalaniny deuterowanym chlorkiem acetylu (CD3COCl) przeprowa-

dziłem wg. przepisu literaturowego133, produkt krystalizowałem z acetonu, bezbarwne krysz-

tały, t.t. 171-172�C.

5.1.7 Syntezy związków do immobilizacji na fazie stacjonarnej i modyfi-

kacje powierzchni faz stacjonarnych

2-(4-hydroksyfenylo)-2-oksooctan etylu (119) otrzymałem zgodnie z przepisem literaturowym134.

HO

O
O

O

119
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2-(4-propargiloksyfenlo)-2-oksooctan etylu, 121

O

O
O

O

Fenol (119) (3,92 g, 20 mmol) rozpúsciłem w DMF (60 mL), dodałem

świėzo destylowanego bromku propargilu (2,8 mL, 25 mmol) i K2CO3

(5,5 g, 40 mmol), mieszałem intensywnie przez 16h w t.pok. Następnie

zatę̇zyłem na wyparce, dodałem octanu etylu (100 mL), fazę organiczną

przemyłem wodą (3x100 mL), wysuszyłem nad MgSO4 i zatę̇zyłem na

wyparce, otrzymany olej suszyłym pod wysoką próżnią. Pomiaránczo-

wy olej, wyd: 4,9g (98%).

1HNMR (400 MHz, CDCl3) δ : 8,01 (2H, d,J = 8,5 Hz); 7,05 (2H, d,J = 8,5 Hz); 4,77

(2H, d, J = 1,5 Hz); 4,42 (2H, q,J = 7,1 Hz); 2,57 (1H, t,J = 1,9 Hz); 1,41

(3H, t, J = 7,1 Hz).

13CNMR (125 MHz, CDCl3) δ 184,7; 163,9; 162,7; 132,4; 126,1; 115,0; 77,3; 76,5;

62,2; 55,9; 14,1.

An. spal. Obliczono dla C13H12O4: C-67,23; H-5,21
znaleziono: C-67,68; H-6,01

(kwas S)-2-(4-propargiloksyfenlo)-2-hydroksyoctowy, (117)

O

COOH

OH Procedura analogiczna jak dla109. Do reakcji wziąłem ketoester121

(1,37 g, 5,9 mmol), po dwóch etapach otrzymałem hydrosky kwas (S))-

117) z wydajnóscią 510 mg (42%) o czystości optycznej ee=87%

1HNMR (400 MHz, CDCl3) δ : 8,19 (s, 1H); 7,34 (2H, d,J = 8,3 Hz); 6,95 (2H, d,J =

8,3 Hz); 4,94 (s, 1H); 4,78 (s, 2H); 3,53 (s, 1H),

13CNMR (125 MHz, CDCl3) δ 174,5; 156,7; 133,5; 127,9; 114,5; 79,4; 78,2; 72,1; 55,4

An. spal. Obliczono dla C11H10O4: C-64,07; H-4,89
znaleziono: C-64,22; H-5,05

AcTyrOMe (123), otrzymałem na drodze acetylowania chlorowodorku estru metylowego

tyrozyny135

(2S)-2-acetloamino-3-(4-propargiloksyfenylo)propionian metylu,

Ac-l-Tyr(Propargil)OMe, 124

O

COOMe

HN O

Prodcedura analogiczna do otrzymywania121. Z fenolu 123 (2,06 g,

8,71 mmol) otrzymałem związek124w postaci brunatnych kryształów

z wydajnóscią 2,12 g (90%), t.t. 78-80�C
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1HNMR (400 MHz, CDCl3) δ : 7,01 (1H, d,J = 8,7 Hz); 6,89 (1H, d,J = 8,7 Hz); 5,95

(1H, d,J = 7,2 Hz); 4,84 (1H, dt,J = 7,8; 5,7 Hz); 4,66 (1H, d,J = 2,4 Hz);

3,72 (s, 2H); 3,09 (1H, dd,J = 14,0; 5,8 Hz); 3,03 (1H, dd,J = 14,0; 5,6 Hz);

2,52 (1H, t,J = 2,4 Hz); 1,98 (s, 2H)

13CNMR (125 MHz, CDCl3) δ 172,1; 169,6; 156,7; 130,2; 128,7; 114,9; 78,5; 75,5;

55,8; 53,1; 52,3; 36,9; 23,1

An. spal. Obliczono dla C15H17NO4: C-65,44; H-6,22; N-5,09
znaleziono: C-65,15; H-6,15; N-5,16

kwas (2S)-2-acetloamino-3-(4-propargiloksyfenylo)proanowy,

Ac-l-Tyr(Propargil)OH, 132

O

COOH

HN O

Ester 124 (1,98 g, 7,28 mmol) rozpúsciłem w mieszanine meta-

nol:woda 3:1 (40 mL) i dodałem wodorotlenek litu (LiOH�H2, 640 mg,

15,2 mmol). Po dwóch godzinach mieszania w t.pok., zatężyłem mie-

szaninę do usunięcia metanolu, następnie zakwasiłem 2M HCl do pH�

3, wytrącony kwas ekstrahowałem do octanu etylu (20 mL). Fazę orga-

niczą po oddzieleniu od wodnej wysuszyłem nad MgSO4 i zatę̇zyłem.

Uzyskany olej suszyłem pod wysoką próżnią, ȧz wykrystalizował po 4h.

Otrzmyałem szary proszek, wyd: 1,69 g (90%), t.t. 143-145�C.

1HNMR (400 MHz, DMSO�d6) δ : 12.63 (s, 1H); 8.17 (1H, d,J = 8.0 Hz); 7.16 (2H,

d, J = 8.4 Hz); 6.90 (2H, t,J = 10.0 Hz); 4.75 (2H, d,J = 2.2 Hz); 4.40 – 4.29

(m, 1H); 3.54 (1H, t,J = 2.2 Hz); 2.97 (1H, dd,J = 13.9; 4.8 Hz); 2.77 (1H,

dd,J = 13.8; 9.5 Hz); 1.78 (3H, s,J = 9.6 Hz)

13CNMR (125 MHz, DMSO�d6) δ 173.3; 169.3; 155.9; 130.4; 130.1; 114.5; 79.5; 78.2;

55.3; 53.7; 36.0; 22.4

An. spal. Obliczono dla C14H15NO4: C-64,36; H-5,79, N-5,36
znaleziono: C-64,02; H-5,82; N-5,30

Azydek oktylu (126) otrzymałem wg literaturowej procedury136

Modelowa reakcji „click”: 132 + 126

O NH

O

O
OH

N
N N

Alkin 132 (80 mg, 0,30 mmol) i azydek126 (47 mg, 0,30 mmol) roz-

púsciłem w DMF (5 mL) i dodałem CuSO4 (CuSO4 �5 H2O, 7,5 mg,

0,03 mmol) i askorbinian sodu (9 mg, 0,045 mmol). Po 4h mieszania w

t.pok. mieszaninę zatężyłem na wyparce z pompą olejową. Otrzymałem

produkt zanieczyszczony katalizatorem bezśladów substratów
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1HNMR (400 MHz, DMSO�d6) δ : 8,20 (s, 1H); 8,17 (1H, d,J = 8,1 Hz); 7,15 (2H, d,

J = 8,4 Hz); 6,93 (2H, d,J = 8,5 Hz); 5,08 (s, 2H); 4,50 – 4,20 (m, 3H); 2,97

(1H, dd,J = 13,8; 4,8 Hz); 2,77 (1H, dd,J = 13,8; 8,4 Hz); 1,84 – 1,75 (m,

5H); 1,41 – 1,14 (m, 10H); 0,84 (3H, t,J = 6,7 Hz)

13CNMR (100 MHz, 173,3; 169,3; 162,4; 156,8; 142,7; 130,1; 130,0; 124,4; 114,4; 61,1;

53,8; 49,4; 36,0; 35,8; 31,2; 30,8; 29,8; 28,6; 28,4; 25,9; 22,4; 22,1; 14,0)δ

5.2 Miareczkowania

5.2.1 Procedura przygotowania roztworów i analiza niepewnósci

Jak pokazałem w rozdziale 2.3.2.1 stałaK wyznaczona za pomocą miareczkowania jest bardzo wrażliwa

na wiele potencjalnych rodzajów błędów. Nawet przy optymalnie dobranych stężeniach i prostym mo-

delu wiązania niepewność wyznaczonej stałej zależy od wielu czynnósci związanych z przygotowaniem

próbki. Świadomósć potencjalnych źródeł błędów pomogła mi zoptymalizować procedurę przygotowa-

nia roztworów oraz oszacować niepewnósć pomiaru. Obok zoptymalizowanej przeze mnie procedury

dla miareczkowán pod kontrolą UV-Vis, przedstawiłem procedurę stosowaną w Zespole dla miareczko-

wań NMR. Spobób przeprowadzaniéczę́sć etapów dla miareczkowań NMR wynikała z koniecznósci

oszczędnego u̇zywania rozpuszczalników deuterowanych.

Nawȧzki przygotowywałem na wadze Metler Toledo XS205 zapewniająca odczyt masy z dokładno-

ścią 0,01 mg. Masę pustych naczyń (tara), oraz naczýn z nawȧzką (brutto) wyznaczałem przynajmniej

dwukrotnie, ȧz do uzyskania spójnych wyników (∆m  0,05mg) Niepewnósć pomiaru masy oceniłem

na 0,05 mg. Przy naważkach przekraczających 5 mg względny błąd wynosił <1%. Uznałem,że więk-

szy błąd mȯze wynikác z czystósci u̇zytych związków. Dla receptorów oszacowałem błąd wynikający

z obecnósci zanieczyszczeń na 2% i uwzględniłem go w tabeli w pozycjiMH. Sole TBA u̇zywane jako

G są bardzo higroskopijne, dlatego ich odważanie obarczone jest większym błędem. Jakkolwiek w Ze-

spole staramy się przenosić procję soli mȯzliwie szybko z zaargonowanego słoika do zakręcanej fiolki

to jednak kontakt z powietrzem jest nieunikniony i błąd wynikający z pochłoniętej wody oszacowa-

łem na 0,2 mg przy typowej naważce 20-30mg. Bardziej istotny wydaje mi się problem czystości soli

TBA – zawartósci wody. Dokładne dosuszenie soli jest bardzo trudne, praktycznie niemożliwe jest tak̇ze

utrzymywanie stałej zawartości wody. Błąd wynikający z tego faktu oszacowałem na 5% i zawarłem w

MG dla miareczkowania NMR. Mając na uwadze,że higroskopijne włásciowósci soli TBA są jedną z

głównych przyczyn du̇zej niepewnósci w stę̇zeniu przygotowanego roztworu zdecydowałem zastoswoać

w swoich miareczkowaniach odmienne podejście. Przygotowywałem naważki nie soli, lecz odpowied-

niego kwasów (migdałowego lub AcPheOH), które są substancjami trwymi, krystalicznymi i niehigro-

skopijnymi. Następnie naważkę rozpusczałem w ok 1 mL metanolu i dodawłem stechiometryczną ilość

wodortlenku TBA. Wodorotlenek TBA jest dostępny handlowo w postaci 1,0 mol dm�3 roztworu w me-

tanolu. Alkacymetrycze miareczkowania, które przeprowadziłem dla dwóch butelek odczynnika pocho-
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dzących z ró̇znych dostaw dały rzeczywiste stężenia odczynnika wynoszącep0,946�0,016qmol dm�3

i p1,064�0,015qmol dm�3. Niepewnósć stę̇zenia TBAOH (1,5%) zawarłem w niepewności masy mo-

lowej G. Po dodaniu TBAOH roztwór zatężyłem i suszyłem pod wysoką próżnią w 40�C. Następnie

przeniosłem ilósciowo wypłukując acetonitrylem do kolby miarowej,p25,00�0,04qmL. Przy miarecz-

kowaniach NMR, do nawȧzek H i G odpowiednią objętość rozpuszczalnika deuterowanego dodawałem

strzywką 1 mL z podziałką 0,01 mL. O ile roztwór H jest dosyć rozciénczony i przyjowałem,̇ze obojętósć

roztworu jest równa objętości rozpuszczalnika, tak dla roztworu G to uproszczenie nie jest zasadne. Przy

dużym stę̇zeniu cząstkowa objętność molowa G ma znaczenia – finalna objętość roztworu jest większa

od objętósć rozpuszczalnika. Błąd wynikający z tego zjawiska oszacowałem na ok. 30 µL przy rozpusz-

czaniu 50 mg G w 300 µL rozpuszczalnika. Bardzo rozcieńczone roztwory H do miareczkowań UV-Vis

przygotowałem dwuetapowo. Naważkę H rozpúsciłem w koblie miarowejp5,00�0,02qmL (V1), porcję

pobrałem pipetą automatyczną (zwykle ok. 200 µL, błąd <0,5%,V2) i rozciénczyłem w kolbie miaro-

wej p25,00�0,04qmL (V3). Roztwóry H przenosiłem do probówek NMR za pomocy strzykawki 1 mL,

zás objętósci roztworów H w kuwecie wyznaczałem na podstawie ważenia – przy ok. 2 g roztworu błąd

ważenia wynoszący 1 mg jest nieistotny. Ostatecznie podczas miareczkowania NMR porcje titranta doda-

wałem ręcznie strzykawkami Hamilton o obj. 25 i 100 µL; dokładnośc dozowania objętości strzykawką

25 µL wynosi ok 0,3 µL. Miareczkowania pod kontrolą UV-Vis prowadziłem z zastosowaniem pompy

strzykawkowej, której dokładność przesuwu tłoka G wynosi 0,5 nL (błąd� 0,01% dla porcji 5 µL),

większy błąd wynika z dokładności wykonania strzykawki, który producent określa na¤ 1%137.

Podsumowaniem powyższych szczegółów praktycznej strony przygotowania roztworów jest niepew-

nósć molowego stosunku reagentów w roztworze w dowolnym punkcie miareczkowania – ostatni wiersz

Tabeli. Z przeprowadzonej przeze mnie analizy wynika,że niepewnósć tego stosunku dla miareczko-

wań NMR mȯze sięgác nawet 11%. Zoptymalizowana procedura dla miareczkowań UV-Vis pozwala

osiągną́c niepewnósć <3%. Jak wynika z Wykresu 2.7 (str. 36) dla odpowiednio niskich stężén regantów

(K � rHs0  1) błąd w stę̇zeniach przekłada się na taki sam błąd w wyznaczonej stałej. Oznacza to,że mia-

reczkowania NMR prowadzone wg. powyższej procedury cechuje minimalna niepewność na poziomie

10%, która mȯze býc więszka w zalėznósci od jakósci zebranych danych.

Trzeba jednak zaznaczyć, że jėzeli dwa miareczkowania prowadzone są z wykorzystaniem tego sa-

mego roztworu, wówczas część opisanych błędów znosi się. Z tego powodu wszystkie pary miarecz-

kowán słu̇zące do wyznaczenia selektywności prowadziłem z wykorzystaniem tego samego roztworu

receptora, jedno po drugim.

5.2.2 Miareczkowania UV-Vis

Sposób przygotowania roztworów przedstawiłem powyżej. Do pomiarów u̇zyłem acetonitrylu jakósci

HPLC o zawartósci wody <0,2%. Miareczkowania prowadziłem w sposób zautomatyzowany, porcje

roztwóru soli TBA dodawałem do roztworu receptora za pomocą pompy strzykawkowej w 30 krokach.

Pomiar widm UV-Vis rozpoczynałem po wymieszaniu roztworu, tj. 15 s od zakończenia dodawania por-

cji titranta. Dla receptorów DAB mierzyłem widmo w zakresie 240-300 nm, z krokiem co 2 nm przy

uśrednianiu 0,5 s na jedną długość fali. Dla receptorów DAA obserwowałem zakres 340-440 nm, z kro-
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Tabela 5.1:Zestawienie źródeł błędów na poszczególnych etapach przygotowania roztworów
do miareczkowania oraz wpływ tych błędów na określenie molowych stosunków
reagentów podczas miareczkowania

Miareczkowanie NMR Miareczkowanie UV-Vis

Roztwór H

mH 10�0,05 mg 10�0,05 mg

MH 500�10 g/mol 500�10 g/mol

V1 2,5�0,03 mL 5�0,02 mL

V2 - 250�0,5 µL

V3 - 25�0,04 mL

Vpom 0,5�0,01 mL 2�0,001 mL

Roztwór G

mG 40�0,2 mg 38�0,03 mg

MG 400�20 g/mol 152�2 g/mol

V1 0,4�0,03 mL 25�0,04 mL

Porcja titr. 5�0,3 µL 5�0,001 µL

Wielkości pochodne

cH 8,00�2,4% mmol/L 40�2,1% µmol/L

cG 0,25�9,0% mol/L 10�1,3% mmol/L

nH 4,0�3,1% µmol 80�2,1% nmol

nG 1,25�11% µmol 50�1,3% nmol

nG/nH 0,31�11% 0,63�2,5%

mH, mG - nawȧzki H i G; V1 - objętósć, w której rozpuszczałem naważkę H lub G;V2 objętósć roztworu
pobrana do rozciénczenia do objętósciV3; Vpom - objętósć roztworu przeniesiona do naczynia

pomiarowego (kuwety lub probówki);Vtitr objętósć porcji titranta.

kiem 2,5 nm i úsrednianiem 0,4 s. Stężenia i objętósci titranta zostały dobrane aby zapewnić stopién

skompleksowania na koniec miareczkowaniap� 0,7�0,90. Dla receptorów DAB miareczkowanych

migdalanem nie obserowałem poziomego plateu, ponieważ anion migdalanu wykazuje absorpcję w mie-

rzonym zakresie.

Na poni̇zszych wykresach przeprowadzonych miareczkowań zaznaczone są punkty doświadczalne,

krzywa teoretyczna będąca ich dopasowaniem, oraz procentowe udziały formy H i HG w mieszaninie

(odpowiednio czerwona i niebieska krzywa). Mały wykres poniżej przestwaia w postaci słupków rozkład

resztek. Sinusoidalny rozkład dający się zauważyć w kilku przypadkach ma znikomą amplitudę rzędu

0,5% wartósci ∆Amax i jest następstwem błędów w stężeniach reagentów.

189

http://rcin.org.pl



(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

70a

0,15

0,25

0,35

0,45
In

te
n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-1,0E-3
-5,0E-4

0
5,0E-4
1,0E-3

v
a
lu

e

0,15

0,25

0,35

0,45

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-0,001
0

0,001

v
a
lu

e

0,20

0,30

0,40

0,50

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-0,001
0

0,001

v
a
lu

e

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-0,002
0

0,002

v
a
lu

e

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

70b

0,25

0,35

0,45

0,55

0,65

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-5,0E-4
0

5,0E-4

v
a
lu

e

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-0,001

0

0,001

v
a
lu

e

0,15

0,20

0,25

0,30

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-5,0E-4
0

5,0E-4

v
a
lu

e

0,15

0,20

0,25

0,30

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-5,0E-4
0

5,0E-4

v
a
lu

e

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

70c

0,20

0,30

0,40

0,50

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-0,00�

0

0,001

v
a
lu

e

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-0,002
-0,001

0
0,001
0,002

v
a
lu

e

0,25

0,35

0,45

0,55

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-0,001
0

0,001

v
a
lu

e

0,35

0,45

0,55

0,65

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,02 0,06 0,10 0,14 0,18
titre volume/ml

-0,001

0

0,001

v
a
lu

e

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

70d

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25 0,35
titre volume/ml

-1,0E-3
-5,0E-4

0
5,0E-4
1,0E-3

v
a
lu

e

0,08

0,12

0,16

0,20

0,24

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25 0,35
titre volume/ml

-0,001

0

0,001

v
a
lu

e

0,135

0,145

0,155

0,165

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-1,0E-3
-5,0E-4

0
5,0E-4
1,0E-3

v
a
lu

e

0,09

0,11

0,13

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

5 15 25
point number

-5,0E-4

0

5,0E-4

v
a
lu

e

190

http://rcin.org.pl



(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

70e

0,15

0,25

0,35

0,45

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-0,001

0

0,001

v
a
lu

e

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-0,001

0

0,001
v
a
lu

e

0,30

0,40

0,50

0,60

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-0,001

0

0,001

v
a
lu

e

0,40

0,50

0,60

0,70

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-1,0E-3
-5,0E-4

0
5,0E-4
1,0E-3

v
a
lu

e

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

70f
0,40

0,50

0,60

0,70

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,050,100,150,20 0,25
titre volume/ml

-0,002
-0,001

0
0,001
0,002

v
a
lu

e

0,30

0,40

0,50

0,60

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,050,100,150,20 0,25
titre volume/ml

-0,001
0

0,001

v
a
lu

e

0,35

0,40

0,45

0,50

0,55

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,02 0,06 0,10 0,14 0,18
titre volume/ml

-0,002

0

0,002

v
a
lu

e

0,54

0,58

0,62

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,02 0,06 0,10 0,14 0,18
titre volume/ml

-0,001

0

0,001

v
a
lu

e

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

70g
0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-0,002
-0,00�

0
0,001
0,002

v
a
lu

e

0,75

0,85

0,95

1,05

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-0,001
0

0,001

v
a
lu

e

0,50

0,60

0,70

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-0,002

0

0,002

v
a
lu

e

0,16

0,20

0,24

0,28

0,32

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,02 0,06 0,10 0,14 0,18
titre volume/ml

-0,001
0

0,001

v
a
lu

e

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

70h
0,10

0,15

0,20

0,25

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25 0,35
titre volume/ml

-1,0E-3
-5,0E-4

0
5,0E-4
1,0E-3

v
a
lu

e

0,16

0,20

0,24

0,28

0,32

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25 0,35
titre volume/ml

-1,0E-3
-5,0E-4

0
5,0E-4
1,0E-3

v
a
lu

e

0,13

0,15

0,17

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-0,001
0

0,001

v
a
lu

e

0,04

0,06

0,08

0,10

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
titre volume/ml

-5,0E-4

0

5,0E-4

v
a
lu

e

191

http://rcin.org.pl



(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

71a
0,045

0,050

0,055

0,060

0,065

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o

rm
a

ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o

 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

5 � 25
point number

-����-4

0

����-4

v
a

l#
�

In
te

n
s
it
y

0,040

0,045

0,050

0,055

0,060

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

5 �� 25
point number

-2,0E-4
-1,0E-4

0
1,0E-4
2,0E-4

v
a
l�

�

. Data at 412.5

0,045

0,050

0,055

0,060

0,065

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-2,0E-4
-1,0E-4

0
1,0E-4
2,0E-4

v
a
lu

e

. Data at 415

0,040

0,050

0,060

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-2,0E-4

0

2,0E-4

v
a
lu

e

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

71b
0,045

0,050

0,055

0,060

0,065

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-	
��-4

0

	
��-4

v
a
l�

�

0,055

0,060

0,065

0,070

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o

rm
a

ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o

 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-����-4
-����-4

0
����-4
����-4

v
a

lu
e

In
te

n
s
it
y

v
a

lu
e

0,065

0,067

0,069

0,071

0,073

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-1,0E-4

0

1,0E-4

v
a
lu

e

0,056

0,060

0,064

0,068

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-1,0E-4
-5,0E-5

0
5,0E-5
1,0E-4

v
a
lu

e
(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

71c

0,052

0,056

0,060

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-5,0E-4

0

5,0E-4

v
a
lu

e

0,065

0,075

0,085

0,095

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-2,0E-4
-1,0E-4

0
1,0E-4
2,0E-4

v
a
lu

e

0,055

0,060

0,065

0,070

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,010,020,030,040,05
titre volume/ml

-2,0E-�

0
2,0E-�

v
a
l�

�

0,060

0,065

0,070

0,075

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,010,020,030,040,05
titre volume/ml

-2,0E-�

0

2,0E-�

v
a
l�

�

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

71d
1,7E-2

1,8E-2

1,9E-2

2,0E-2

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-1,0E-4

0

1,0E-4

v
a
lu

e

0,045

0,055

0,065

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-2,0E-4
0

2,0E-4

v
a
l�

�

0,020

0,030

0,040

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-1,0E-4

0

1,0E-4

v
a
lu

e

0,030

0,040

0,050

0,060

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-��� -4

0

2,0E-4

v
a
lu

e

192

http://rcin.org.pl



(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

71e
0,040

0,045

0,050

0,055

0,060

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-2,0E-4
-1,0E-4

0
1,0E-4
2,0E-4

v
a
l#

�

0,035

0,040

0,045

0,050

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-4,0E-4
-2,0E-4

0
2,0E-4
4,0E-4

v
a
l�

�

0,035

0,045

0,055

0,065

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-����-4

0

1,0E-4

v
a
lu

e

0,030

0,040

0,050

0,060

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-���	-4
0

���	-4

v
a
lu

e

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

71f
0,054

0,056

0,058

0,060

0,062

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-4,0E-4
-2,0E-4

0
2,0E-4
4,0E-4

v
a
lu

e

0,036

0,040

0,044

0,048

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-2,0E-4

0

2,0E-4

v
a
lu

e

0,020

0,025

0,030

0,035

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

5 
 25
point number

-1,0E-4
0

1,0E-4

v
a
l�

�

0,030

0,040

0,050

0,060

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

5 15 25
point number

-1,0E-3
-5,0E-4

0
5,0E-4
1,0E-3

v
a
lu

e

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

71g

0,040

0,050

0,060

0,070

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-����-4

0

����-4

v
a
lu

e

0,035

0,045

0,055

0,065

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-2,0E-4
-1,0E-4

0
1,0E-4
2,0E-4

v
a
lu

e

0,064

0,068

0,072

0,076

0,080

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,010,020,030,040,05
titre volume/ml

-1,0E-4

0

1,0E-4

v
a
lu

e

0,068

0,072

0,076

0,080

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,010,020,030,040,05
titre volume/ml

-1,0E-4

0

1,0E-4

v
a
lu

e

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

71h
0,050

0,060

0,070

0,080

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-2,0E-�
0

2,0E-�

v
a
lu

e

0,055

0,065

0,075

0,085

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-4,0E-4
-2,0E-�

0
2,0E-�
4,0E-4

v
a
lu

e

0,025

0,035

0,045

0,055

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-1,0E-4
0

1,0E-4

v
a
lu

e

0,035

0,045

0,055

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-2,0E-4

0

2,0E-4

v
a
l�

�

193

http://rcin.org.pl



(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

71i

0,034

0,038

0,042

0,046

0,050

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-4,0E-4
-2,0E-4

0
2,0E-4
4,0E-4

v
a
lu

e

0,040

0,045

0,050

0,055

0,060

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-5,0E-4

0

5,0E-4
v
a
l#

�

0,030

0,040

0,050

0,060

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-2,0E-4

0

2,0E-4

v
a
lu

e

0,025

0,035

0,045

0,055

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-1,0E-4
0

1,0E-4

v
a
lu

e

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

71j

0,034

0,038

0,042

0,046

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-2,0E-4
0

2,0E-4

v
a
lu

e

0,034

0,038

0,042

0,046

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,10 0,15 0,20
titre volume/ml

-2,0E-4
0

2,0E-4

v
a
lu

e

0,035

0,045

0,055

0,065

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

5 15 25
)�int number

-1,0E-4
0

1,0E-4

v
a
lu

e

0,040

0,050

0,060

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

5 � 25
point number

-2,0E-4
-1,0E-4

0
1,0E-4
2,0E-4

v
a
l�

�

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

71k
0,075

0,085

0,095

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-2,0E-�
�1,0E-�

0
1,0E-�
2,0E-�

v
a
lu

e

0,050

0,060

0,070

0,080

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-2,0E-�

0

2,0E-�

v
a
lu

e

0,035

0,040

0,045

0,050

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-2,0E-4
-1,0E-4

0
1,0E-4
2,0E-4

v
a
l�

�

0,048

0,052

0,056

0,060

0,064

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-2,0E-4
0

2,0E-4

v
a
lu

e

(S)-Man (R)-Man D-AcPhe L-AcPhe

71l

0,055

0,065

0,075

0,085

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-4,0E-4
-2,0E-�

0
2,0E-�
4,0E-4

v
a
lu

e

0,075

0,080

0,085

0,090

0,095

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,05 0,15 0,25
titre volume/ml

-2,0E-	

0

2,0E-	

v
a
lu

e

0,045

0,050

0,055

0,060

0,065

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-2,0E-4
-1,0E-4

0
1,0E-4
2,0E-4

v
a
l


�

0,050

0,055

0,060

0,065

In
te

n
s
it
y

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 f
o
rm

a
ti
o

n
 r

e
la

ti
v
e

 t
o
 A

Obs-Calc intensity (unweighted)

0,01 0,03 0,05
titre volume/ml

-2,0E-4

0
2,0E-4

v
a
lu

e

5.2.3 Eksperymenty Joba

Eksperymenty Joba prowadziłem pod kontrolą1H NMR, przy stę̇zeniu ok 0,02M, co zapewniało do-

brą czułósć pomiaru. Poni̇zej przedstawiam wykresy Joba dla czterech receptorów, anionem był (S)-

migdalan TBA. Dla receptora69a śledziłem przesunięcia wygnału pochodzącego od pirolowego NH,

dla receptorów serii DAB i DAAśledziłem przesunięcia syngłaówch pochodzących od wewnętrzych
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atomów grupy (tio)mocznikowej.

a)

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

x(H)

b)

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

A

c)

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

x(H)

d)

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

 x(H)
.

Rysunek 5.2:Wykres Joba dla a) 69a wskazuje na mieszaną stechiometrię HG + HG
2
, b)

70a i c) 71e) wskazują prostą stechiometrię 1 : 1, wykres d) błędnie sugeruje
prostą stechiometrię dla receptora 71m (a-CDCl

3
, b,c,d-CD

3
CN)

5.3 Miareczkowania konkurencyjne

5.3.1 Miareczkowania z receptorem odniesienia

Miareczkowania konkurencyjne prowadziłem w MeCN-d3 (zawartósć wody <0,05%). Stę̇zenie bada-

nego receptora wynosiło 0,01M, stę̇zenie achiralnego receptora odniesienia 0,005M, początkowa ob-

jętósć w probówceV � 0,5mL. Stę̇zenie chiralnych soli TBA wynosiło 0,15M. Roztwór anionu do-

dawałem w ósmiu krokach po 6,25 µL za pomocą mikrostrzykawki, aż do osiągnięcia 1 ekw. anionu

(nH�

�nHref � nanion). Pozwalało to uzyskác 7 punktów spełniających warunek (3.4). Położenia sygna-

łów mierzyłem z dokładnóscią do 3 miejsc po przecinku. Maksymalne przesunięcia (δ max) dla receptora

odniesienia70i wyznaczyłem za pomocą miareczkowań odpowiednim anionem pod kontrolą1H NMR.

Wynosiły oneδ max
� 9,170ppm dla Man iδ max

� 9,307ppm dla AcPhe. Wartość maksymalnego prze-

sunięca dla badanego recepotra udokładniałem numerycznie pod kątem największej spójności wyników

między wszystkimi punktami doświadczalnymi – minimalizacja
°

i
pᾱ�αiq

2

ᾱ2 . Niepewnósć kȧzdego po-

miaru oszacowałem jako odchylenie standardowe wyników dla poszczególnych punktów doświadczal-

nych i przemnȯzyłem przez współczynnik t-Studenta, wynoszący 2,01 (dlan� 7 i przedziału ufnósci

95%).
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5.3.2 Miareczkowanie bez receptora odniesienia

Miareczkowania konkurencyjne z wykorzystaniem racemicznego migdalanu prowadziłem w MeCN-d3.

Stę̇zenie soli w próbce wynosiło 0,01M, a początkowa objętość 0,5 mL. Stę̇zenie receptora ograniczone

jego rozpuszczalnością wynosiło 0,025M. Porcje receptora do osiągnięcia 1 ekw. dodawałem w ośmiu

krokach po 25 µL, następnie dodałem dwie porcje po 100 µL uzyskując punkty 1,5 i 2,0 ekw. Za maksy-

malne przesunięcie jednego z enancjomerów migdalanu przyjąłem wartość z ostatniego punktu miarecz-

kowania (2 ekw.),δ max dla drugiego udokładniałem numerycznie tak, jak opisałem powyżej. Analogicz-

nie przeprowadziłem pomiary z zastosowaniem pseudoramicznicznej-znakowanej deuterem mieszaniny

migdalanu. Dla usprawnienia pomiaru do mieszaniny dodałem po 5 µL CDCl3 i CDCl3, które słu̇zyły za

sygnały odniesienia. Niepewność pomiaru oszacowałem w obu wariantach tak, jak dla miareczkowania

ze wzorcem.

5.3.3 Pomiary ELSE i ELLE

Przygotowanieżywic jonowymiennych

Żywica z przeciwjonem hydroksylowym Amb-OH

Handlowo dostępną̇zywicę Amberlite-400-Cl (100 g, ok. 140 mL) umieściłem w szklanej kolumnie do

chromatografii i przepłukałem 5% NaOH (1 L) w powolnym przepływie (ok. 30 mL min�1), ȧz kropla

wycieku dodana do 0,1M AgNO3 powodowała tylko słabe zmętnienie. Następnieżywicę przemyłem wo-

dą destylowaną (1,5 L, przepływ ok. 60 mL min�1), ȧz pH wycieku wynosiło ok 8-9. W kolejnym kroku

złoże przemyłem metanolem (0,5 L, 60 mL min�1), po odsączeniu suszyłem na wyparce próżniowej w

40�C.

Otrzymywanie żywicy z chiralnym karboksylanem, metoda ogólna

Żywicę Amb-OH (5 g, 9mmol grup funk.) zawiesiłem w roztworze chiralnego kwasu (15 mmol) w

metanolu (25 mL) i mieszałem mechanicznie przez 10 min. Po opadnięciu ziaren, rozpuszczalnik zde-

kantowałem,̇zywicę trzykronie wypłukałem metnolem, który oddzielałem przez dekantację, następnie

resztę metanolu odparowałem na wyparce.Żywicę suszyłem przez noc pod wysoką próżnią. Dla kwasu

migdałowego otrzymałem 6,12ġzywicy (przyrost 1,12g), zas po zatężeniu połączonych porcji metanolu

otrzymałem 920 mg osadu. Oba wyniki spójnie wskazują na obsadzenie grup funkcyjnych nażywicy

wynoszące 1,8 mmol g�1.

Eksperyment ELSE

W zakręcanej fiolce 2 mL umieściłem 10 µmol receptora, 60 mgżywicy (ok 100 µmol anionu), dodałem

200 µL acetonitrylu i 100 µL 0,05M TBACl w MeCN (5 µmol. Wrzuciłem mieszadełko magnetyczne

(4x1 mm) i zakręciłem fiolkę. Intensywnie mieszałem przez 3h. Mieszaninę przesączyłem przez warstwę

Celitu®(ok. 5mm) w pipecie zatkanej zwitkiem waty, przesącz zbierałem do zakręcanej fiolki 2 mL. Dla

pomiarów z migdalanem Celit przemyłem izopropanolem (500 µL), dodałem 6M HCl w izopropanolu

(100 µL). Fiolkę zakręciłem nakrętką z uszczelką silikonowo-teflonową. Derywatyzację prowadziłem w

90�C przez 30 min. Następnie roztwór ochłodziłem do t.pok., dodałem wodę (500 µL) i ekstrahowałem

otrzymany ester do n-heksanu (200 µL)118. Dla pomiarów z aminokwasami, Celit przemyłem aceto-

nitrylem (500 µL), dodałem jodek izopropylu (2 µL, 20 µmol). Fiolkę zakręciłem nakrętką z uszczelką
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silikonowo-teflonową. Derywatyzację prowadziłem w 80�C przez 1 h119.

Eksperyment ELLE

Racemiczny wodny roztwór migdalanu sodu 0,2M, doprowadziłem do pH=6 dodając kroplami 0,01M

HCl i NaOH. W zakręcanej fiolce umieściłem 10 µmol receptora, dodałem 500 µL 0,01M roztworu

TBACl w DCM i 500 µL wodnego roztworu migdalanu sodu. Fazy intensywnie mieszałem na miesza-

dle magnetycznym przez 3h. Po zaprzestaniu mieszaniu i rozdzieleniu faz przy użyciu mikrostrzykawki

250 µL pobierałem ostrożnie fazę organiczą, którą przenosiłem do kolejnej fiolki, w której prowadziłem

derywatyzację tak jak w metodzie ELSE.

Analiza GC enancjomerów migdalanu

Estry izopropylowe kwasu migdałowego ekstrahowane do n-heksanu analizowałem na kolumnie Chirasil-

Dex-CB (25m, Agillent). Warunki rozdziału:Vnastrz�3µL, split=8:1,tcol �130�C, przepływ 2 mL min�1,

tin j � 230�C, tdetek� 250�C, tR[min]: 8,1((S)-Man) i 8,9 ((R)-Man).

Analiza GC mieszaniny aminokwasów

Estry izopropylowe N-acetylowych pochodnych aminokwasów analizaowałm na kolumnie Chirasil-Val

(25m, Agillent). Warunki rozdziału:Vnastrz� 3µL, split=8:1, tcol � 60�C 3 min, ramp. 5�C min�1;

120�C , przepływ 1,5 mL min�1, tin j � 230�C, tdetek� 250�C, tR[min]: 8,5 (D-Ala), 9,7 (L-Ala), 12,2

(D-Val), 13,6 (L-Val), 15,4 (D-Leu), 17,6 (L-Leu), 24,7 (D-Met), 25,9 (L-Met), 27,4 (D-Phe), 28,4 (L-

Phe).

5.4 Pomiary MS

Roztwory do pomiarów MS przygotowałem z użyciem acetonitrylu klasy LC-MS (Merck).

Pseudoracemiczne mieszaniny soli TBAotrzymałem poprzez zmieszanie równomolowych ilości

znakowanego i nieznakowanego enancjomeru kwasu (po. ok. 0,2 mmol), mieszaninę rozpuściłem w

metanolu (5 mL), za pomocą pipety automatycznej dodałem dokładnie 1 ekw. mianowanego roztworu

TBAOH w metanolu 1,065 mol dm�3. Metanol odparowałem na wyparce, pozostały olej suszyłem pod

wysoką pró̇znią. Olej rozpúsciłem w acetonitrylu i przeniosłem ilościowo do kolby miarowej 10 mL,

rozcienczyłem do 10 mL, otrzymująć roztwór o znanym stę̇zeniu.

Pomiar RPI

Do typowego pomiaru Ms u̇zywałem mieszaniny receptora i pseduoracemicznej soli o stężeniach odpo-

wiednio: 2,5�10�6 M i 2,5�10�5 M. Takie stę̇zenia gwarantowały,̇ze intensywnósć syngłów od kom-

pleksów była w optymalnym przedziale czułośći detektora (5�105 - 5�106 cps)

Aparat: 4000 Q-TRAP (Applied Biosystems)

Źródłu jonów - Electospray Turbo Ion

Ustawienia źródła jonów:
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gaz kurtnowy curtain gas CUR 20 psi

gaz rozpylający ion source gas 1 GS1 20 psi

potencjał deklasteringu declustering potential DP 0 V

napięcie iglicy Ion Spray (IS) 4500 V

Roztwór dozowany był pompą strzykawkową z szybkością 10 µL min�1. Analiza intensywnósci piku

o wybranej wartósci m/z realizowana była aparaturową procedurąMultiion.

5.5 Fazy stacjonarne

Impregnowanie handolwych płytek TLC

Płytki pokryteżelem krzemionkowym 60 (Merck) o wymiarach 10x10 cm zanurzałem na 5 s w roztworze

wybranej soli TBA w metanolu, po wyjęciu płytkę osuszałem ręcznikiem papierowym, następnie suszy-

łem przez 8h w eksykatorze próżniowym. Kontrolną płytkę odniesienia zanurzałem w czystym metanolu

i suszyłem w taki sam sposób. Receptory nanosiłem nażel za pomocą kapilary, płytkę analizowałem

przy u̇zyciu lampy UV 366 nm.

Płytki pokrywane samodzielnie

Do wody destylowanej (90 mL) dodałem 25% roztwór TMAOH w metanolu (10,3 mL, dokładne stężenie

2,42 mol dm�3, 25 mmol) oraz enancjomerycznie czysty kwas migdałowy (3,8g, 25 mmol, 0,5 mmol/gCSP)i

mieszałem ȧz do całkowitego rozpuszczenia kwasu. Do roztworu dodałem następnieżel krzemionkowy

(50 g, 10% gipsu), wymieszałem do uzyskania jednorodnej zawiesiny. Warstwężelu rozporowadzałem

szklanych płytkach 20x20cm za pomocą ręcznego aplikatora Camag z grubością warstwy ustawioną na

0,50 mm. Opisaną porcją zawiesiny mogłem powlec 4-5 płytek. Płytki pozostawiłem do wyschnięcia na

noc. Bezpósrednio przed u̇zyciem, płytki suszyłem przez 2h w suszarce w temp. 80�C. Analizy prowa-

dziłem na pociętych płykach o wielkości 10x10 cm. Receptory nanosiłem nażel za pomocą kapilary,

płytkę analizowałem przy u̇zyciu lampy UV 366 nm.

CSP-1

Żywicę Amberlite-400 z jonami hydroksylowymiAmb-OH (5,0 g) zawiesiłem w roztworze kwasu

(S)-migdałowego (1,7 g, 11,2 mmol) w metanolu (30 mL).Żywicę przepłukałem czystym metanolem

(3x30 mL) oddzielając rozpuszczalnik przez dekantację, resztę rozpuszczalnika usunąłem na wyparce.

Następniėzywicę roztarłem w moździėzu na drobny proszek i suchym złożem napełniłem obudowę do

kolumny HPLC o wymiarach 10 cm x 4,6 mm ID.

CSP-2

Żel krzemionkowy do HPLC (6,5g, Watsil spherical, 100 Å, 5 µm, 300 m2 g�1) wysuszyłem przez aze-

otropowe odpoarowanie wody z toluenem. Suchyżel zawiesiłem w suchym toluenie (35 mL) i doda-

łem 3-bromopropylotrichlorosilan (65 µL, 0,25 mmol)123, reakcję prowadziłem w temp. wrzenia pod

chłodnicą zwrotną, pod argonem, z mieszaniem mechaninczym przez 2 dni.Żel odsączyłem na lejku

ze spiekiem G5 i przemyłem toluenem. Analiza elementarna próbkiżelu suszonego w 50�C pod wyso-
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ką pró̇znią dała wynik: C-1,55%; H-0,37%; Br-0,92%, co odpowiada obsadzeniu powierzchiżelu ok 1

cząst. na 10 nm2 (75 µmol g�1).

Następniėzel zawiesiłem w toluenie (35 mL) z heksametylodisilanem (HMDS, 2 mL), reakcję prowa-

dzłem w temp. wrzenia, pod chłodnicą zwrotną, pod argonem, z mieszaniem mechanicznym przez noc.

Żel odsączyłem i przemyłem. Analiza elementarna dała wynik: C-2,0%; H-0,55%, Br-0,89%, co wska-

zuje na przyłączenie grup trimetylosililowych do powierzchni.

Żel zawiesiłem w acetonitrylu (30 mL), dodałem tributyloaminę (2 mL) reakcję prowadziłem w temp.

wrzenia z mieszaniem mechanicznym przez noc.Żel odsączyłem i przemyłem. Analiza elementarna da-

ła wynik C-2,73%; H-0,71%; N-0,10%, co jest zgodne z całkowitym podstawieniem bromu przez grupę

tributyloaminową. Wyniki analizy elementarnej dla bromu nie były powtarzalne, co za tym idzie miaro-

dajne.

Żel zawiesiłem w cykloheksanie i zawiesiną napełniłem obudowę kolumny do HPLC. Przy użyciu pom-

py do HPLC przez kolumnę przepuściłem 200 mL 0,1M roztworu (S)-migdalanu TBA w acetonitrylu

(140-krotny nadmiar względem jonów bromkowych na kolumnie), w wolnym przepływie 0,1 mL/min.

Następnie kolumnę przemyłem czystym acetnitrylem (100 mL). Tak przygotowaną kolumnę używałem

do analiz.

Żel krzemiokowy z grupami azydkowymi (CSP-4)Pokrywanie powierzchni krzemionki bromo-

proylotrichlorosilanem oraz HMDS przeprowadziłem tak jak dlaCSP-2.

Żel krzemionkowy modyfikowany grupami bromopropylowymi zawiesiłem w DMF (30 mL) i dodałem

azydek sodu (2 g), reakcję prowadziłem w 80�Cprzez noc. Krzemionkę odsączyłem, przemyłem DMF

i THF, wysuszłem. Analiza elementarna: C-2,2%, H-0,49%, N-1,6%, Br-brak, wskazywała,że reakcja

substytucji przebiegła do końca. Obecnósć grup -N3 potwierdza pasmo 2115 cm�1 na widmie IR (w

KBr). Obsadzeniėzelu - 1 cząst. na 10 nm2 (75 µmol g�1).

Procedura typowej reakcji dipolarnej cykloaddycji między modyfikowaną krzemionką (CSP-

4) a kwasami 117 i 118

ModyfikowanyżelCSP-4(500 mg, 37 µmol grup N3) zawiesiłem w DMF (5 mL), dodałem odpowiedni

kwas z podstawnikiem propargilowym (1 mmol), CuSO4 (12 mg, 0,05 mmol) oraz kwas askorbino-

wy (12 mg, 0,07 mmol). Reakcję prowadziłem przez 1-3 dni, testowałem temperatury 25, 40 i 80�C.

Opcjonalnie dodawałem ligand127(26 mg, 0,05 mmol). Postęp reakcji oceniałem na podstawie analizy

spaleniowej pobranej, przemytej i wysuszonej porcji krzemionki oraz widm IR (w KBr)

5.6 Modelowanie molekularne

Struktury na Rys. 3.2 i 3.7 uzyskałem za pomocą programu Spartan (Wavefunction Inc.), optymalizację

struktury przeprowadziłem za pomocą półempirycznej metody PM6. Uzyskane geometrie mają charakter

jedynie poglądowy.
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