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Wykaz skrotéw i oznaczeuzytych w pracy:

Ala alanina
a selektywn&t
B = [ _,Knstaczona stata trwakzi
Dy = % wspétczynnik podziatu substancji X
DIPEA diizopropyloetyloamina
DMAP 4-(N,N-dimetyloamino)pirydyna
DMF dimetyloformamid
DCM dichlorometan
DMSO dimetylosulfotlenek
AZ niepewndt wielkosci Z
EDCI 1-etylo-3-(3-(N,N-dimetyloamino)propylo)karbodiimid
ee = % nadmiar enancjomeryczny
ekw. ekwiwalent
ELLE enancjoselektywna ekstrakcja ciecz-ciecz
ELSE enancjoselektywna ekstrakcja ciecz-ciato state
ESI zrodto jonow typielektrosprej
FID detektor ptomieniowo-jonizacyjny w GC
G czasteczka gmia
GC chromatografia gazowa
H czasteczka gospodarza
HOBt 1-hydroksybenzotriazol
K stata trwat&ci kompleksu
Met metionina
MK miareczkowanie konkurencyjne
MS spektrometria mas
Phe fenyloalanina
RMSE = 4/ w - piewiastek zé&redniego odchylenia kwardatowego
RPI relative peak intensitywzgledna intensywriit pikow, parametr MS
TBA kation tetrabutyloamoniowy
THF tetrahydrofuran
TLC chromatografia cienkowarstwowa
TMA kation tetrametyloamoniowy
Tyr tyrozyna
Val walina
X(X) utamek molowy skfadnika X
Y wielko&t fizyczna mierzona podczas miareczkowania
Yy wartst Y dla czystego zwiazku X
YaHe = Yhc —YH
[X] stezenie sktadnika X
[X]o catkowite stgenie sktadnika X we wszystkich jego formach
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Rozdzial 1
Zalozenia i cel pracy

W naszym Zespole od wielu lat zajmujemy si¢ chemig supramolekularna — niekowalencyjnymi
oddzialywaniami typu receptor - substrat. Poczatkowo badania obejmowaty wigzanie czaste-
czek obojetnych i kationéw, w ostatnim czasie przedmiotem zainteresowania staly sig oddzia-
tywania anionéw z elektrycznie obojetnymi receptorami. To drugie zagadnienie jest duzo trud-
niejsze od wigzania kationow, ze wzgledu na réznorodne ksztalty aniondw, ich silng solwatacjg
i niezdolnos$¢ do tworzenia wigzan koordynacyjnych. Kompleksowanie aniondéw realizowane
byto w Zespole poprzez szereg makrocyklicznych i tancuchowych receptoréw zawierajacych
donory wiazan wodorowych w grupach amidowych, mocznikowych i pirolowych!=. Jeszcze
wigkszym wyzwaniem jest badanie proceséw wigzania, w ktérych zaréwno receptor jak i sub-
strat s3 chiralne. Szczegdlnie interesujgce sa w tych uktadach réznice w oddziatywaniach enan-

cjomerycznie czystego receptora z enancjomerami goscia.

Rozpoznanie chiralne — rozréznianie enancjomerycznych substratéw przez homochiralny
receptor — jest najbardziej subtelnym rodzajem selektywnoS$ci i wymaga bardzo precyzyjnej
organizacji przestrzennej struktury receptora. Proces ten jest jednoczesnie powszechnym i fun-
damentalnym zjawiskiem funkcjonujacym w uktadach biologicznych. Wigkszo$¢ czasteczek
wystepujacych w organizmach zywych jest chiralna i w zwigzku z tym selektywne oddziaty-
wania migdzy nimi majg charakter rozpoznania chiralnego. W szczegodlnosci dotyczy to wigza-
nia matych chiralnych czasteczek przez makromolekularne (gtownie biatkowe) receptory, ktore
obejmuje m.in. naturalne szlaki komunikacyjne (neurotransmitery i hormony), percepcje zmy-
stowa (np. odmienny zapach enancjomerow), jak rOwniez dziatanie syntetycznych lekéw. W
konsekwencji, podstawowe badania nad zjawiskiem rozpoznania chiralnego sg bardzo istot-
ne, nie tylko dla pelnego zrozumienia mechanizméw biochemicznych, ale takze z praktycz-
nych powodow, np. dla projektowania nowych lekéw. Rozpoznanie chiralne jest rowniez waz-
ne dla praktyki analitycznej, jest bowiem podstawg rozrdzniania enancjomeréw. Zjawiska te
dotycza oddziatywan analitu z chiralng faza stacjonarng w metodach chromatograficznych, jak

rowniez okreslajg zasady dziatania sensoréw koloryme}:fg’f@@;@\uorescencyjnych czy elek-
s SN
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trochemicznych. Preparatywny rozdziat enancjomerow ndarahromatografii, selektywna
ekstrakcje do fazy statej, czyzdransport przez syntetyczne membrany bazuja na zjawisku
rozpoznania chiralnego.

Mimo tak znacznej wagi omawianego problemu, zagadnienia rozpoznania chiralnego sa
ciagle stosunkowo mato poznane. Przez diugi czas postepy tej gatezi chemii supramolekularnej
byty hamowany przez niedostateczny rozwoj teorii i aparatu pojeciowego; przyczyniaty sie do
tego take praktyczne problemy zwiazane z niedosko$ci narzedzi badawczych. Dopiero
ok. 20 lat temu te dwa ogranicznenia zostaly pokonane i nastapit rozkwih lvadakresie roz-
poznania chiralnego. Gtéwny nurt tych badadotyczy syntezy nowych chiralnych receptoréw
wiazacych okrélonej klasy czasteczki z uwzglednieniem ich enancjodyskryminacii.

Przewidywanie zdolr&xi syntetycznych receptorow do efektywnego rozpoznania chiralne-
go jest bardzo trudne i opiera sie na kilku elementach, do ktorych zaliczgba znajon&t do-
tychczasowych doniegiditeraturowych, przybfione modelowanie komplekséw#&sreceptor
oraz intuicja badacza. Projektowanie receptorow wymaga zwykle gadeferacyjnego. Z
punktu widzenia badapodstawowych, kaly wynik rozpoznania chiralnego (nawet jego brak)
jest bardzo istotny, gdywzbogaca wiedze dotyczaca korelacji struktura—enancjoselek&gwno
Najprostszym sposobem na wzbogacenie tej wiedzy jest ewaluaryahibibliotek recepto-
réw o réznorodnych strukturach. Wia sie to z konieczrszia przeprowadzeniemudnej syn-
tezy wielu serii homologow i analogow. Z oczywistych powoddéw, w dziedzinie rozpoznania
chiralnego takie podggie jest niestychanie rzadkie. Zdecydowana wiegszmniesié litera-
turowych dotyczy pojedynczych receptoréw lub ich matych serii (ok. 3-4), co bardzo utrudnia
uogolnienia.

O ile synteza kombinatoryjnych bibliotek receptoréw nie jest dzisiaj powsn proble-
mem, o tyle ewaluacja receptorow pod katem ich efektyaghws rozpoznaniu chiralnym jest
znacznie trudniejsza. Podstawowe metody badania rozpoznania chiralnego sazhaudnre,
podatne na btedy i obarczonezduniepewnscia pomiarowa. Natomiast alternatywne metody
nie zostaty dotad wiarygodnie zweryfikowane. Zardwno sam teoretyczny aspekt procedur ana-
litycznych, jak réwnie znalezione w literaturze przyktady btednych analiz, sktonity mnie do
przeprowadzenia bardzo wnikliwej i krytycznej rewizji $iiowych metod badania rozpozna-
nia chiralnego. Szczegoétowa analiza teorii i praktyki procedur pomiarowych, ktora przedstawie,
przekonata mnieze etap analizy jest najwiekszym hamulcem lhadatej dziedzinie. Jest ze
zrédtem powanych bteddéw, ktére powodujge w chwili obecnej jakakolwiek meta-analiza
opublikowanych wynikéw bytaby bezwa#&oiowa, a nawet wprowadzajaca w btad.

Z powyzszych powodéw moim gtéwnym celem byto opracowanie i wyznaczenie zakresu
stosowalnéci alternatywnych metod badania rozpoznania chiralnego w odniesieniu do chiral-
nych aniondéw karboksylanowych. Aby zrealizawa zadanie potrzebowatem grupy testowych
receptoréw, ktére skytyby do krytycznej ewaluacji nowych metod i ich optymalizacji. Grupa
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receptoréw powinna liywystarczajaco liczna i zahicowana strukturalnie, dlatego opracowa-

na metoda ich otrzymywania powinnadgiogodna w syntezie serii homologéw i analogéw.
Opracowanie takiej metody i przeprowadzenie syntezy rodziny receptorow stanowito dodatko-
wy cel mojej pracy, niezbedny do realizacji gtdbwnego zeltia. Po opracowaniu stosownej,
0golnej metody syntezy planowatem przeprowadzenie dla rodziny tak otrzymanych receptorow
korelacji miedzy ich struktura a zdolaciami do enancjodyskryminacji, co mogtoby w przy-
sztosci postzyc jako wytyczne do projektowania receptoréw o lepszychseitacsciach.
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Rozdziat 2
Czese Literaturowa

Chodzi o pewien rodzaj uczciwosci naukowej, zasade naukowego myslenia, ktora
wiaze sie z bezwzgledna uczciwoscia — deftoe wszelkich staran. Jesli na przyktad
robicie jakies doSwiadczenie, to powinniscie opisat wszystko to, co — waszym zda-
niem —mogtoby podac je w watpliwosc (nie tylko to, co w nim jest w porzadku), inne
przyczyny, ktére mogty da¢ podobny wynik, rzeczy, ktére jak sie wam wydaje udato
sie wykluczyt na podstawie innego dosSwiadczenia i na czym to polegakebsk,
mie€ pewnos@&e ktos inny tebedzie mégt przyznaze zostaty wyeliminowane.

Powinniscie podat wszystkie szczegoty, ktére mogty budzic watpliwosci co do wa-
szej interpretacji, jeSli oczywiScie je znacie. Musicie zrobi¢ wszystko, na co was
stac.

R. Feynman, z przeméwienia na uroczgsiarozdania dyploméw, Caltech 1974

2.1 Wprowadzenie

Poczatek XIX wieku to burzliwy rozwéj chemii oraz fizyki. Odkrycie wielu zjawisk z pogra-
nicza tych dziedzin, rozumianego dzisiaj jako chemia fizyczna / fizyka chemiczna, utorowato
droge do wielu dalszych odkzy W roku 1827 Wohler zauwayt, ze dwa zwiazki chemiczne

- kwas cyjanowy i kwas piorunowy maja taki sam sktad pierwiastkowy minzayéh wisci-

wosci. Rok pdzniej, po kolejnym spostzniu, ze mocznik ma taki sam sktad jak cyjanian
amonu, Wohler przeprowadzit jego termiczna izomeryzacje do mocznika. Ta prosta przemiana
podwayta obowiazujaca wéwczas teorie o sile witalnej i otworzyta drzwi dla rozwoju chemii
organicznej rozumianej nie tylko jako badanie zwiazkéw naturalnych, ale uwzgledniajace;j

'Rozdziat ten przygotowatem bazujac na przegladzie Fl&ck#oliczndsciowym eseju Cintaga
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takze mazliwoSt projektowania i syntezy nowych zwiazkéw organicznych. W roku 1830 Berze-
lius wprowadzit pojecie izomerii jako natiwoSci istnienia ranych substancji o identycznym
sktadzie.

Wczesniej nastapit istotny rozwaj krystalografii, sposéb doktadnego badania i opisywania
krysztatdw (gtéwnie mineratéw) podat Hatly w 1809 (siedem klas krystalograficznych, pojecie
komoérki elementarnej, jej parametry). W fizyceszawaly intensywne badania natusyia-
tla - odkryto jego polaryzacje. W roku 1812 Biot zawyh ze krysztaty kwarcu wystepuja w
postaci dwdch form bedacych odbiciami lustrzanymi, z ktéryctdkaskreca ptaszczyzne pola-
ryzacji Swiatta w przeciwna strone. Dwa lata pézniej ten sam uczony odkryt zjawisko skrecania
ptaszczyzny polaryzacfwiatta przez roztwory niektérych substancji organicznych pochodze-
nia naturalnego.

Nalezy tutaj zaznaczy, ze mimo ugruntowanej jteorii atomowej Daltona i znajongoi
zjawiska izomerii, struktura materii pozostawata w tamtych latach prawie nieznana. Nie istnia-
ta zadna powszechnie uznawana teoria dotyczaca sposobu powiazania atoméw w czasteczce,
zwlaszcza przestrzennego ich rozmieszczenia. Jedyna sugestie dotyczaca potencjalnej struk-
tury czasteczek wysunat Hally, ktéry stwierdzié makroskopowy ksztatt krysztatu stanowi
odzwierciedlenie podstawowej jednostki budulcowej materii.

Tak z grubsza zarysowuija sie nagméejsze odkrycia naukowe i stan wiedzy, besgalnio
poprzedzajace przelomowa publikacje Pastéunaelkiego francuskiego uczonego (1848 r.).
Pasteur dokonat swoich najistotniejszych odkaiptyczacych chiralr&ei na serii prostych kwa-
so6w karboksylowych i ich soli. Nakaty do nich kwas winowy), jabtkowy (2), asparagino-
wy (3), bursztynowy 4) i mrowkowy (5). Trzy pierwsze z wymienionych kwasow sa chiralne,
dwa pozostate achiralne. We wspomnianej pierwszej pracy z 1848 r., Pasteur opisuje produkty
krystalizacji homochiralnego kwasu winowegdartaric — skrecajacy ptaszczyzne polaryzaciji
Swiatta) i 12 jego soli oraz produkty krystalizacji Sz&u soli racemicznego kwasu winowe-
go (para-tartaric— nie skrecajacy ptaszczyzny polaryzanjiatta). Racemiczny kwas winowy
znany byt wéwczas jako izomer kwasu winowego (pamietagpaypudowa czasteczkowa pozo-
stawata zupetnie nieznana).

Bardzo wnikliwa analiza otrzymanych krysztatow, rzet&hbadawcza oraz spostrzegaw-
czast Pasteura pozwolity mu zaobserwdyae w przypadku homochiralnego kwasu winowe-
go kazda jego s6l dawata asymetryczne krysztaty, co wiecej, zdya razem obserwowate
wszystkie krysztaty miaty mniejszgciany zwrécone w prawo. Bardziej ziona byta analiza
soli racemicznego kwasu. Sgrdd széciu ré&nych soli, produkty krystalizacji trzech z nich nie
nadawaly sie do badaw jednym przypadku autor otrzymat krysztaty achiralné, dia winia-
nu sodowo-amonowego i sodowo-potasowego uzyskat krysztaty chiralne. W dwoch ostatnich
przypadkach krysztaewei prawewystepowaty w pordwnywalnych igziach. Krysztaty be-
dace swoimi odbiciami lustrzanymizgia sie morfologicznie bardzo nieznacznie, tylko ana
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Rysunek 2.1:Kwasy uzyte przez Pasteura w badaniach nad chiralnoscia

obserwacja matychcian pod mikroskopem pozwala stwier@zhiraln&t krysztatu i zakwali-
fikowat go jakolewybadzprawy. Ogromnym naktadem pracy Pasteur pogrupowat krysztaty ze
wzgledu na ich chiralr&. Wodne roztwory posortowanych krysztatow skrecaly ptaszczyzne
polaryzacjiSwiatta w przeciwnych kierunkach. Na podstawie tych obserwacji Pasteur wywnio-
skowat,ze kwaspara-tartaric jest w istocie mieszanina sktadajaca sie z rownycécildwasu
winowego (artaric) i zwiazku bedacego jego lustrzanym odbiciem. Pasteur tym jednym ty-
pem eksperymentu odkryt izomerie optyczna, vépidsktad mieszaniny racemicznej i dokonat
pierwszego w historii rozdziatu racematu na enancjomery. Rezultat osiagniety przez badacza
wydawat sie tak nieprawdopodobrae Pasteur zostat poproszony przez Biota aby powt6rzyt
eksperyment w jego obecsa na odczynnikach dostarczonych i sprawdzonych przez Biota, co
oczywiscie bez problemu wykonat.

Wynik Pasteura prowokowat do stawiania kolejnych pyitarzeprowadzenia dalszych eks-
perymentéw. Badajac krysztaty wielu innych zwiazkéw, ktérezmebyto wydzielt z produk-
tow naturalnych w formie chemicznie i optycznie czystej, stwierdzat,chiralne substancje
(skrecajace ptaszczyzne polaryzaijiiatta) zawsze daja chiralne krysztatly. Jakkolwiek cza-
sami nie byt w stanie zaobserwotvahiralnej morfologii krysztatéw, postulowat wowczas
budowa wewnetrzna krysztatu jest chiralna.

Znane byty wowczas chiralne krysztaty powstate przez krystalizacje z roztworéw nieczyn-
nych optycznie. W przypadku mrowczanu strontu (HCGED)Pasteur otrzymadrawei lewe
krysztaty, ktére po rozdzieleniu i rozpuszczeniu dawaty roztwory nieczynne optycznie, z czego
wywnioskowat,ze zwiazek jest achiralny, a jedynie mémie czasteczek w krysztale wymusza
asymetrig. Co wiecej, zauws, ze w przeciwi@stwie do racematu, dla mréwczanu strontu sto-
sunek liczby krysztatévyprawychdo lewychbyt zmienny i r&ny od 1:1. W roku 1852 Pasteur
zaproponowat wyjanienie zjawiska powstawania achiralnych krysztatéw z roztworéw racema-
tow. Postulowat on powstawanie achiralnych dimerow, na ktére sktada sie po jednej czasteczce
kazdego z enancjomeréw, dimery&avorza achiralny krysztat.

Prace Pasteura sa niezwykte, zwtaszcza biorac pod uwaggdakie istniata woéwczas teo-
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ria budowy czasteczek. Genialny Francuz odkryt i jednoznigcudowodnitze niektére cza-
steczki wystepuja w postaci nienaktadalnych na siebietldisirzanych, mimae zaczynajac
badania nie wiedziat jeszcze, czy czasteczki sa sferyczne, ptaskie lub przybieraja inne ksztalty.
Dopiero kilka lat po doniesieniach Pasteura i praktycznie nienseod nich, rozwinigta
zostata teoria wiazachemicznych — stwierdzono czterowiazé&o@tomow wegla. W 1874
r. Le Bel i van't Hoff zaproponowali tetraedryczne otoczenia atomdéw wegla, coSwigt
obecn@&t izomerdw optycznych. Termichiralnos¢ zapropnowat lord Kelvin pod koniec XIX
wieku'.

2.2 Rozpoznanie chiralne

lzomeria optyczna zostata wlaczona do kanonu wiedzy chemicznej pod koniec XIX wieku.
Prawdopodobnie tylko dzieki pewnym zbiegom okolicgcionie pozostata wcale w tyle za
innymi rodzajami izomerii. Jest to izomeria wyjatkowo subtelna, dwa enancjomery maja iden-
tyczne wszystkie wisciwdsci fizyczne z wyjatkiem zdolrsei skrecania ptaszczyzny polaryza-

cji Swiatta. Rozdziat izomerdéw optycznych jest bardzo trudny, w przedistigie do izomerow
innego rodzaju, ktére nama zwykle rozdzieli przez destylacje, destylacje z para wodna, wy-
korzystujac ranice w rozpuszczaldei, czy przez chromatografie na achiralnymzetoDwa
enancjomery reaguja czy oddziatuja jednakowo tylko z substancjami achiralnymi, natomiast z
inna substancja chiralna oddziatygvagda jz w odmienny sposoéb.

Izomeria optyczna jest trudna do zaweaia tylko dla chemikéw w laboratorium. Nato-
miast w przyrodzie mywionej rozr&nianie enancjomeréw zachodzi wzkkej chwili i dotyczy
kazdej chiralnej substancji. Organiznzaywe sa chiralne i dla kalej chiralnej substancji jej
enancjomery maja inny wptyw na organizm. Enancjomery wchodza w inne szlaki metabolicz-
ne, maja rane powinowactwo do rozmaitych makromolekut i odmiennie aktywuja receptory.
Klasycznym przyktadem jest tutaj karwo6)( ktérego enancjomeryRj-6 i (S-6 odmiennie
pobudzaja receptory obecne w naszych nosach i pachna odpowiednio mieta i kminkiem.

@) 0]

(R)-6 (S)-6

Rysunek 2.2:Enancjomery karwonu posiadajgce odmienny zapach

Opisane powyej rozr@&nianie enancjomeréw przez organizmywe jest praktycznie o
same z definicja rozpoznania chiralnego. Encyklopedyczna definicja brzmi nastépujaco

I Doktadna analize pierwszegaycia tego terminu przez lorda Kelvina przedstawia Cihtas
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Rozpoznanie chiralne — rozréznianie enancjomeréw zwiazku chemicznegazéiwyc reali-
zowane przezywy organizm, chiralne czasteczki, enzymy, receptory lek6W itp.

Jakkolwiek w przyrodzie rozpoznanie chiralne wielu substancji jest perfekcyjne, to reali-
zacja tego zadania przez sztuczne uktady (otrzymywane przez badaczy) jest niezwykle trudna.
Niemniej istnieje silna motywacja prowadzenia basatym kierunku, pochodzaca z checi ba-
dania organizméveywych i odnoszaca sie do dwéch aspektéw tego badania. Po pierwsze, mo-
delowe badania rozpoznania chiralnegayaiem syntetycznych receptoréw daja lepszy wglad
w istote proces6w rozpoznania chiralnego, majacego miejsce w organizyaghh. Po dru-
gie, wieksz@&t zwiazkéw chemicznych w istotadywych jest chiralna i narzedzia analityczne
stuzace do identyfikacji i wydzielania tych zwiazkéw musza positaridolnGt rozpoznania
chiralnego. W pracach dotyczacych rozpoznania chiralnego daja sie zgualza dwa trendy
- chemii czystej i chemii stosowanej - wystepujace réwnolegle.

Dziedzina rozpoznania chiralnego w chemii jest stosunkowo mtoda. Pierwsza publikacja na
ten temat pochodzi z 1973 roku. Cr&fropisat tam etery koronowe oparte na dwdch jednost-
kach binaftolu. Poczatkowo tematyka rozwijata sie bardzo powolii dopiero w latach 90 nastapit
gwattowny wzrost liczby publikacji, ktéry ustabilizowat sie od roku 2003 na poziomie ok 400
artykutoéw rocznie (Wykres 2.1).

220
210
200
190 -
180 -
170

160
150
140 4
130
120
110
100 4
90
80
70
60
50
40
30
: il
10

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

o

e = S~ - S R -~ S = = S = S~ Y= D= S~ S - = - - SO - S - SO - S — S~ M= S-S — SN~ S — S — e Ses Rl S i
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

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

Musiato ming& 125 lat od odkrycia chiralrgi czasteczek przez Pasteura do syntezy pierw-
Szego sztucznego receptora wykazujacego rozpoznanie chiralne. Op6znienie to wynikato z kil-
ku przyczyn. Najwaniejsza z nich jest fakze chemia supramolekularna - chemia oddziafywa

il tumaczenie wasne
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receptorow z czasteczkamigpia - narodzita sie w laboratoriach dopiero w 1967 roku za spra-
wa Pedersenia. Pierwsze badania komplekséw miedzyczasteczkowych utrzymywanych przez
oddziatywania niekowalencyjne dotyczyly \glaie wiazania kationdw przez etery koronowe.
Naturalnym rozwinieciem tego tematu byto p&sg do uktadow wykazujacych rozpoznanie
chiralne. Patrzac na rozwéj bata tej perspektywy wida ze badania rozpoznania chiralnego
rozpoczeto zaledwie 6 lat po narodzinach chemii supramolekularne;j.

2.2.1 Modele rozpoznania chiralnego

W celu zaprojektowania uktadu zdolnego do efektywnego rozpoznania chiralnegy sale-
rzy¢ model oddziatywa miedzy czasteczkami receptora &ga, ktory pozwoli przewidywa

i optymalizowa& jakdst rozpoznania chiralnego. Wigkstomodeli powstata w zwiazku z za-
stosowaniem rozpoznania chiralnego w technikach chromatograficznyclslakiEne sposo-
by oddziatywa czasteczek analitu z chiralna faza stacjonarna (@hgal Stationary Phase
CPS). Jedna z pierwszych analiz ogélnych warunkéw koniecznych do wystapienia rozpoznania
chiralnego zostata przeprowadzona w 1987 przez SdferSalem rozwaa sposoby oddzia-
tywan dwaéch tetraedrycznych czasteczek, ktére modeluja chiralne uktady. Zawmzae od-
dziatywania dwucentrowe i czterocentrowe nie moga zagwaragtogzpoznania chiralnego,
gdyz oba enancjomery wiazane sa wéwczas jednakowo (2.3a,b). Dopiero wiaz&uiesze-
trowe umaliwia rozpoznanie chiralne, gdytakie wiazanie mee zosta zrealizowane tylko
przez jeden z enancjomeréw (2.3c). Model ten jest prostym preetem funkcjonujacego zu
wczesniej modelu indukcji enancjomerycznej w reakcjach enzymatycZdybtodel ten zostat

Rysunek 2.3:0ddziatywania w rozpoznaniu chiralnym
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nazwanymodelem tréjpunktowym (po trzy punkty oddziatywa w czasteczce @eia i gospo-
darza). Uogolnienia powaszego modelu dokonat Pirkie

Rozpoznanie chiralne wymaga przynajmniej trzech jednoczesnych oddzmltywa
miedzy czasteczka gospodarza i przynajmniej jednym enancjome&iagp Kto-
rych to oddzialywé przynajmniej jedno musi liyzalezne od stereochenthi.

Nalezy tutaj podkrélic, ze pod pojeciem ,oddziatywanie” rozumiemy nie tylko sity &éa

ce, ale take odpychajace, takie jak zawada steryczna, odpychanie jednoimiennych tadunkoéw,
czy dipoli zwréconych do siebie tymi samymi biegunami. OcAgie, aby wystapito wiazanie
goscia przez receptor, przynajmniej jedno z tych oddziafywausi byt dla jednego z enancjo-
meréw wigace. Model ten jest skuteczny w wielu przypadkach, gdy trzeba uzassssgrwo-

wana selektywn&t lub zaprojektowa odpowiedni receptor dla danego&gia, niemniej musi

byt stosowany z odpowiednia doza oginosci. Naley pamieté& o swobodzie konformacyjnej
zaréwno receptora jak i chiralnego&ma oraz maliwosci ich obrotu wzgledem siebie. Od-
dziatywanie, ktore makroskopowo obserwujemy, jest zwyldieednionym po czasie zestawem
roznych sktadowych, z ktérych modelowe oddziatywanie wcale nie musdoyninujace.

Nastepujace przyktady ilustruja stosowaaanodelu tréjpunktowego. Zaczanalery od
pierwszej publikacji grupy Cranmtd, w ktorej autorzy zaproponowali stereochemiczny model
ttumaczacy obserwowane selektyveéaow wiazaniu protonowanych amin. Schemat wiazania
kationu przez receptor zaktada zwiazanie grupy;rzez fragment eterowy z udziatem trzech
dobrze zdefiniowanych wiaaavodorowych (Rys. 2.4). Reszta czasteczki (,ogon”) musi dopa-
sowa sie do asymetrycznego otoczenia zdefiniowanego przez jednosteki binaftylowe. Ogdélna
reguta moéwi o odpowiednim dopasowaniu trzech podstawnikéwzpejzawadzie przestrzen-
nej oznaczonych jak@mall, Mediumi Large Model ten zostat nazwany przez autorow mo-
delem tréjpunktowym, jednak inaczej rozumieli ten termin 8alem i Pirkle, gdy wiazania
wodorowe tworzone przez grupe Nhpoliczyli jako trzy punkty oddziatywa Zgodnie z za-
mystem Salema i Pirkle’a, wiazanie grupy amoniowej powsnmy uzn& za dwa punkty wia-
zania (trzecie wiazanie wodorowe nie wnosi niczego daemia czasteczki), trzecie niezbedne
oddziatywanie wystepuje w przypadku kompleksu mniej korzystnego energetycznie i ma cha-
rakter sterycznego odpychania (Rys. 2.4b). Ze wzgledu na to ostatnie oddziatywanie, najlepsze
rozdziaty obserwowano dla estréw aminokwasoéw nejzawadzie przestrzennej.

Innym przykiadem jest CSP oparta na rdzeniu 2,6-diaminopiry@Hyktora wigze bar-
biturany, hydantoiny i pochodne imidu kwasu bursztynowego poprzez uktad dwéch donoréw i
jednego akceptora wiaaavodorowych. W przykfadzie z Rys. 2.5 chiralny barbitugamorzy
trzy wiazania wodorowe 8, dla enancjomeriR wystepuje dodatkowe oddziatywanie - odpy-
chanie steryczne, ktére powoduje enancjoselektyano

Vtlumaczenie wtasne
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Rysunek 2.5:Model oddziatywan CSP opartej na 2,6-diaminopirydynie 8

Mimo wielu trafnych przewidywa lub wyjasnien obserwowanej selektywsoi, modelowa-
nie takie nie zawsze jest skuteczne, czego przyktadem jest faza stacj@fgqmzgzgotowana z
mysla o rozdziale DOPA (3,4-dihydroksyfenyloalaniry)!’. Zaprojektowany przez autoréw
model wiazania zaktadat wystapienie dwdch oddziafywalombowskich oraz wiazania wo-
dorowego z grupa fenolowa (Rys. 2.6). Przestrzenneeutie punktéw aktywnych na CSP w
zatazeniu umaliwia sze&ciocentrowe oddziatywanie tylko dla jednego z enancjomeréw. Prak-
tyka pokazataze faza stacjonarna sprawdzita sie w rozdzielaniu enancjomeréw DOPA, jednak
obserwowana selektywBbbyta przeciwna ra przewidywana.

2.3 Metody badania rozpoznania chiralnego

2.3.1 lloSciowe miary rozpoznania chiralnego

Aby méc poréwnywa jakost rozpoznania chiralnego danej substanciji przenego rodza-
ju receptory, przydatne jest wprowadzeni&dmwej miary rozpoznania chiralnego. Definicja
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Rysunek 2.6:Sugerowany stereochemiczny model oddziatywan miedzy CSP (10) a analitem
(DOPA (11))

rozpoznania chiralnego rezréznianie enancjomeréw zwiazku chemicznedstr. 21) bardzo
ogolnie okréla to zjawisko i miara rozpoznania chiralnego bedziezadéeod tego, co rozumie-
my pod pojecienmrozréznienie Jezeli owo rozr@nianie ma polegana tworzeniu komplekséw
supramolekularnych o mhiych statych trwatsci, to jedna z najprostszych i najéogej stoso-
wanych miar jest stosunek statych trwsdokompleksow - Réw. (2.1), ktory bede oklat jako
selektywno$¢ termodynamiczng (at). State trwatdci (tworzenia) kompleksow definiujemy wg
wzoru 2.2, gdzie G - oznacza czasteczkéaj@, z& H' chiralna czasteczke gospodarza (ang.
hos). Stata trwatéci ma wymiarfdm® mol=* = m~1].

aT = :2—2 (2.2)
Mg
%= Gl (@2)

W réwnaniach 2.1 i 2.2 zakwno, ze czasteczki gsria i gospodarza oddziatuja tworzac
kompleksy wytacznie o stechiometrii 1:1. Kompleks o tak prostej stechiometrii czesto stano-
wi jedyny, ktéry powstaje w badanym uktadzie, jedmaknana spotka receptory tworzace
supermolekuty o innych proporcjach sktadnikow. Odpowiada to sytuacjom, kiedy jedna mole-
kuta gospodarza nze kompleksowakilka czasteczek gmia (Row. (2.4, 2.5)), lub gdy kilka
czasteczek receptora wmsie z jedna czasteczkasgi (ROw. (2.6, 2.7)).

25



G+H* S (g (2.3)
(H'G) + G =2 (H*G,) (2.4)
(H'G) +G =2 (H*G,) ... (2.5)

H'G+ H —2L (H:G) (2.6)
(H:G) + H* =% (H:G) 2.7)

W tak ztazonej sytuacji poréwnywanie statych trwatm odpowiednich komplekséw jest
problematyczne i nie ma ustalonych standardéwzivoporéwnywa state trwat&ci odpowia-
dajace kolejnym stopniom kompleksowania Kit z K&, K31 z K31, itd.) lub patrzé na
sumaryczne state trwaoi ' (Row. 2.8,6 s/Bir)- W prostym przypadku, gdy powstaja kom-
pleksy HG i HG,, stosunek3!/KE?t (= Brs/B1Rr) dobrze okréla efektywn&t rozpoznania
chiralnego, gdy G jest w niedomiarze 5% /3> r Sprawdza sie dla nadmiaru G.

[HGi]

- _ 2.8
g [H][G] 29

B = [k (2.9)
n=1

Opisane powyej state trwatéci komplekséw o zlponej stechiometrii zaktadatye wiaza-
niu ulega kilka czasteczek goia o tej samej chiraldzi. W praktyce jednak moga wystépi
kompleksy, w ktérych wiazane sa jednosa& oba enancjomery §oia (np. Row. (2.10)), lub
takie, w ktérych pozycje wizace sa nieréwnocenne (Row. (2.11))

2G5 +Gr+H" = [H*(Gg),(Gr)] (2.10)
[H*(Gs)(Gr)] # [H*(GR)(Gs)] (2.11)

W tak ztazonych przypadkach nawet wyznaczenie catego zestaveliwyah statych trwa-
loSci (co wydaje sige praktycznie nieosiagalne) nie daje podstaw do obiektywnego poréwnywa-
nia jakdsci rozpoznania chiralnego dwéch receptoréw,gosakuje narzedzi do przeprowadze-
nia takiej analizy.

Pewnym uproszczeniem powszych probleméw jest miara rozpoznania chiralnego stoso-
wana w chromatografii. Rozdziat enancjomeréw na chiralnej kolumnie wynika z tworzenia
kompleks6éw kolumna-analit o rdej trwatdci dla kadego z enancjomeréw. W chromatografii
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bezpdrednim wynikiem analizy jest chromatogram, ktéryzna nastepnie poddanalizie nu-
merycznej. Zredukowane wspoétczynniki retenkjj Row. (2.13)) dwoéch pikéw definiuja jako
rozdziatu tych substancji (w szczegofwd rozdziatu enancjomeréw). Wspoétczynnikiem selek-
tywnasci jest ilorazkg/ki - ROw. (2.13). Dla odrdnienia od selektywrizi termodynamiczne;j,
selektywn@&t okreslona na podstawie chromatogramu nazelgktywnoscia chromatograficzng

ac.

W = R (2.12)
tm
ks
ac = —+ (2.13)
kg

tr —Czas retencjipy — czas martwy.

Parametr ten mma wyznacz§ z kadego chromatogramu, nie wymaga on znajéanste-
chiometrii tworzonych kompleksow, daje informacje &rednionej zdolngci kompleksowania
enancjomerow przez faze stacjonarna. Wspétczyomikdaje bezpérednia i prosta informa-
cje o jakaci rozpoznania chiralnego danej fazy stacjonarnej i jej stososeilmo metodach
podziatowych. Jeeli czasteczki analitu oddziatuja z immobilizowanymi czasteczkami CSP wg
stechiometrii 1:1, to wéwczasc odpowiadaar. Trzeba jednak pamigtaze immobilizacja
chiralnych czasteczek na CSP zmienia ich powinowactwo do tworzenia supermolekut w po-
réwnaniu z oddziatywaniami w roztworze.

Jezeli pod pojecienrozréznianiebedziemy rozumieli wystapienie zdego sygnatu anali-
tycznego, to miary rozpoznania chiralnego beda ksztaftasig zupetnie inaczej. Receptory,
ktére okrésla sie mianem sensorow, na skutek kompleksowania enancjomesgva gamienia-
ja swoje widciwasci fizykochemiczne w sposéb, ktéry mebyt obserwowany makroskopowo.
Odmienne wiaciwasci komplekséw z kadym z enancjomeréw wynikaja z fakize kompleksy
te sa diastereoizomeryczne. Do nagiiej obserwowanych mic nalgal®:

— réznica w widmie absorpcji UV-Vis (w szczegélga réznica barw),
— réznica w widmie fluorescencji (w szczegoébw réznica intensywnsci),
— réznica w potencjale redoks,

— réznica w przewodnictwie.

Nalezy zaznacz§, ze w przypadku sensoréw, state trwadokomplekséw supramolekular-
nych maja drugorzedne znaczenie. Czeste sa sytuacje, w ktérych selebtyamaoodynamicz-
na jest rowna 1, ale uktad ma znakomite $davcsci sensoryczne, ze wzgledu na bardzaadu
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réznice we wisciwasciach komplekséw. Jakorozpoznania chiralnego dla sensoréw zdefinio-
wana wg Row. (2.14) (okatona przez analogie do parametru @&kaeego jako wzmocnienie
fluorescencje f) bede nazywaselektywnoscia sensoryczfu).

 Yr—Yo
 Ys—Y

as (2.14)

gdzieY jest sygnatem analitycznym dowolnego rodzafgito sygnat czystego sensorégsr
dotyczy sygnatu po dodaniu chiralnegosgm.Y™®* oznacza sygnat analityczny od catkowicie
skompleksowanego sensora.

Istotnym problemem w tak sformutowanej definicji rozpoznania chiralnego jesttaktar-
toSC s zalezy od stgen receptora (sensora) i geaia. Wykresy 2.2a),b) przedstawiaja dwieano
liwe sytuacje, ktére sa szczegodlnie trudne d&diowej interpretacji w kontécieas. Pierwszy
przypadek (a) dotyczy sytuacji w ktorki > Ks, ale kompleksy sensora z4@#ym z enancjo-
meréw maja bardzo ztdona wart& Y Max. Oznacza toze wart&E as ma swoje maksimum na
krzywej, lecz dla dmego stgenia G day do as = 1. Sytuacja (b) zachodzi, gdr > Ksg, ale
to mniej trwaty kompleks z enancjomeredtechuje wiekszamax. Prowadzi to do sytuacji, w
ktorej selektywn&t mierzona jakaxs zmienia kierunek (!) razem ze zmianazgia analitu.
Dopiero dla|G| — oo, as ulega stabilizacji. Wykres 2.2c) dotyczy sytuacji, w ktdkgj~ Kg,

a kompleksy maja inne cechy fizyczne. Tecazma stata wartst, a pomiar zawsze jest jedno-
znaczny. Ostatni przypadek d) wystepuje, gdy trwalszy kompleks cechuje je@naxwécksza
Ymax W przebieguns = f(c), wystepuje maksimum, jednak kierunek selekty&eigest zacho-
wany i asymptotycznie dg do wart&ciYgr/Ys.

Jak pokazatem powegj, taka miara rozpoznania chiralnego nie jest jednoznaczna, gdy
wynik w postaci parametrars zalezy zazwyczaj od arbitralnie wybranych s sensora i
goScia. Pewnym ujednoliceniem bytoby stosowaaigw granicy limg)_.«(Qs), jednak nie
nalezy to do obecnej praktyki. Pewnym paradoksem jest fekgelektywnst sensoryczna daje
sie najlepiej okrslic (posiada stata ward) dla receptorow, ktére cechuje brak selekty@eio
termodynamicznej. Parametg pomaga porowrajakost sensoréw wykazujacych rozpoznanie
chiralne i ma bezpgrednie przetpenie na aplikacyjny aspekt badanych uktadéw, jednak ze
wzgledu na niejednoznaczstowynikéw naley stosowa go z diza doza ostranadsci.

Z powyzszych rozwaah wynika, ze jedynie selektywrit termodynamicznaofr) ma fun-
damentalny charakter i jest precyzyjnie ddmna pochodna dwoch statych trwadd Wyzna-
czenieac i as moze byt fatwiejsze e at i parametry te moga w szczegoélnych przypadkach
dac sie tatwo przelicz§ naar. W tej pracy jedynie selektywr$o termodynamiczna bede trak-
towat jako rzeczywista, podstawowa miarg rozpoznania chiralnego.

Niezalenie od przyjetej selektywrsai, poréwnywanie jej dla @nych receptoréw jest naj-
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Wykres 2.2: Teoretyczne zaleznosci sygnatu analitycznego (Y) oraz selektywnosci sensorycznej
(ag) od stezenia enancjomerdw goscia dla czterech réznych warunkéw a) Kr > Kg
i YR Y& b)KR > Kg i YR < Y& ¢) Kr~ Kg i YR > Y& d) Kr > Ks
H Ymax Ymax

dogodniejsze przy postugiwaniu sie logarytmem(bog Brak selektywnéci w skali loga-
rytmicznej oznacza zero (I6f) = 0), inne wart&ci selektywn@ci sa roztaone symetrycz-
nie wobec zera od-oo do +oo. Przyktadowoa; = 1,27 i a, = 0,784 odpowiadaja tej sa-
mej jakdsci rozpoznania chiralnego, ale przeciwnej selektysendo; = 1/a7), co nie jest
od razu widoczne dla liczb w tej postaci. Poréwnanie logarytméw utatwia analizg, djdy
przeciwnych selektywrizi otrzymujemy przeciwne waoi logarytmow: loga;) = 0,1038 i
log(a,) = —0,1038.

2.3.2 Metody wyznaczania statych tworzenia komplekséw
2.3.2.1 Teoretyczne aspekty miareczkowania

Aby wyznaczy stata trwat§ci kompleksu supramolekularnego, zdefiniowana wg Row. (2.2)
lub (2.8), naley okreslic stezenia kompleksu i substratéw w stanie réwnowagi. Najdogodniej-
sze do tego celu sa metody spektroskopowe, ktéreziimiaja zwykle wyznaczenie steh
wszystkich sktadnikéw bez zaburzania préaia réwnowagi. Aby zwigkszZypewndt pomia-

ru, stgenia te naley wyznaczy dla kilku réznych stgen poczatkowych substratow —H i G. W
praktyce polega to na stopniowym dodawaniu jednego z substratow do roztworu drugiego, czy-
li na miareczkowaniu. W zalmdsci od zastosowanej metody spektroskopowej sposéb prowa-
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dzenia pomiaru i ograniczenia metodynéa sie miedzy soba, jednak zasada miareczkowania
pozostaje taka sama. Problematyka procesu miareczkowania, jediovosei i ograniczenia
zostaly dosg doktadnie oméwione w kilku przegladath?li ksiazkact??24 Poniej przed-
stawie pokrétce najvwniejsze aspekty tego procesu poszerzone o wlasne obserwacje i wnioski
dotyczace najistotniejszych problemow i zrédet bteddw.

Miareczkowania najcAgiej przeprowadza sie zachowujac stateaige jednego z substra-
tow (na ogét gospodarza - H) i stopniowo zwigkszajazeatge gécia (G). W praktyce realizuje
sie to przez rozpuszczenie G w roztworze H, przy czymestg G jest kilkudziesieciokrotnie
wieksze. W ten sposéb wprowadzanie kolejnych ol§gtmoztworu G do roztworu H nie zmie-
nia stgenia tego ostatniego. Statotego stgenia nie jest warunkiem koniecznym, jednak po-
dejscie to upraszcza analize numeryczna oraz, cnegsze, niweluje wptyw ewentualnej agre-
gacji czasteczek H. Po dodaniu kolejnej porcji roztworu mierzymy sygnat analityczny od tak
otrzymanej mieszaniny. W najogolniejszym przypadku sygnat analityczny (oznaczany ogolnie
symbolemY) jest ztaeniem sygnatéw od wszystkich sktadnikéw. Zalest te przedstawiaja
réwnania zalene od metody spektroskopowej:

- W spektrometrii UV-Vis sygnat analityczny - absorbandja= A) jest suma absorbancji
wszystkich sktadnikéw:

AA) =1-e4(A)-[H]+1-e6(A) - [Gl+ Y (I - &G (A) - [HGrml),

ta sama zalenast dotyczy spektrofluorometrii, gdzie mierzy sie intensy@mftuorescen-
cji (Y =If);

- W spektroskopii NMR (w sytuacji szybkiej wymiany w skali czasu NMR) przesuniecie
chemiczne jadra z czasteczki M €& 0) zalezy od utamkéw molowych wolnego H i jego
kompleksow z G:

& =0 XH+ ). (OHGp  XHuGr)

Analogicznie zamiash mozna wyt wyznaczonych wspétczynnikow dyfup20-2°

- W pomiarach kalorymetrycznych olgla sie cieptoY = AH) wydzielone po dodaniu
kolejnej porcji G°:
AH = Z (AHgnGm ) AanGm) + AH(?il

n,m

Zazwyczaj niezwiazane czasteczkisg@m nie wnosza wktadu do sygnatu analitycznego i
czton Yg = 0. Przebieg sygnatu analitycznego w kolejnych punktach miareczkowania czyli
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funkcje:
Y = f([Hlo,[Glo), (2.15)

gdzie [H], i [G], odpowiadaja catkowitym skeniom H i G:

[Hlo = [H]+ > n[H,Gp] (2.16)
[Glo = [G] + > m[H, Gyl (2.17)

okresla sie mianem krzywej miareczkowania. Aby z krzywej miareczkowania wyzoants-
resujace nas state trwdic kompleksow, naley numerycznie dopasowdeoretyczna krzywa
miareczkowania, do tej otrzymanej&loiadczalnie. Proces dopasowywania (ditting) krzy-
wej teoretycznej polega na iteracyjnym zmienianiu zestéyys, ) orazYy ) okreslonych
dla wszystkich komplekséw, w celu uzyskania jak najmniejszej raroiei miedzy krzywa
teoretyczna a dewiadczalna. DI& komplekséw mamy R parametréw, ktére trzeba ustaha
podstawie krzywej miareczkowania, co oznazeanminimalna liczba punktéw miareczkowania
wynosi X+ 1. W praktyce jednak liczba ta powinnatsgiuizo wieksza, aby zapewhivieksza
precyzje pomiarow.

Wyznaczona stata trwadei bardzo silnie zaly od ksztattu dopasowanej krzywej teoretycz-
nej. Do przedstawionych na Wykresach 2.3a,b) idealnych zestawow punk§viediczalnych
dopasowano optymalne krzywe teoretyczne oraz krzywe o celowozzayygh i zarzonych
wartosciachKs.

0,84

a) b)
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Wykres 2.3: Symulowane przebiegi miareczkowania dopasowane krzywymi odpowiadajacymi
réznym wartoscia K. a) miareczkowanie idealne - pozbawione btedéw, b) do punk-
téw z (a) dodano btad przypadkowy o rozktadzie normalnym z o = 0,05

Jak wynika z Rys.2.3a) niewaiwe krzywe tylko nieznacznie zdia sie od optymalne;.
Skrajne krzywe (niebieska i czerwona) odpowiadaja statymigym sie czterokrotnie, mimo
ze r@&nica w ich przebiegu jest niewielka. Dla idealnych punktéwwdiadczalnych dopasowani
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optymalnej krzywej jest trywialne. Jedrakdla danych obarczonych btedem przypadkowym
(Rys.2.3b) wyb6r najlepszego dopasowania nie jestgik oczywisty. Z tej prostej graficznej
analizy wynikaze aby dopasowana krzywa teoretyczna dobrze odpowiadata faktycznemu prze-
biegowi, niezbedne jest zebranie stosunkowpsilliczby punktéw déwiadczalnych o bardzo
dobrej jak&ci (maty btad przypadkowy). 2eli z powodu daych btedéw pomiaru poszczegdl-
nych punktéw i/lub matej liczby tych punktéw nie jest miove naprowadzenie teoretycznej
krzywej na widciwy ksztatt przebiegu, to miareczkowanie takie obarczone jest gigantycznym
btedem i wyznaczona stata jest bezwadiowa (mana jedynie domniemyviajej rzad wiel-
kosci). Dcswiadczenie zdobyte w naszym zespole ueeyw przypadku miareczkovigpod
kontrola NMR, ktore sa kosztowne i wyjatkowo czasochtonne, 10-15 punktéw wystarcza do
wiarygodnego wyznaczania statej w modelu 1 : 1. Jedagkzy zastosowaniu innych metod

— szybszych, tiaszych i dajacych sie zautomatyzawa20 punktéw okrgla minimum, poriej
ktérego nie powinno sie schodziDodatkowo, jeeli z blizej nieokr&lonych powodéw, wy-
stepuja znaczne btedy przypadkowe, liczba punktéw powinna &astaeekszona. Povwasze
empiryczne déwiadczenie potwierdza numerycznie Tabela 2.1, ktéra przedstawienasie
niepewn&ci wyznaczenia staté od liczb i jakdsci punktéw déwiadczalnych.

Tabela 2.1:Zalezno$¢ niepewnosci wyznaczenie statej trwatosci od liczby punktéw miareczko-
wania i poziomu ich btedéw przypadkowych.?

Liczba punktéow
Btad AY® 7 10 15 20 30
1% 12%  7.7% 6.2% 52% 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 wiazania 1 : 1 z dodanym btedem losowym o
rozktadzie normalnym poddano dopasowywaniu za pomoca programu WIinEqKMR100,
[H], = 0.01, Wart&ci niepewnéci przekraczajace 25% podane w nawiasach, sa silnie niedoszacowane.
b Symulowane punkty miareczkowania razéme réwnomiernie w zakresie 0-6.5 eq G (p=0.85, patrz
Wykres 2.6, str. 35 Odchylenie standardowe bted&nokreslone jako utamek\Ymax

W przypadku bardziej z&onych stechiometrii komplekséw przyjmuije sie,potrzbne jest
ok 15 punktéw na kady powstajacy kompleks.

Jeszcze do niedawna nawet przy bardzo prostej stechiometrii komplekséw — 1 : 1, czesto
stosowano rdne przyblzenia i przeksztatcenia zaieosci Y = f(Kgj,Yi), ktére umaliwiaty
uzyskanie liniowej zatencsci?l, mimo ze dla modelu 1 : 1 teoretyczna krzywa miareczko-
wania ma réwnanie analityczne o umiarkowanym stopniaahasci. Wprowadzenie kalego
przyblizenia zmniejsza precyzje pomiaru, a w dzisiejszej dobie swobodnego dostepu do kompu-
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teréow o duzej mocy obliczeniowej, stosowanie jakichkolwiek przyefi i linearyzacja proble-
mu sa zupetnie zbyteczne. Nie madnych powoddw, aby nie stosoiwdzisiaj bezpsredniego
dopasowywania krzywej teoretycznej do eksperymentalnej za pomoca l&aeggorytmow
nieliniowycht®.

2.3.2.2 Kompleksy o stechiometrii1:1

Dla uktadow tworzacych jedynie kompleksy o stechiometrii 1 : 1, stanowiace wigkpzpy-
padkow, przeprowadze bardziej szczegétowa analize procesu miareczkowania. dhadia
tyczna réwnania krzywej miareczkowania ma pésta

AV = Yare [ 3 ([G]o+[H]o+]%a)\/(Ej}(;vL[H]ovLI%a)2+4[G]O[H]O:| (2.18)
AYe = YAHG[%([G]OHH]WKA&)M ([G]o+[H]o+%a)2+4[G]O[H]O] (2.19)

gdzieYs i Y; dotycza analiz, ktorych sygnat analityczny jest proporcjonalny odpowiednio do
utamka molowego sktadnikéw (np. NMR) i catkowitego zgia sktadnikéw (np. UV-Vis).
Inne wyte wielkdsci zdefiniowane sa nastepujaco:

AY = Y —Y([G], = 0) (2.20)
Yane = Yhg — Y([G]p = 0) (2.21)

Wykresem krzywej miareczkowania w modelu 1 : 1 jest hiperbola (Wykres 2.4). Zaznaczona
na rysunku asymptota pozioma odpowiada Waoit¥ g, zes za ksztatt (stopiezakrzywienia)
odpowiada paramett. Na wykresie przedstawitem zaieost ksztattu krzywej miareczkowa-
nia od warté&ci statejK,. Gdy stata trwatsci jest niska, to zagiecie krzywej w poczatkowym
stadium miareczkowania jest znikome i niezbedne jest dodariej diazby réwnowanikéw
G. Z drugiej strony, dla bardzo dych wart&ci statychK, krzywa miareczkowania sktada sie
z dwoch niemal prostych fragmentow potaczonych niewielka krzywizna w okolicach 1 ekw.
Krzywizna ta zaley od K, i ma bardzo podobny przebieg dla statyczni@cych sie nawet o
rzad wielkasci (!) (poréwnaj logKs) = 4 — logKa) = 5,5).

Dla prostego modelu 1 : 1 daje sie tatwo dilre, jaki zakres statych trwaéezi kompleksow
mozna wyznacz§ i jakie porcje G trzeba dodegrzy zadanym [H]. Wprowadza sig parametr
p okreslany jako prawdopodohistwo wiazania. Parametr ten zgodnie z Row. (2.22) &lare
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[H],=0,01m
1,6 Y19

log(K_)=

AY

Wykres 2.4: Zalezno$¢ przebiegu krzywej miareczkowania od wartosci statej tworzenia kom-
pleksu

utamek substratu bedacego w niedomiarze, ktory ulegt kompleksowaniu.

MGl qlaH], > [G
o— | T [H]o = [Clo 2.22)

0L gia [H], < [G],

Dla szczego6lnego punktu miareczkowania, w ktorjtt}, = [G], (punkt 1 ekw.), mana
wykreslic zalenast statej trwat@ci od p, przy ré&enych stgeniach substratéw (Wyk. 2.5).80
Ka wykreslona jest w skali logarytmicznej. Z wykresu widae dla wszystkich s#h naj-
mniejsze nachylenie zaladsci Ky = f(p) wystepuje w zakresip = 0,2 i p = 0,8; poza tym
zakresem nachylenie jest znacznie wigksze. Prawdopdukihie wiazaniap wyznaczamy z
miareczkowania, niepewso tego pomiaru -Ap przektada sie na niepewsdwyznaczonej
statej - AK;. Tam, gdzie nachylenie wykresu jest znaczne, nawet niewielka niegewhm
skutkuje bardzo dza niepewnscia AK, (skala logarytmiczna). Dlatego przyjmuje si&s w
miareczkowaniu war&t analityczna maja tylko te punkty dla ktérych 0:2p < 0,8. Co wig-
cej, najlepsza doktad8o miareczkowania uzyskuje sig, gdy punktysdaadczalne pokrywaja
caly 6w optymalny zakres.

Kolejny Wykres 2.6 pozwala oszaco@gakiego rzedu state kompleksowania mog& by
wyznaczone przy zadanym sgmiu [H], i jaka ilos& G trzeba dodado roztworu aby osiagea
p=0,8, tj. przeprowadzi miareczkowanie w catym optymalnym zakresie.

Dla réznych wart&ci iloczynuK, - [H], mozna odczyté z wykresu, jaka warkt p zosta-
nie osiagnieta przy danej liczbie ekwiwalentow G. Przyktadowo Kdla[H], = 1 (niebieska
linia), aby osiagn@p = 0,8, miareczkowanie natg prowadzt do 5 ekw., z&Ky - [H], = 0,2
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Wykres 2.5: Wiarygodny zakres statych Ky w zaleznosci od stezen substratéw.
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Wykres 2.6: Wyznaczanie optymalnego przedziatu punktéw miareczkowania na podstawie ste-
zenia [H], i przewidywanej statej.
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(zielona linia), optymalny przedziat wynosi od 1,5 do 20 ekKwvykresu tego wynika wprost,
ze dlaKa - [H], > 20 zaden punkt miareczkowania nie nafedo wiarygodnego zakresu; dla
Ka-[H] ~ 10 jedynie stosunkowo waski przedziat punktéw w okolicy 1 ekw. daje optymalne
wartcsci p. Peten zakres warsgi p = 0,2— 0,8 mana osiagn@tylko dlaKy - [H], < 0.3. Z
jednej strony dme stgenia zwiekszaja niepewsD pomiaru i czynia go bardziej wzéwym
na btedy w przygotowaniu prébek, z drugiepzzbyt niskie steenia wymagaja dodania zej
liczby ekwiwalentéw G oraz zmniejszaja cz&tametod pozwalajacych olgkE stechiometrie
wiazania. Sensownym ztotysrodkiem wydaja sie wardwiKj - [H], = 0,1— 1. Zalendsci te
nie sa prawdziwe dla komplekséw o innej stechiometrii.

Dla uktadu, w ktérym tworza sie tylko kompleksy o stechiomterii 1:1, ékiem wptyw
btedu w przygotowywaniu roztworéw na wyznaczona stata (Wykres 2.7). Dla fazoeych
roztworéw btad wyznaczonej statej jest praktycznie taki sam, jak btabsig jednego z re-
agentéw, jednak dla wiekszych zéa, niedoktadnét w stegeniach ma bardzo ady wptyw na
wyznaczana stata trwatoi. Btedy w stgeniach moga wynikaz:

* réznej czyst&ci substratow — przyktadowozeli jeden z substratéw ma czys6099%
a drugi 95%, wéwczas rzeczywisty stosunek reagentéw w roztwoeae s 0 4% od
zaktadanego;

« niedoktadn&ci wazenia (w szczegdlrsei dla substancji hygroskopijnych);

 niedoktadn&ci w odmierzaniu porcji rozpuszczalnika.

50%
40%

30%

K, error

20%

Guest concentration error

Wykres 2.7: Zalezno$¢ btedu wyznaczenia statej trwatoséci kompleksu od btedu w stezeniu G

2.3.2.3 Uktady zt@one - metody okrélania stechiometrii wiazania komplekséw

Omoéwione powyej zalenasci dotycza najprostszych komplekséw supramolekularnych o ste-
chiometrii 1 : 1. Metoda miareczkowania zasadniczo pozwala wyzhatage tworzenia kom-
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plekséw o bardziej ztmnych stechiometriach. Jedrmk dla kadego kompleksu kG, ko-
nieczne jest wyznaczenie parametigw ,,) orazK, g,,) Z krzywej miareczkowania. Jakju
pisatem, analiza takich uktadow wymaga zebrania wigkszej liczby punktéwiddczalnych.
Aby wyznaczy state tworzenia komplekséw w tak zianych uktadach, parameéfiyy G,,) Mu-
si istotnie r@nic sie dla kadego z komplekséw, w przeciwnym wypadku dopasowanie krzywej
jest bardzo utrudnione. W bardziej zlmych modelach kompleksowania liczba parametrow
jest tak dua, ze krzywa teoretyczna nzoa dopasowado déwiadczalnej na wiele sposobéw
(wiele podobnych miniméw lokalnych na drodze optymalizaciji). Sytuacja taka uziemi@
jakakolwiek ilcsciowa analize uktadu.

Wydaje sieze uniwersalnym podgsgiem bytoby dopasowywanie wszystkich miareczkiowa
przy wyciu ztazonego modelu np. uwzgledniajacego kompleksy HG,HBG. Jezeli ktorys
z tych kompleksow w rzeczywis$gi nie powstaje, to dopasowana, odpowiadajaca mu stata
tworzenia powinna bypomijalnie mata. Dswiadczenie pokazuije jednale zastosowanie zbyt
ztozonego modelu do ukfadu, ktéry jest w rzeczywsstioprostszy, skutkuje niepowodzeniem
procedury udokfadniania, lub daje zestaw statych o gigantycznych niegeianb. Z drugiej
strony, jeeli do obliczé przyjmiemy niewt&ciwy, zbyt uproszczony model nieuwzgledniajacy
wszystkich powstajacych kompleksow, wowczas waatdiczbowe wyznaczonych statych nie
majazadnego sensu fizycznego. Problem ten ilustruje Tabela 2.2.

Tabela 2.2:State trwatosci komplekséw (K;Iit) uzyskane przez dopasowywanie uktadu o ste-
chiometrii H: G wynoszacej 1 : 1 + 1 : 2 przez prosty model 1 : 1. Przyjeto
AY1.1 =11 AYyo =1.5
K11 =1000m™!
Hlp[M] KL2=10m~1 K12=50m~1 K12=100m~1 KI2=250m"1

0.0001 906 720 650 656
0.001 877 645 550 503
0.01 594 222 175 147

Tak jak mana byto sie spodzievia w przypadku prowadzenia miareczkowania przy ni-
skich stgeniach [H}, przy niewielkiej wartéci K12 (zaledwie 1% warteci K1), kompleks
HG, powstaje w bardzo matym procencie i dopasowana \garstatej K™ jest bliska rze-
czywistejK 11, jednake nawet wtedy rozbimaost wynosi ok. 10%. W miare wzrostu [gEzy
K12, rozbiezndst miedzy dopasowana stalgfft) ak 11 rosnie bardzo szybko. Dla umiarkowa-
nych wartGci [H], i K2 otrzymujemyK ' ~ 0.5 ¥, w kohcu dla ostatniej warkei w tabeli
state te rania sie o rzad wielk&ci. Z powyzszej analizy wynikaze uwzglednianie kompleksow
0 wyzszej stechiometrii (jeli rzeczywscie wystepuja w uktadzie) nie jest zabiegiem kosme-
tycznym, ktory tylko poprawia jak& wynikéw. Okazuje sieze doktadna znajon® stechio-
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metrii wiazania jestbsolutnie niezbedna, aby wtaSciwie zinterpretowa¢ dane doSwiadczalne z
miareczkowaniaw przeciwnym wypadku wyznaczone state trwatonie majazadnego sensu
fizycznego.

Z powyzszych powod6éw wyznaczanie statych musi zawsze poprzedetelna analiza ste-
chiometrii tworzonych komplekséw. Struktura receptora — liczba potencjalnych miejga-wia
cych —mae sugerow@obecné&t jakich kompleksow naley sprawdzt doswiadczalnie. VBrod
doswiadczalnych analiz najbardziej popularna jest metoda zmian ciagtych zwana metoda Joba.
Metoda ta polega na pomiarze wastoanalityczney dla serii roztworéw qH], + [G], = const
z réznymi wartéciami utamka moloweggy od 0 do 1. Wykresem Joba jest zatest AY /xy =
f(xy4). Metoda Joba zaktadae w roztworze powstaje tylko jeden kompleks,&,, wéwczas
maksymalna wartt AY /[H], otrzymamy w punkcie, w ktérym [H}[G], wynosim: n. Naj-
wigkszym problemem w stosowaniu metody Joba jest fekicompleks H,G,, nigdy nie jest
jedynym wystepujacym w roztworze (za wyjatkiem trywialnego przypadku 1 : 1). W rzeczy-
wistosci, w roztworze wspotistnieja wszystkie kompleksﬁ;} oxe(1,....,m),ye(1,...,n)i
wszystkie kompleksy daja wktad do mierzonegaPrzyktadowo, jeeli w roztworze powstaja
kompleksy HG i HG to maksimum na wykresie powinno przypadiaH : G=1: 2, czyli dla
Xy = % W rzeczywistéci, ze wzgledu na obecsiokompleksu o stechiometrii HG, maksimum
przypada pomigdzy 0,33 a 0,5. Tabela 2.3 przedstawia przebieg wykreséw Jobangiehréd
stezen substratowdp) i przy réznych wartéciach statychiK 11, K12,

Jak wida, dla niskich steeh metoda Joba ma bardzo organiczone zastosowanie, maksimum
wszystkich wykreséw ey bardzo bliskax = 0,5, co sugeruje stechiometrie 1 : 1. Dopiero
dla wiekszych steeh, maksimum przesuwa sie na tyle istotnie, aby wynik byt jednoznaczny.
Dodatkowym probemem sa relacje pomigdzy parametMyyd powstajacych kompleksow.
Cztery szczegblne sytuacje przedstawia Tabela 2.4.

Mimo ze symulacja dotyczyta uktadu o ziej wartdsci K2 (K12 /K1 = 0,25), przy daym
stezeniu, wzadnym z powygszych przypadkéw wykres Joba nie sugerujeSeaiaej stechiome-
trii. W przypadku A parametryy obu kompleksow sa takie samé:6 = Yug,), co skutkuje
maksimum bardzo bliskim(H) = 0.5. Dla wykresu Brhc, jest bliskie wart&ci dla wolnego
receptora, co sprawiae wykres ma maksimum przesunigte w strone wigkszych &entH),
ktére sugeruja powstawanie kompleksyGzamiast rzeczywistego HGW trzecim przebiegu
235, Yug = Y4, czego nastepstwem jest maksimurnaee przyx(H) = 0.29. Jest to warkt
znajdujaca sie doktadnie pomiedzy 0,33 i 0,25, czyli westami, ktére w klasycznej inter-
pretacji wskazuja na kompleksy odpowiednio HGHG,. Ostatecznie, eli Yapg i YAHG,
maja przeciwne znaki, wykres Joba ma charakter fali, ktérej ani minimum, ani maksimum nie
moga sugeronw@odpowiedniej stechiometrii. Wybrany tutaj przekréj konkretnych przypadkéw
dowodzi jeszcze bardziej ograniczonej stosowatnmetody Joba. Co ciekawe, dowolne z po-
wzyszych przebiegéw wykreséw Joba moga wysta@ilnoczesniglla réznych dtugéci fali
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Tabela 2.4:Symulowane przebiegi krzywych Joba dla stechiometrii 1 : 1 + 1 : 2, przy réznych
parametrach Yy . Przyjeto K1 = 1000m 2, K12 = 250m 1, [H],= 0,01m

A:Yane = 1;Yane, =1 B: YaHG = 1; Yang, =0
\
/ E X 9\10 X . \
Xrnax = 047 Xma)(: 056

C: Yane = 0; Yang, = 1 D: Yane = 1; Yane, = -1

X(H)
X(H)

lub réznych obserwowanych jader. Jakkolwiek wykresy z ppsaych przyktadéw nie wskazu-
ja wtasciwej stechiometrii, to jednak wykresy B-D sugera@nie jest to prosta stechiometria
1:1, co zmusza badacza do bardziej wnikliwej analizy i astepinterpretacji wynikow.
Ograniczona czukt i wrazliwost na konkretne relacje miedzy wastamiYy, g nie ozna-
cza jeszczeze metoda Joba jest beaieczna. Wymaga ona osirej analizy, w szczeg6lsaoi:

 eksperytment trzeba przeprowatiprzy najwyszym osiagalnym steniu,

« maksimum lgace poza zakresem 0,45« < 0,55 naley juz interpretowa jako ztaona
stechiometrige wiazania,

» maksimum lgace w pobku x = 0,5 (dla niskich steeh) nie jestiednoznacznym dowo-
dem na stechiometrie 1:1.

Przedstawiona powgj ograniczona stosowalsbmetody Joba wskazujee do okrélania
stechiometrii wiazania naty wykorzysta takze innesrodki.

Rdznice pomiedzy eksperymentalna a dopasowana ®eey¥ okresla sie mianem resz-
tek (Yerr). Analiza rozktadu resztek jest bardzo prostym w zastosowaniu i czutym narzedziem,
ktére pozwala stwierdzi czy zastosowany przez nas w procedurze dopasowywania model jest
prawidtowy. WykresAYerr = f([G],) daje rozkiad resztek. W przypadku dopasowania danych
doSwiadczalnych prawidtowym modelem teoretycznym, resztki maja charakter przypadkowy i
powinny byt w sposéb przypadkowy patone nad i pod osiX. Ich rozktad powinien b§ nor-
malny. Jeeli zatawony model okazuje sie nieprawidtowy, punkty na wykresie rozktadu resztek
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tworza sinusoidalne, regularne przebiegi - maja charatstematyczny. Naky zaznacz¥,

ze analiza rozktadu resztek nie wymaga prowadzenia dodatkowych eksperymentéw, jest to je-
dynie dodatkowa analiza numeryczna danych otrzymanych podczas miareczkowania. Przykta-
dowe przebiegi krzywych miareczkowania dla uktadow tworzacych kompleksy HG, 0@
rozktady resztek przy dopasowaniu danych modelem 1 : 1 przestawia Tabela 2.5.

Sinusoidalny charakter rozktadu resztek wystepuje we wszystkich przypadkach, jednak dla
niskich stgen i matych wart&ci K12 amplituda tego rozktadu jest niewielka. Dodatkowe btedy
przypadkowe, ktére zawsze wystepuja podczas pomiaru, moga dontimaaasystematycz-
nym trendem wynikajacym z niew8aiwego modelu. Metoda ta nie wskazuje, jaka jest rze-
czywista stechiometria powstajacych komplekséw, pozwala jedynie @oexy zastosowany
model jest prawidtowy. Zaskakujacy jest fake metoda ta nie jest powszechnie stosowana,
mimo ze jest bardzo czuta, nie wymaga przeprowadzania dodatkowych pomiaréw, analiza nu-
meryczna jest trywialna i czesto jest realizowana bémnio przez program dopasowujacy
krzywa teoretyczna.

Kolejna metoda oceniania poprav@wd izytego modelu wynika wprost z danych przedsta-
wionych w Tabeli 2.2. Miareczkowanie trzeba przeprowadnizy dwoéch, trzech skgniach
[H], rézniacych sie przynajmniej dwukrotnie z## model zostat wybrany prawidtowo, to uzy-
skamy zgodne wyniki, natomiastzeli model jest nieprawidtowy, to state wyznaczone w po-
szczegolnych pomiarach beda istotniemia sie miedzy soba. Ta metoda réwnigie znalazta
szerokiego zastosowania.

Na koniec dywagacji pawieconych maliwosciom okr&lania stechiometrii komplekséw
trzeba rozpatray przypadek btedu w steniu ktéregé z reagentéw. W takiej sytuacji maksi-
mum na wykresie Joba jest przesunigte, ponadto rozktad resztek eepistga zalenast K
maja podobna charakterystyke jak w przypadku zastosowania s@wiego modelu. Wyda-
je sie,ze przypadkowy btad stenia przygotowanego roztworu nie reoprzekracza+10%,
wieksza wartéC to btedy grube. Przeprowadzitem symulacje dwoch przypadkow: A) uktad
tworzacy kompleksy HG i HGo statychK ! = 1000m 1 i K12 = 100M~? oraz B) uktad HG
ze stataK ! = 1000M 1 i bledem -10% w steeniu G. Tabela 2.6 przedstawia poréwnanie tych
dwdch sytuacji za pomoca metod pomocnych w 8kaeiu stechiometrii kompleksow.

Jakkolwiek wszystkie trzy testy wykazuja taki sam kierunek zmian w obu przypadkach,
to jednak dla symulacji B zmiany te sa bardzo stabe i wydaje sie bardzo prawdopodebne,
zarowno przesuniete maksimum na wykresie Joba jak i systematyczny rozktad resztek znajda
sie w szumie btedéw przypadkowych; podobniezetgowa zalencst K jest na poziomie btedu
pomiaru. Z powyszej analizy wynikaze nie ma maliwosci pomylenia btednie okgtonej
stechiometrii wiazania z btedem w gamniach reagentow.
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Tabela 2.5:Symulowane przebiegi miareczkowania ukfadu z kompleksami HG i HG,, dopasowane krzywe wg modelu 1 : 1 i uzyskany rozktad
resztek
State trwat&ci kompleksow?
K11 =1000m~! K%1=1000m~1 K1 =1000m~1 K11 =1000m~!
stezenie [H}, [M] K12 —=10m~1 K12 —=50m—1 K12 = 100m~1 K12 = 250m~1

0,02 0,02 0,02 0,02
S e
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] 8 g ]
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%przyjetoYang = 11 YaHe, = 1.5
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Tabela 2.6:Poréwnanie ztozonego modelu wiazania (A) i btedu w stezeniu roztworu (B)

Metoda Model A Model B
Wykres Joba
/ /
0,0 0,5 1,0 0,0 0,5 1,0
X(H) X(H)
Xrnax == 0.44 XmaX: 0.48
il e — YN e
Rozktad resztek : oo

2 alemnos od steeni Hlp=1x103m KM =310M=% [H],=1x10"3m KMt =833u~?!

aleznosc od stgenia _ _

Hlp=1x10*m KMt =367w=1 [H],=1x10*m Kft=893u~1
0 0

2.3.2.4 Niepewn&t pomiaru w miareczkowaniu i wielkosciach pochodnych

Jak wynika z powygszego opisu i analizy pewnych czynnikéw, przeprowadzenie rzetelnego
miareczkowania i analiza danych, prowadzaca do wiarygodnych wynikéw, sa trudnym zada-
niem. Aby wynik miareczkowania byt nztiwie doktadny, naley dotazy¢ wielu stara, m. in.
spelnt ponizsze warunki®:

— QO&C i gospodarz musza bywysokiej czystéci;

— roztwory musza hy przygotowane z wielka stararsma, co dotyczy precyzji zardbwno
nawaek, jak i objet&ci rozpuszczalnika;

— rozpuszczalniki musza bytakze wysokiej czystsci, rozpuszczalniki higroskopijne mu-
sza by doktadnie osuszone lub zawatavody musi by standaryzowana;

— kolejne porcje gécia musza hypodawane z dia doktadnécia;
— steenie reagentéw musi byoptymalne dla mierzonej state;j;
— stechiometria powstajacych komplekséw mugi Igetelnie potwierdzona:

— eksperyment Joba przy gych stgeniach, i/lub,
— analiza rozktadu resztek, i/lub,
— pomiary przy r@nych stgeniach H;
— kazde miareczkowanie nag wykona przynajmniej dwukrotnie.
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Trzeba jednak zaznaozyze nawet spetnienie wszystkich opisanych warunkéw nie pozwala
wyznaczy statej trwat@ci ze znakomita precyzja. Stafa jest bardzo wraliwa na btedy w
przygotowaniu roztwordw i na ksztatt krzywej miareczkowania - drobna zmiana jej ksztattu,
wynikajaca z btedow przypadkowych, potrafi skutk@zaaczna zmiana wyznaczanej wardo
Ka.

Petna analiza niepewBoi pomiaru jest bardzo zona, wymaga uwzglednienia niepewno-
Sci przygotowania naw&k i roztworéw, niepewrgzi pobranej objefxi roztworu H, niepew-
noSci dodanych objegri roztworu G oraz niepewBoi numerycznego procesu dopasowywa-
nia krzywej. W praktyce zywa sie dwoch rodzajéw analizy niepevaed pomiaru. Pierwsza
polega na przeprowadzeniu dopasowywania krzywej teoretycznej za pomoca programu, kté-
ry, korzystajac z odpowiednich narzedzi analizy statystycznej, wyznaczakstaaem z jej
niepewnécia. Niepewngt wyznaczona przez program wynika tylko z niepegciov samej
procedurze dopasowywania, goyrogram przyjmujeze podane s#&enia i wyznaczone warto-
Sci analityczné¥ nie sa obarczone niepewsma pomiarowa. Aby prawidtowo oszacoovaie-
pewndt AK, nalezy niepewn&t wyznaczona przez program zwigkézyoszacowany czynnik
uwzgledniajacy inne zrédta btedéw. Nieuwzglednienie tych czynnikéwzaweza due za-
niedbanie. Druga metoda oktenia niepewngci wymaga przeprowadzenia kilku (co najmniej
trzech) miareczkowai analizie statystycznej tak otrzymanej serii. Niezbedne jest, abyeka
tych miareczkowa zaczyné od samego poczatku - tzn. od naeh, przygotowania roztworéw,
itd.

DoSwiadczenie wielu lat badaprowadzonych w naszym Zespole w dziedzinie chemii su-
pramolekularnej uczyze wzgledna niepewi$o pomiaruK wynosi 5-15%. Zmniejszenie nie-
pewndci ponzej 10% jest bardzo trudne,Zasiagnigcie poziomu <5% wydaje sie praktycznie
niemazliwe.

Niepewn&C pomiaru statych trwakrci przektada sie w oczywisty spos6b na niepesgno
wszystkich wielk&ci bedacych pochodnyrKi. Za miarg rozpoznania chiralnego przyjmujemy
miare termodynamicznat = :é—i (ROw.(2.1), str. 25), niepewsd wyznaczeniaotT wynika
z niepewn@ci AKs i AKgr. Ta oczywista zalencst nie znalazta sie wadnejze znanych mi
publikacji nt. rozpoznania chiralnego. We wszystkich przypadkach stosunekdawany byt
bez okré&lania niepewngci jego wyznaczenia.

Niepewndt pomiaru wielk&ci bedacej funkcja wielu innych wielkoi x;, kazdej obcia-
zonej niepewnscia Ax; mozna wyznacz§ na podstawie wzoru Row.(2.23) Podstawienie
Réw.(2.1) do ROw.(2.23) i ciag przeksztatcf2.25-2.29) daje wzor na wzgledna niepedmo
pomiaruat w zalezndsci od wzglednych niepewioi wyznaczenia statydd Row.(2.30).
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Z finalnego wzoru wynikaze przy przyjecitAK /K = 10% otrzymujemyAa/a ~ 15%,
lub Alog(a) = 0,056. Btad tego rzedu nag traktow& jako typowy w badaniu rozpoznania
chiralnego. Biorac pod uwagee dotychczasowe syntetyczne receptory wykazuja selek§avno
z rzadka tylko przekraczajaca 2dg(aT)| ~ 0, 3), niepewné&t ta jest bardzo istotna.

Jakkolwiek wyniki miareczkowania (otrzymane wa&toK) nie zalega od zastosowanej
metody analitycznej, jednak miareczkowanie pod kontrola NMR jest szczegdlnie uprzywile-
jowane. Z jednej strony jest metoda najbardziej kosztowna i czasochtonna, z driggdgjea
najwiecej informaciji o procesie wiazania Sledzenie systematycznych zmian przestiotge-
micznych sygnatéw pochodzacych od H pozwala ocemiktorym miejscu receptora nastepuje
wiazanie G, ktére protony sa zaaagaane w tworzenie wiatavodorowych, utatwia okise-
nie zmian konformacyjnych H wywotanych wiazaniem G, itp. Miareczkowanie pod kontrola
NMR pozwala réwnie odrénic wiazanie anionu przez obojetny elektrycznie receptor od pro-
cesu deprotonacji receptora przez ten afffo@ tego powodu miareczkowanie pod kontrola
NMR zawsze powinno zostgrzeprowadzone jako eksperyment kontrolny, nawet w sytuaciji,
gdy stgenie w tym eksperymencie nie nayedo optymalnych. Taki eksperyment kontrolny
powinien zosta przeprowadzony przynajmniej dla jednego reprezentanta badanej serii recepto-
row. Miareczkowania pod kontrola innych metod spektroskopowych sa tatwiejsze do przepro-
wadzenia, tasze, szybsze i moga byprowadzone automatycznie, dlatego metody te sa chetnie
stosowane, gdy tylko badany uktad pozwala na iz¥cie (Tabela 2.7).
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Tabela 2.7:Zestawienie cech miareczkowania pod kontrolg réznych metod

NMR UV-Vis Fluorymetria Kalorymetria
Zakres stgeh [M] 103-101 10%-103 108-10° 102-101
Zakres stalychKa [M—1] 1-10* 10— 107 10°-10° 1-10°

) . 10-3-0,1 mmol 3-10°—3-10"3mmol 3-1078—3-10"5mmol 3-0,03—0,3mmol

llo&t H na jeden pomidr

~0,5-50mg ~1,5ug—1,5mg ~ 15ng—15ug ~15—150mg
Czas pomiaru 1h 20 min 20 min 6h
MozliwoSt automatyzacji Nie Tak Tak Tak

Zalety

Wady

dokiadna informacja o wiazaniu,

. mata ilost zwiazkéw
metoda uniwersalna

mata ilost zwiazkéw

wyznaczaniAH® i AS

kosztowne rozp. deuterowane, ponie wszystkie kompleksy daja sy-nie wszystkie kompleksy daja sy-wymagane dioe AH®, potrzebna

trzebnadaailest Hi G gnat

gnat

duzailos&E Hi G

8Przy masie molowej H- 500 g/mol
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2.3.2.5 Metody obliczeniowe

Obok opisanych powsej metod wyznaczania statych trwatd komplekséw, wiele opisanych
w literaturze komplekséw analizowanych jestzakeoretycznymi metodami chemii kwanto-
wej. Obliczenia te okiglane metoda badania silico (przez analogie dm vivo czy in vitro)
prowadzone byly na @hych poziomach teorii: od metod pétempirycznych do rozbudowanych
bazy funkcyjnych na poziomie B3LYP DFT, czy CCSD.

Jednake wszystkie te obliczenia dotyczyty jedynie receptoréw i ich kompleskow anpréd
bez uwzglednienia rozpuszczalnika.$adczenie z badania zjawisk chemii supramolekular-
nej uczy jednakze zmiana rozpuszczalnika m®zmient stata trwat&ci kompleksu nawet o
kilka rzedéw. Podobnie, selektywsc wiazania ranych gé&ci sa silnie zalene od aytego
rozpuszczalnika. Co wiecej, czasteczki H, G, a zwtaszcza kompleksy, maja znaczna swobode
konformacyjna. Znalezienie minimum energetycznego na superpowierzchni stanéw konforma-
cyjnych wymaga niebagatelnej mocy obliczeniowej i nie gwaranfigeznalezione minimum
jest minimum globalnym. Moim zdaniem, nieporéwnywalnie wigksza niedokisdoblicze
wynika z nieuwzglednienia czasteczek rozpuszczalnika i przyjecia réeima] konformaciji,
niz z nieodpowiednio dobranej bazy funkcyjnej. Co wiecej, poprzez arbitralny dobér konfor-
macji mazna za pomoca oblicheudowodnt kazda, nawet btedna, teze dotyczaca trgato
kompleksow.

2.3.3 Literaturowe przykitady okreslania selektywndciat za pomoca mia-
reczkowah w rozpoznaniu chiralnym anionéw

2.3.3.1 Wprowadzenie

Opisana powyej miara rozpoznania chiralnega oraz r&ne aspekty miareczkowania maja
uniwersalny charakter - nie zal@ od rodzaju czasteczek H i G. W mojej pracy doktorskiej
ograniczytem badania tego zjawiska do rozpoznania chiralnego anionow karboksylanowych.
Wiazanie anionéw przez receptor realizuje sie przez odpowiedni uktad iwigaeorowych
w receptorach obojetnych elektrycznie, lub na zasadzie oddziahwiwmbowskich miedzy
kationowym receptorem a ujemnie natadowanym G. To ostatnie gudgpolega na prostej
wymianie jonowej, a tworzony kompleks jest po prostu para jonowa. Wydajeesigjazanie
sktadnikbw w ramach pary jonowej nie jest dobrze zdefiniowane, co wiecej pary jonowej nie
powinno sig, moim zdaniem, okgket mianem kompleksu supramolekularnego. Z pesaych
powodow wszystkie receptory na aniony badane w naszym zespole, w szciegdeeptory
stanowiace przedmiot tej pracy, sa elektrycznie obojetne. Ravpuiezszy przeglad przykta-
dow rozpoznania chiralnego anionow dotyczy gtdwnie receptorow elektrycznie obojetnych.
Opisane w literaturze chiralne receptory na aniony, wykazujacgéciwasci rozpoznania
chiralnego, mana podzielt ze wzgledu na motyw strukturalny wprowadzajacy chirgénado
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czasteczki. Do najcagiej stosowanych zrédet chiralgoi nalea:

naturalne i nienaturalne aminokwa8y*3
— cukry*4—46

sterold’—>0

wicynalne diole i diamin§®->8

hydroksylowe i aminowe pochodne binaftylep®-64

W odré&nieniu od bada nad kataliza asymetryczna, gdziezllg typ reakcji posiada ugrun-
towany w literaturze modelowy substrat, w dziedzinie rozpoznania chiralnego anionéw nie
ma jednoznacznie oksnych standardow badanych&gpo Najczé&ciej badane sa sole kwasu
migdatowego {2) i mozna je uznéa za nieformalny modelowy zwiazek. Do innych badanych
a-hydroksykwaséw naly kwas mlekowy 13), popularne sa tale wolne i N-zabezpieczone
a-aminokwasy oraz kwasy 2-arylopropionowe, glee do niesteroidowych lekéw przeciw-
zapalnych (NLP2Z), takie jak: ibuproferi4), naproksen15) i ketoprofen (6). Do badania
receptoréw zdolnych do zwiazania dwéch grup karboksylowynjwane byty kwasy dikar-
boksylowe: jabtkowy2, winowy (1) (oraz ich O-podstwione analogi) oraz aminokwasowe: glu-
taminowy (L7) i asparaginowy18). Zestawienie tych typowych &oi przedstawia Schemat 2.1.

Do badania rozpoznania chiralnego aniondéw karboksylanowych, w zdecydowanej wiekszo-
sci przypadkéw, stosowane byto miareczkowanie pod kontradaych metod spektroskopo-
wych. Mierzone ranice wart&ci statych tworzenia komplekséw zzdym z enancjomeréw,

Ksi Kg, sa zwykle niewielkie, dlatego miareczkowania i analiza danych muszgtagpro-
wadzane z nadzwyczajna starascia. W przegladzie doniesgiditeraturowych nt. rozpoznania
chiralnego anion6éw staram sie pod&lié problem jak&ci i rzeteln&ci przeprowadzonych po-
miarow. Niestety, ciagle nie ma ustalonych standardow publikacyjnych dla prac, ktérych ele-
mentem jest miareczkowanie. Autorzy sami decyduja, jakie dane i w jakigiikamiécic

w publikacji lub suplemencie. Czesto spotykatem sie z brakiem jakichkolwiek wykresow, czy
stabelaryzowanych danych z miareczkawBrak takich danych unienatiwia recenzentowi,

a poézniej czytelnikowi, ocene rzetebw pomiaru. Wydaje sige umieszczanie tych danych
powinno by wymagane przez redakcje, podobnie jak wymaga sie zataczania widm NMR no-
wych zwiazkoéw, czy chromatogramow dla produktéw wzbogaconych enancjomerycznie. W
czesci publikacii zaprezentowano jedynie kilka wykreséw z przebiegami miareczkémia

dla wszystkich pomiaréw). Jedynie w kilku przypadkachzma spotka sie z dobra praktyka
umieszczania wykresoéw i/lub tabel dla wszystkich przeprowadzonych miarecakavwprzy-
padku braku tych danych zmuszony jestem przyjeezentowane state trwéid, a co za tym
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O-hydroksykwasy O-aminokwasy kwasy 2-arylopropanowe
iy A
COOH
COOH HI}I COOH
Pg
12 14
Pg=H, Ac, Boc, CBZ
OH
/LCOOH OO COOH
13 ~0
15
© OH HN-Pg
S HOOC\/K HOOC
= COOH COOH o
S 2 17
E COOH
2 OH -Pg
S HoocYk HIN
>
COOH

¢ OH HOOC/VKCOOH 16
= 1 18

Schemat 2.1Zestawienie typowych kwaséw, ktérych sole s3 uzywane w badaniach nad roz-
poznaniem chiralnym

idzie enancjoselektywrsgi, z ograniczonym zaufaniem. Pasity przeglad ma bardzo krytycz-
ny charakter, jednak skala nierzetedosopomiaréw publikowanych tale w renomowanych cza-
sopismach wymaga takiego \8laie podejcia. Analizujac kolejne btedy popetniane przez auto-
réow, uzasadnie, dlaczego wiekszaloniesi@ literaturowych traktuje jako niepewne, jedzak
postaram sie pokazadéwniez przyktady rzetelnych prac, z dobrym warsztatem badawczym.

Jakkolwiek dziedzina rozpoznania chiralnego anionéw mak30 lat, doczekata sie jedy-
nie jednego artyuktu przegladowetfoMimo ze ta gataz chemii supramolekularnej rozwija sie
coraz dynamiczniej, od siedmiu lat nie opublikowaraminego nowego przegladu. Wigkszo
prac cytowanych w przegladzie Stibora nie zatacza danych dot. miaredzkdiagego rzetel-
nosci opisanych tam pomiaréw nie jestem w stanie oteditego powodu omowie gtéwnie
pozniejsze publikacje, ktére prezentuja przynajmniej jeden wykres krzywej miareczkowania.
Analize doniesig literaturowych podzielitem ze wzgledu na rodzaj znalezionego btedu meto-

dologicznego.
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2.3.3.2 Jakdét danych i liczba punktéw

Jak pokazatem na przyktadzie modelowego miareczkowania (patrz Wykres 2.7, str. 31) wyzna-
czona wart& K zalezy bardzo silnie od ksztattu krzywej, dlatego potrzebne jest precyzyjne

i dosyE geste probkowanie przebiegu krzywej. Przyktady literaturowych miareczkpwaed-
stawione na Rysunku 2.7 pokazujg, warunek ten nie zawsze jest spetniony w praktyce.

2404

a) 00: . ° o b) 0,010

Intensity

80 4 - - <
f - " 0,005 =

5 1 15 20 25 30 35
ekw G

60
[GH]

Rysunek 2.7:Przyktady miareczkowan o stabej jakosci danych a)Cyt. 41, b)Cyt. 51, Wykre-
Slono na podstawie danych z Supporting Information

Punkty z miareczkowania (Rys. 2.7a)) cechuje ogromny btad przypadkowslimeo ze
réwniez systematyczny) oraz mata liczba punktévwsaeadczalnych. Autorzy (Huang i wsp.)
okreslili niepewndt pomiaru na poziomie 5-8%, co stanowi grube niedoszacowanie btedu.
Jak wynika z przytoczonych przeze mnie przyktadow, miareczkowanie tejgapozwala je-
dynie oszacow@z grubsza rzad wiellszi statejK. Jakiekolwiek analizy stosunkdéw dwdch
statych nie majgadnego sensu. Wyniki miareczkawa podobnym poziomie btedéw przypad-
kowych opublikowali Pappalardo i wsf5.(Rys. 2.7b)); program HYPERQUAD, ktéregayli
do wyznaczenia statych, lepiej oszacowat btedy pomiarufi&%), jednak autorzy btednie
zinterpretowali wynik podany przez program. Badacze nie tylko nie oszacowali niepeiwno
w stezeniach, ktére zwiekszaja niepevlassamego dopasowania, ale btad wzgledny (podany
przez progranelative std. dey.potraktowano jako bezwzgledny, co doprowadzito dmgo
niedoszacowania niepews pomiaru. Przyktadowe btedy popetnione przez autoréw i rzeczy-
wista niepewnst pomiaréw przedstawia Tabela 2.8. Niepedmavyznaczonych stosunkéw
statych wynosi ok. 70%, co oznacz& wyniki sa zupetnie bezwagoiowe.

2.3.3.3 Metody regresji liniowej

W XXI wieku, przy powszechnej dostepsa do komputerdw i specjalistycznego oprogramo-
wania do obrébki danych, jak réwrdegotowych, darmowych i komercyjnych programéw do
analizy miareczkow@, ukazato sie kilka publikacji, w ktérych wykorzystano metody regres;ji
liniowej. Sprowadzenie krzywej miareczkowania do problemu liniowego wyraageszeew-

nych zataen i przyblizen. Przyblzenia te z kolei zawsze sa zrodtem btedu. Przy dzisiejszej
dostepnéci nieliniowych algorytméw, linearyzacja problemu miareczkowania niezaume-

go uzasadnienfd. Moje déswiadczenia z zastosowaniem liniowej metody Benesi-Hilderbanda
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Tabela 2.8:Niepewnoéci miareczkowan autorstwa Pappalardo i wsp.%

H G Ka[M™] i A wg Rzeczywiste war- stosunek Ks/Kg
autoréw tosciKa[M~1i A orKp/K_
19a (R)-20  3.49+0.68-10° 3.49+2.37-1C°
5.54+70%
19a  (5-20  1.94+0.16-10* 1.94+0.31.10*
19a D-Trp-TBA 1.27+0.54-10* 1.27+0.69-10%
3.2+61%
19a L-Trp-TBA 3.94+0.28-10° 3.94+1.10-10°
19b D-Ala-TBA 2.46+0.20-10°  2.46+0.49.10°
0.274+78%

19b L-Ala-TBA 9.03+0.75-10° 9.03+6.77-10°

wskazujaze nawet przy prawidtowym zastosowaniu metody (tzn. spetieniegal@asad-
nost przyblizen) réznice miedzy ta metoda a dopasowaniem nieliniowym sa rzedu 5-10%.

W kilku znalezionych przeze mnie publikacjach metoda Benesi-Hildebranda zozydda u
prawidtowo, jednak samo jejaycie jest nieuzasadnione, gdyrowadzi do maliwego do unik-
niecia btedu. Publikacja zespotu Kirtfa dotyczaca rozpoznania chiralnego soli N-zabezpie-
czonych aminokwaséw, wymaga umvaejszego spojrzenia. Autorzy miareczkowali receptory
oparte na antracenie z przytaczonymi fragmentami cukrowymi poprzez grupy tiomocznikowe
(21). Miareczkowania prowadzone byty w acetonitrylu pod kontrola fluorymetrii. Analize da-
nych przeprowadzono metoda Benesi-Hildebranda, przy czym wymagane penydiiwarun-
ki zostaty spetnione dla wszystkich punktow miareczkowania. Autorzy publikacji zbierali jed-
nak tylko po osiem punktéw dwviadczalnych na jedno miareczkowanie, a taka liczba punktow
bardzo utrudnia wiarygodna analize numeryczna. kheaspojrzenie na przebiegi miareczko-
wan zamieszczone przez autorowBupporting Informatioprowadzi do bardzo niepokojacych
wnioskow.

Rownanie dopasowanej prostgj=€ a- x + b) determinuje stata trwaszi kompleksu =
b/a). Wyznaczona wart statej silnie zaley od nachylenia prostej i jej przecigcia z o¥ia
W miareczkowaniach autoréw tej pracy dystrybucja punktéw na wykresie powarujegto-
zenie punktu przy 1 ekw. catkowicie determinuje wyznaczona stata tesiaRys. 2.8). Dla
takiego rozktadu punktow doviadczalnych dopasowywanie regresji liniowej sprowadza sie do
potaczenia punktu 1 ekw. z grupa punktéw 30-90 ekw. Zaréwnozeolie punktu 5 ekw., jak
rowniez trend grupy 10-90 ekw. nie nmdnego znaczenia w takim dopasowaniu. Odrzucenie
punktéw przy 1 i 5 ekw., ze wzgledu na zbytzyuwptyw ich btedéw na wyznaczona stata,
prowadzi do zupetnie innych wagoi K (Rys. 2.9). Alternatywne (bardziej adekwatne) dopa-
sowania istotnie zmniejszaja postulowane przez autorow enancjoselekivimp), a nawet
sugeruja przeciwny kierunek selektyvaon.

Jak wynika z Rys. 2.8 podniesienie lub abemie punktu 1 ekw. powoduje odpowiednio za-
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Rysunek 2.9:Alternatywna analiza danych miareczkowah pomiajajace niepewne dane dla
punktéw przy 1i5 ekw.

nizenie lub zawyenie wyznaczoné§. W pomiarach Kima i wsp. dla wszystkich miareczkdwa
z udziatem aminokwaséw szeregy punkt 1 ekw. lgat ponkej trendu pozostatych punktéw,
za&6 dla szeregu lezat powyzej. Jest bardzo mato prawdopodobne, aby taka reguarpoe-
jawiajaca sie tacznie w 12 parach miareczkawiyta nastepstwem btedéw przypadkowych.
Regularn&t ta wskazuje raczej neonglowanie wynikami, w celu otrzymania spoéjnych i do-
niostych wynikéw. Przedstawione przez autoroéw wacicstatych oraz selektywsoi wydaja
sie dalekie od obiektywizmu.

2.3.3.4 Komputerowa analiza danych

Pomimo starannego przeprowadzenia pomiardw, przy zachowaniu wszystkich wymaganych
warunkéw, btedne wyniki mmna uzyska na skutek nieumiejetnego postugiwania sie progra-
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mem komputerowym. Receptd? poddano kalorymetrycznemu miareczkowaniu enancjomera-
mi soli TBA kwasu 2-fenylobutanoweg@3®) w acetonitrylf°. Na wykresach miareczkowania,
przedstawionych na Rysunku 2.10, zwraca uwage fakgbie krzywe osiagaja plateau zanim
zostanie dodany 1 ekw. G. Co wiecejzkly z enancjomeréw G powoduje wysycenie receptora
przy innych proporcjach H:G. Autorzy jednak majac do dyspozycji przytoczone dane, postuluja
model wiazania l: 1.

K, (S)=1.0x10°

Injectant concentration / kcal mol
N

K, (R)=98x10°

OO0
-3
(0]
n [ ]

/Y“\OTBA -
T 7T T T T T T T T T 1
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 04 05 06 07 0.8 09 1.0

Molar ratio

22

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

WyjaSnienie tego niespodziewanego zachowania jest stosunkowo prosteprogframy
uzywane do analizy danych z miareczkowania kalorymetrycznego uwzgledniaja dodatkowy
czynnikr, ktory wprowadza poprawke na rzeczywistezstgie H w roztworze.

[H]o=r-[H]5™" (2.31)

Parametr ten jest niezbedny w badaniach biologicznych wiazania G przez biatkazgely
czywiste stgenie biatka jest zawsze nieznane. Paramgést udoktadniany w procesie do-
pasowywania krzywej teoretycznej. Wydaje sie,autorzy btednie wprowadzili do programu
stezenia ktoregs z reagentéw i program odpowiednio do tego dopasowat &@rtalednake
dla kazdego z dwu miareczkovladopasowana zostata inna wata, co spowodowato uzy-
skanie dwodch tak znacznieazdiacych sie statych trwadgi K. Otrzymany przez autoréw sto-
sunekKs/Kg ~ 10 jest najprawdopodobniej artefaktem powstatym w wyniku btedu w obstudze
programu. Na podstawie zamieszczonych w publikacji wykreséw nienanokrélic rzeczy-
wistych statych i ich stosunkéw, jednak wydaje sie enancjoselektywiso jest zdecydowanie
mniejsza od deklarowane,.
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Pragne jeszcze zwrdcuwage na faktze w celu racjonalizacji doniostych wynikéw enan-
cjoselektywn@&ci postulowanych w powaszej publikacji, jak réwnie w pracy Kima, autorzy
przeprowadzili ztaone obliczenia kwantowomechaniczne. Wyniki tych obliczenodele stre-
reochemiczne wiazania enancjomeréw — potwierdzaty postulowana przez autoréw enancjose-
lektywnast, mimoze zostata ona okstona nierzetelnie. Pokazuje to dobitnie jakana mani-
pulowat odpowiednim doborem konformacji H, G i ich wzajemnym aoiem, jak réwnie
baza funkcyjna, aby uzyskaazadany wynik oblicze potwierdzajacy zakmona teze.

2.3.3.5 Stechiometria tworzonych kompleksow

Jak pokazatem w Tabeli 2.2, obe&d&omplekséw o wygszej stechiometrii ma ogromny wptyw

na wyznaczona stata kompleksowaniagjete ztazone kompleksy nie zostana uwzglednione

w analizie danych. Dlatego przed przeprowadzeniem jakiegokolwiek miareczkowania powinna
zost& mazliwie wiarygodnie okrélona stechiometria komplekséw. Przeglad literatury poka-
zuje jednakze problem ten jest powszechnie sptycany. Wielu pracom nie towarzgshya

z akceptowalnych metod ol8kania stechiometrii, natomiast w pozostatych postugiwano sig
jedynie wykresami Joba, ktére cechuje ograniczona &uto

W publikacjach nt. rozpoznania chiralnego anionéw znalaztem zaledwie kilka wykresow
Joba, z ktérych trzy chce tutaj przytoézyTabela 2.9). W tych trzech przyktadach autorzy
wydedukowali na podstawie wykresze w roztworze powstaja jedynie kompleksy 1: 1.

Wykres z poz. 1. jednoznacznie wskazuje na powstawanie kompleksgn(ral&ksimum
przesuniete d& = 0,40). Graficzna interpretacja tego wykresu jest niggitaa, gdy tylko po-
tozenie maksimum funkcji wskazuje na stechiometrie komplekséw. Positkowanie sig stycznymi
i interpretacja ich przeciecia jest bezcelowa i, jak vidarowadzi do btedéw. Wykres z poz. 2.
oparty jest na danych z nieprawidtowo przeprowadzonego eksperymentu, lub jest nastepstwem
btednej "obrébki" danych, gdywartdgsci wykresu Joba dla = 0 i x = 1 zawsze wynosza 0.
Ostatni z przytoczonych wykreséw zawiera zaledwie pignktéw (punkty dlx=0ix=1sa
nieinformatywne), co bardzo utrudnia analize przebiegu krzywej. Jednak przedstawione dane
jednoznacznie wskazuja na asymetrie wykresu: lokuja maksimum w okolicact, 4, tym
samym sugeruja obecsbkompleksow HG.

W wielu publikacjach spotkatem sie ze stwierdzenigmdobre dopasowanie krzywej teo-
retycznej do punktéw dgwiadczalnych (mierzone np. jal > 0,99) dowodzi stuszr&zi mo-
delu. Stwierdzenie takie jest jedynie éz@wo stuszne. Po pierwsze, nie ma ustal, jaka
wartcst R? swiadczy jeszcze o zgodsa modelu, a jaka sugerujezmieprawidtowdt. Po dru-
gie, wysoka wartst R? dla danego modelu wcale nie musi ozndgzze nie mana uzyska
jeszcze lepszego dopasowania w innym modelu. Skutecznym narzedziem oceny péprawno
modelu jest analiza rozktadu resztek, opisana w poprzednim rozdziale. Jaepokastepnym
akapicie, w pracach, w ktérych dobRé sugerowato prosty model 1 : 1, systematyczny rozktad
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Tabela 2.9:Przyktady btedéw w wykresach Joba

Ip H G Wykres Joba o
o -
e S .'m.._‘v.,A.._ !
) O ~, .
OO
1 o tryptofan = 0.8 63
O‘ @Nb\ 0.06 %
2cr 0.04 \\'

0'020.0 0.1 0.2 0304 0506 0.7 0.8 0.9
[(R-111[ (R)-11+[L-Trp])

24
0.184
" 0.6 .
AN N 0.144 .
@DL.}«_\\O I C " g o2y — 43
2 & Ac-Asp-OTBA £ o] NN
%"‘Lf Nt o 4 oo RS
§ v : 006 e i STy
nzo‘nz 0044 /A/
0.024
0.00 +4*~—F———F——F——F—"—F——F————————
0.0 0.1 02 03 04 05 0.6 0.7 0.8 09 1.0
[GU(GIH)
25

=g = i ,
3 Q sor ;3 H-Phe-OTBA £ : 52

btedéw wskazuje jednak na ziony model kompleksowania.

Na podstawie publikowanych wykresow krzywych miareczkowania i dopasowanych krzy-
wych teoretycznych mimna okrélic rzeteln& pomiaru nie tylko w kategorii odpowiedniej ja-
koSci danych i wigciwych stgen. Analiza rozktadu resztek umlbiwia czesto okrélenie pra-
widtowosci zastosowanego modelu — Tabela 2.10

We wszystkich przytoczonych w Tabeli przypadkach rozktad resztek ma charakter systema-
tyczny i stwierdzenie tego faktu nie wymagadnych analiz numerycznych, niedopasowanie
jest widoczne gotym okiem. Autorzy powgzych wykreséw dopasowywali danessioadczal-
ne modelem wiazania 1 : 1, jednak sinusoidalny rozktad btedéw sugeruje powstawanie kom-
plekséw o wyszej stechiometrii. Warto zauwg, ze receptor28i 31 (poz. 5i 7) sa dwudo-
datnimi kationami wiec wiazanie dwoch jednoujemnych anionéw jest dla nich naturalne. Re-
ceptory27, 29, 30, 32, 25 (poz. 1-4, 6) zbudowane sa z dwdch ramion wyposgch w donory
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wiazah wodorowych, ktére moga wiazgpo jednym anionie niezate od siebie. Ostatecznie
wykresy Joba dla receptoré®bi 26 (poz. 6 i 8) réwnie sugeruja obecr$o komplekséw HG.

Przy nieprawidtowo dobranym modelu kompleksowania wyznaczone przez autorow state trwa-
tosci i ich stosunki — enancjoselektywsm sa btedne. Zaskakujacy jest fake, ani autorzy, ani
recenzenci nie zwrdcili uwagi nazace (bo widoczne gotym okiem) niedopasowanie krzywych
teoretycznych. Opublikowane wasit numeryczne i wysokie w kilku przypadkach enancjose-
lektywnaosci sa w rzeczywistri bezwartgciowe.

2.3.3.6 Niepewnét pomiaru w doniesieniach literaturowych

W wiekszasci publikacji dotyczacych rozpoznania chiralnego anionéw, autorzy uwzgledniaja
niepewn&t wyznaczenia statych tworzenia kompleksow. &zgrac uwzglednia ogoélna nie-
pewnat oszacowana dla wszystkich pomiaréw na poziomie 10-15%, inne podaja nigggewno
kazdego wynikuK, okreslona przez program dopasowujacy krzywa miareczkowania. W tym
drugim podeciu wydaje sieze autorzy nie uwzgledniaja dodatkowych czynnikéw (niepew-
nost stezen, objetdci titranta, itp.), zatem te waioi niepewnéci sa zardone. W zadnej

ze znanych mi publikacji niepewBDd wyznaczenia statych trwadoi komplekséw nie zosta-

ta uwzgledniona w oki&ganiu niepewnsci innych wielk&ci bedacych pochodnymi statygh

W szczegolnéci ostatni zarzut dotyczy podawania stosumlgiKgr bez przedziatu ufrici.
Uwazam to za day btad, gdy wynik pomiaru ma petna waro dopiero wtedy, gdy warzi
liczbowej towarzyszy niepewi$o jej okreslenia.

2.3.3.7 Wiarygodne pomiary

Do oceny wiarygodngci podanych w publikacji statych trwaoi komplekséw, niezbedna jest
analiza danych uzyskanych przez autoréw podczas miareczkowania. Najdogodniejsza dla czy-
telnika forma prezentacji wynikow jest wykres przedstawiajacy punkty miareczkowania z dopa-
sowana krzywa. W przypadku braku takich danych ocena rzeselng jest maliwa. Przedsta-

wione powyej liczne btedy w procedurach analitycznychz&ani podchodz z duza rezerwa

do opublikowanych wynikow, ktére nie zostaty udokumentowane odpowiednim wykresem. W
dziedzinie rozpoznania chiralnego anionéw znalaztgio jednaserie publikacjt®5°, ktore
prezentuja wykresy wszystkich miareczkawiavszystkie pomiary wydaja sie przeprowadzo-

ne prawidtowo. Grupa Schmidtchena opisuje w tych pracach wiazanie karboksylanéw przez
kationowy receptoB3i dikarboksylanow przez makrocykliczny recep8a Procesy komplek-
sowania autorzy badali za pomoca miareczkowania kalorymetrycznego. Rys. 2.11 przedstawia
wykresy miareczkowazataczone przez autorow Supporting InformationJaka&t zebranych
danych oraz ich dopasowanie nie budaédnych zastrzen.
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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 bezp&redniego okreslania rozpoznania chiralnego
2.3.4.1 Wprowadzenie

Opisane powyej metody wyznaczaniatr wymagaja przeprowadzenia dwéch bardzo precy-
zyjnych pomiaréwKs i Kg. Do badania rozpoznania chiralnegazdibardziej dogodne bytyby
metody wyznaczajace ten stosunek wpragtmozna wyznacz§ bezp&rednio jedynie w takim
eksperymencie, w ktérygednoczesnieiczestnicza oba enancjomery G lub H. W mieszaninie
takiej trzeba okr8lic w stanie rownowagi stosunek &4 wolnych sktadnikow[Gg]/[Gr] lub
[Hsl/[Hg] lub stosunek steenia kompleksowfH*Gg|/[H*Gg]. Grupe takich metod ok&tam

jako konkurencyjne, gdypodczas eksperymentu enancjomery jednego z reagentéw rywalizuja
o mazliwo&t zwiazania drugiego reagenta. Przeprowadzenie pomiaru k&regowyszych
stosunkdéw bez naruszania stanu rownowagi nie jest fatwym zadaniem analitycznym. Jak do tej
pory, opisano jednak kilka przypadkéw udanych prob zastosowania takich metod.

2.3.4.2 Spektrometria NMR

Prosta metoda okstania stosunku statych tworzenia komplekséw o stechiometrii 1 : 1 dla
dwdch r@&nych receptoréw i jednego goia zostata opisana przez WhitloéRaAby mazliwe

byto zastosowanie tej metody niezbedne jest aby istniaty dajace sig zidedliedzt sygnaty

NMR kazdego z receptoréw, ktére ulegaja przesunieciu na skutek kompleksowania. Receptory
konkuruja o czasteczke G w rslyrownan:

H*G — H3G (2.32)
HP*G — HPG (2.33)
[H°G]
Ko = o 2.34
][O (239
_ K¢
Kp = . (G (2.35)

Podzielenie stronami rowhg?2.34) i (2.35) da wyrzenie na stosunek statych:

" [H3G]

Ka _ ]

< = WG (2.36)
[HP]

co wyraone utamkami molowynii(przy uwzglednieniuze x(H) = 1 — x(HG)) wyglada

Yutamek molowy nie odnosi sie w tym wypadku do catej mieszaniny, ale jesslmhngjako:x(HG) = %
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nastepujaco:

K X(H3G)

a _ Ix(HG)

K = X (2.37)
1—x(HPG)

W warunkach szybkiej wymiany w NMR utamek molowy formy skompleksowanejmao
wyrazic rownaniem:

5obs_ OH A5obs
Xpa = = 2.38
S T VY. (2:39)
Po podstawieniu do Row. (2.37) i uporzadkowaniu daje Row. (2.40):
AdGhy/ Adfax
Ka _ 1A% /A% (2.39)

Kb Aagbs/Aarl%ax
1-A88 JABDax
Ka A0Ra/A08 1

b obs 2.40
Ko AdRa/Ad% —1 (2.40)

W szczegolnym przypadku,Zeli H, i H, sa enancjomerami, to stosunkk/K, jest po
prostu selektywngciaar. Metoda ta ma pewne ograniczenia. W sktadnikytym jako mie-
szanina enancjomeréw musi istaie@ki atom,ze kady z enancjomeréw doznaje oddmiennej
zmiany przesuniecia chemicznegod) pod wptywem homochiralnego §oia. Istotne jest tak-
ze, ze oba enancjomery musza&wiadcz& zmiany przesuniecia chemicznego (sytuacja, w
ktérej Admax = 0 uniemaliwia wyznaczenieat). Najwazniejsze zalety tej metody wynikaja
z faktu,ze at mozna uzyska w wyniku jednego eksperymentu, a nie poréwnania dwoéch po-
miarow. Co wiecej, jak wynika z Réw. (2.40), do wyznaczenia selektyeime jest potrzebna
znajoma&e stezeniazadnego z reagentéw. Nawet sktadniyty jako mieszanina enancjomeréw
moze byt uzyty w dowolnych i nieokrgélonych proporcjach (niekoniecznie racemat 1 : 1).

Pewne trudngci w zastosowaniu tej metody, jak rownieszacowanie niepewso pomia-
ru, oméwie w rozdziale 3.5.1.1 (str. 107) na podstawie wtasnyé&lvaamlczé w jej stosowaniu.

Pierwszy literaturowy przyktad zastosowania tej metody stawia ja w bardzo niekorzystnym
Swietle’®. W pracy tej okrélano stosunek statej trwdo dla makrocyklicznych receptoréw
(35-38) nie bedacych enancjomerami. Autorzy wyznaczyli stata trégtednego kompleksu a
nastepnie stosunki statych dla innych receptoréw za pomocazsaeymetody konkurencyjne;j
Wyniki metody konkurencyjnej poréwnali ostatecznie z wynikami uzyskanymi przez zwykte
miareczkowanie. Zestawienie tych wynikow przedstawia Tabela 2.11.

Rozbiendsci w wynikach uzyskanych przez autoréw za pomoca obu metod sa ogromne.
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Tabela 2.11:Zestawienie wynikéw uzyskanych metoda konkurencyjna (Krel) z wynikami bez-
poérednich miareczkowan (K'™"). Czasteczka goscia byt p-nitrofenol.

Ip | Czasteczka H Kttr — Krel
1 35 6000 &

2 36 14000 22800
3 37 24000 96000
4 38 9800 15600

areceptor i pomiar odniesienia dla pozostatych wscto

Trzeba jednak zaznaozyze miareczkowania byty prowadzone przyzeigiach NMR (0,0M)
zatem iloczyrK - [H], > 100, wart&ciK uzyskane metoda klasyczna sa bardzo watpliwe.

W kontelScie rozpoznania chiralnego anionéw metoda konkurencyjna zostata zastosowana
przez grupe Morand. Badali oni widciwosci receptor®9, w ktérym chiralnét osiowa wpro-
wadzili poprzez jednostke spirobifluorenu. Jako anionowycécgazyli soli TBA kwaséw:
migdatowego, N-CBZ-laucyny i naproksenu. Stosunek staleiKr wyznaczyli w ekspery-
mencie NMR za pomoca powgzej metody kompetytywnej, przyyciu racemicznej miesza-
niny receptora i homochiralnej soli TBA. Wg autoréw, sygnaty pochodzace od enancjomerow
receptora ulegaly rozszczepieniu pod wptywenadego z homochirlanych anionéw. Dla na-
proksenu i CBZ-leucyny stwierdzona (= 1), dla midgalanu Zaselektywnét wynosita 14.
Klasyczna analiza selektyw&o na podstawie dwdch miareczkawarzy wyciu enancjome-
rycznie czystych reagentéw data podobna w&irteelektywn@ci (o = 16), jednake w tym
wypadku state trwalsci wydaja sie zbyt wysokie aby ich wyznaczenie mogto yarygodne
(K1 = 2,8-10% Ky = 1,7-10%). Brak zataczonych widm i wykresow nie pozwala ocerse-
telncsci pomiaru. Zastanawiajacy jest fakt uzyskania tak znakomitej selekgavdta jedne-
go anionu (migdalanu) przy jednoczesnym braku jakiejkolwiek selektgairtda pozostatych.
Zaproponowany przez autoréw model stereochemiczny ttumaczacy obserwowane przesunigcia
sygnatéw w NMR (A J) nie wyjasnia r&nic w enancjoselektywrziach migdalanu i naprokse-
nu.

Ten sam zesp6t opublikowat, niemal rownosaee, bardzo podobna prace dotyczaca roz-
poznania chiralnego diketopiperazyrdOf przez receptory zbudowane na rdzeniu ksantenu
(41-43) 2. Receptor ten posiada centrum stereogeniczne na atomie fosforu. Zastosowanie me-
tody konkurencyjnej Whitlocka dato stosunek statych réwny 6,8, aréwnanie dwéch bez-
posrednich miareczkoweawartast 6,0 K1 = 3600;K, = 600). Dwa inne receptory daty metoda
Whitlockaa =2,2ia = 2,7, co wg autorow jest selektywscia wysoce niezadowalajaca i dla
tych receptoréw nie przeprowadzono miareczkiowiasycznych. W pracy tej wglad w krzywe
miareczkowa réwniez nie jest dostepny.

Metoda konkurencyjna byta stosowana w kilku innych pracach zespotu Morana dotycza-
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cych rozpoznania chiralnego kwaséw karboksylowych. Pewne watgptivmaze budzt stoso-
wanie jej w przypadku, gdy autorzy wykazali silna dimeryzacje czasteczek recEplatadia
receptorow zdolnych do tworzenia komplekséw azaej stechiometrif.

Dobra zgodnét miareczkowa konkurencyjnych i klasycznych przedstawit Mofardla
receptora opartego na benzoksante#did),(wiazacego w chloroformie kwasy karboksylowe
(Tabela 2.12)

Tabela 2.12:Poréwnanie selektywnosci uzyskanych za pomoca klasycznego miareczkowania z
wynikami miareczkowan konkurencyjnych (k)

Kwas K(+)H K(—)H a= K(_,_)/K(_) amkK
Etoksykarbonylo-L-leucyna 1,010° 7,4x 10° 7,4 7,4
Etoksykarbonylo-L-Prolina 1,4 10° 1,5x 10° 13,6 14
Etoksykarbonylo-L-Alanina 2,3 10° 1,9x 10° 8,3 8,5

Cbz-L-Leucyna 2,410° 1,8x 1P 7,5 7,7
Boc-L-Leucyna 7,210 1,9x10° 2,6 2,7
.
0 X
Cl H
44
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2.3.4.3 Spektrometria mas

Spektrometria mas (MS) unztiwia jednoczesna analize wielu sktadnikéw badanej probki, pod
warunkiem,ze sktadniki te daja sie zjonizowaWynikiem eksperymentu jest funkcja inten-
sywndsci sygnatu od stosunkm/z (masa/tadunek). Przyzyciu ,migkkich technik jonizaciji",
takich jakelektrosprefESI), fast atom bombardmeKEAB), czy matrix assisted laser desorp-
tion and ionisiation(MALDI), zrédto jonoéw nie powoduje rozpadu kompleksow supramole-
kularnych i maliwa jest obserwacja jonéw pochodzacych od tych supermolekut. Jak zwraca
uwage Schalle{f, spektrometria mas bada jony w fazie gazowej, ktora diametralarg sie

od roztworu — fazy skondensowanej. Schalley zatayze energie oddziatywepomiedzy Hi G

sa poréwnywalne z energiami oddzialyiwa czasteczkami rozpuszczalnika, energia natomiast
solwatacji czesto przekracza energie wiazania HG. ,Obdarcie” kompleksu z otaczajacych go i
stabilizujacych czasteczek rozpuszczalnika bardzo istotnie wptywa na jegodtywstiakture

i wkasciwasci. Jakkolwiek badania komplekséw supramolekularnych za pomoca MS sa bardzo
ciekawe i dostepna jest szeroka paletangch pomiaréw uwzgledniajacych badania trwato-
Sci i reaktywnéci supermolekut, badania te dotycza adduktéw w fazie gazowej i nie powinny
byt wprost przektadane na véeiwasci komplekséw w roztworach. Powym ograniczeniem

MS w pomiarach il&ciowych jest skrajnie @ha zdoIn&t do jonizacji poszczeg6lnych sktad-
nikéw probki’”-"® Rozktad intensywn&ci, bedacy wynikiem pomiaru w spektrometrii mas,
zazwyczaj wzaden sposo6b nie odzwierciedla rzeczywistychdlowych stosunkéw pomiedzy
sktadnikami analitu. Co wiecej, rozktad intensyvéeobedzie zaleat od wytej metody joni-
zacji, czy rozmaitych parametréw regulujacych prace zrédta jondéw. W praktyce przyjmuje sie
przyblizona reguteze dopiero ok. siedmiokrotna (1) zdica w intensywngci dwéch sygnatéw
wskazujeze dany sktadnik wystepuje w przewadze.

Z powyzszych rozwaah wynika, ze préba zastosowania MS doSowych bada stanu
réwnowagi istniejacego w roztworze wymaga szczegoélnej pstaxi — racjonalnie zaplanowa-
nego eksperymentu, ktory uwzgledni wszystkieziivee zrédta btedu oraz szeroko zakrojonej
walidacji metody eksperymentalnej - poprzez poréwnanie z wynikami uzyskanymiinna metoda
analityczna.

W przypadku analizy rozpoznania chiralnego probleeng) jonizowaln&ci staje sie mniej
istotny, gdy jonizowalndci par enancjomeréw 3 Gr lub Hs i Hi sa identyczne. Mmna sig
réwniez spodziewd, ze jonizowaln&ci komplekséw FiGs i H*Gg, bedacych diastereoizome-
rami, beda zbfione. Istotnym problemem jest fake pary enancjomeréw i diastereoizomeréw
posiadaja identyczne masy, toteie sa rozrbniane przez spektrometr mas. Aby razmienie
izomerow byto maliwe, niezbedne jest znakowanie izotopowe jednego z enancjomeréw H lub
G. Przy braku znakowania, niezbedne jest przeprowadzenie dwéch pomiarow dla mieszanin
zawierajacych przeciwne enancjomery.

Badania rozpoznania chiralnego za pomoca (MSymaaealizowé na kilka sposobow:
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1. Wariant bez dodatku wzorca
W celu zrealizowania analizy isziowej przeprowadza sie dwa pomiary dla mieszanin:
H" +GgriH" + Gg, przy zachowaniu identycznych warunkéw w obu pomiaracizestia
reagentow, temperatura, ustawienia aparatu. Intensseiisggnatow pochodzacych od
kompleksow uzyskane w obu pomiarach poréwnuje sie, a ich stosunek (RRkive
peak intensity okresla jak&t rozpoznania chiralnego. RPI mma skorelowa z selek-
tywnoscia termodynamiczng: w mysl rownania (2.41).

[HGg]

Ks _ M6l _ [HGgl, [Hlp  [Grlp _ H]p . [Grl
O =G T el = TG, L o), ~ R AL 16, (2.41)
'IPR

at ~ RPI (2.42)

Dolne indeksy a i b w réwnaniu (2.41) i nastepnych odnosza sie dehsteodpowiednio
pierwszym i drugim pomiarze. Przyb&nie wg réwnania (2.42) jest spetnione wéwczas,
gdy jonizowaln&ci komplekséw sa jednakowe i gdy aémia wolnego receptora i wol-
nego gécia sa zblione w obu pomiarachH], ~ [H], i [Gg|, ~ [Gg],. Przy bardzo
niskich stgeniach aywanych w pomiarach MS stogiieskompleksowania jest bardzo
niski“!, ostatnie dwa warunki sa spetnione @, = [H]op i [Gslo 4 = [Grlop-

2. Wariant z dodatkiem wzorca
Do mieszanin H+Gg i H” + Gg dodaje sie dodatkowo achiralny receptor odniesienia
(H,ep), ktory wiaze enancjomery z taka sama statiie. Intensywnét sygnatu bada-
nego kompleksm(H*GS/R) odnosi sie do intensywisoi kompleksu z receptorem odnie-
sienial (HrefGS/R) i dopiero stosunki tych intensywsgoi, uzyskane w obu pomiarach,
odnosi sie do siebie jako miara rozpoznania chiralnego. Jak wynika z nO{28-2.45)
dodatek wzorca istotnie ogranicza btedy wynikajace z niedokiainostegeniach przy-
gotowanych roztworow czy warunkow pracy spektrometru.

_ [HGS]a _ KS[H]a[GS]a _ Ks [H]a
RPE = K Sd; = KRetiuLiod — KRt s (2.43)
HGrly, _ | KrIHI[GRl, | Kr [Hly
RPL, = k[HrefGR]b - kKref[Href]b[GR]b =k ref [Hyefly (2.44)
S s
RPL = Ho 1 T kg =0T (2.45)
ref [Href]b

3. Wariant z zastosowaniem znakowania izotopowego

ViTypowe stgenia to 10< 10-®mol L1, nawet przy daej statej trwatgci K = 10° dla mieszaniny 1:1 stopie
skompleksowania wynosi pargj 10%
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Przeprowadzenie analizy wymaga przygotowania pseudorezee) mieszaniny G - je-

den z enancjomeréw musi bgnakowany izotopowo - dzieki temu enancjomery sa roz-
réznialne przez spektrometr mas. Pomiar MS przeprowadza sie dla mieszaniny H i pse-
duoracematu G. Ze wzgledu na niski staps&ompleksowania,aycie niewielkiego nad-
miaru G gwarantujeze w stanie réwnowagi [ ~ [Gg]. Jeden pomiar MS i wyzna-
czony RPI powinien bez@oednio przektadasie naat, przy zat@eniu jednakowych
jonizowalndsci diastereoizomerycznych kompleksow EHiGHGr.

K [&?([Bé]] [HGg] [GRl
_ S _ oS = RI~RP
o= Kr _[HCR] [HGR] [Gs] ! (2:49)
[H][GR]

Znakomita zaleta tej metody jest kompensacja wszystkichlimgch btedéw w stee-

niach substancji poprzez zastosowanie pojedynczego pomiaru o charakterze konkuren-
cyjnym. Jedynymi potencjalnymi zrédtami btedu w tej metodzie gaige w jonizowal-

nosci komplekséw HG i HGg oraz efekt izotopowy. Ten ostatni rmea wykluczy, lub
okreslic jego wielk&t poprzez eksperyment kizgwy z enancjomerami H. Wada tego
wariantu jest konieczr znakowania izotopowego czystej optycznie substancji, co mo-

ze stanowd powane wyzwanie syntetyczne.

Metody te byly wykorzystane przez grupe Sawady do badania rozpoznania chiralnego ka-
tionbw amoniowych przez chiralne etery koronowe.

Taka strategie zastosowano w doniesieniu literaturoffaotyczacym rozpoznania chiral-
nego kationéw amoniowych - soli estrow naturalnych aminokwasow. Receptorami byty etery
koronowe (np45-47) o symetriiCy, otrzymane przez cyklizacje z wykorzystaniem odpowied-
nich chiralnych dioli. Jako czasteczki @ stuzyty estry metylowe aminokwaséw w postaci
soli chlorkowych lub chloranowych (VII). Estry aminokwasOw szer&ostaty zestryfiko-
wane deuterowanym metanole®48-d3). Poprzez zmieszanie rownych$ld R-481 S-48-d3
Sawadeet al. otrzymali mieszanine pseudoracemiczna z enancjomesamakowanymi izoto-
powo.

Do pseudoracemicznej mieszaniny G (w chloroformie lub mieszaninie chloroform meta-
nol 9:1) dodawano nastepnie chiralne makrocykle (H) i tak przygotowany roztwér poddano
analizie MS z jonizacja FAB. Widmo masowe zawierato m.in. sygnaty pochodzace od komplek-
sOw HG; i HGg 45 Stosunek intensywrsai tych sygnatowr/ls_ 43 zostat zaproponowany jako
potencjalna miara ileciowa rozpoznania chiralnego. Eksperymenty spektrometrii mas przepro-
wadzono dla 13 rfnych receptoréw z 11 kationami amoniowymi. Dla achiralnego receptora
odniesienia - 18-korony-640) selektywn@&ci otrzymane ze wszystkimi kationami wynosity
1+ 0,02. Dla chiralnych receptoréw stosunek intensy@ama wybranymi kationami osiagat
wartcst nawet do 5,44 (receptdf7, kation - ester metylowy etyloglicyny), jednak dla wigkszo-
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Rysunek 2.12:Wybrane chiralne etery koronowe oraz estry aminokwaséw uzyte w badaniach
z wykorzystaniem spektrometrii mas

Sci zbadanych par wynosit on od 0,5 do 2 (Iegls_g3) € (-0, 3;0,3). Za pomoca pomiaréw
MS grupa Sawady wyznaczyta 58 wastbselektywnéci, jednake tylko trzy z nich poréwnata
z wynikami selektywnégci uzyskanymi za pomoca miareczkow@abela 2.13). Pewne watpli-
wosci budzi maliwost wiarygodnego wyznaczenia statych trwatoréwnych 1,0 i 2,0, brak
zataczonych krzywych miareczkowania nie pozwala ocergteln&ci wykonania pomiarow.

Tabela 2.13:Poréwnanie selektywnosci wyznaczonych na podstawie miareczkowania z wyni-
kami spektrometrii mas

NMR MS

45 CIO4NH;-Met-OMe 2,0 1,0 20 2,0
46 CIO4NH;-Phg-OMe 150 120 1,3 1,6
47 CINH;-Met-OMe 78,6 159 4,9 5,4

Na podstawie zgodrsoi trzech wynikéw autorzy pracy orzeklze zaproponowana przez
nich metoda analityczna odzwierciedla réwnowage wystepujaca w roztworzezadwae
wyciaganie tak daleko posunietych wnioskow na podstawie tak nielicznej proby jest nieuza-
sadnione. Trzeba tezwrécit uwage,ze autorzy zastosowali jako metode jonizacji FAB. W
metodzie tej jonizacja zwiazkdéw nastepuje w matrycy, ktéra w tym przypadku byt alkohol ni-
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trobenzylowy (NBA). Mieszanina H i G byta przygotowana przsaieszanie roztworu H w
chloroformie (5 uL), roztworu G w metanolu (5 L) i matrycy (NBA, 30 pl). Po odparowaniu
lotnych rozpuszczalnikéw, otrzymano roztwor reagentdéw w NBA i rbwnowaga odwracalnych
reakcji kompleksowania ustalona byta dla takiego otoczenia chemicznego. Eksperyment MS
oceniat zatem enancjoselektyvwsdaeceptorow w NBA, z& miareczkowania prowadzone by-

ty w chloroformie-d lub mieszaninie CDEl CD5;0D 10 : 1. Otrzymanie zgodnych wynikow
miedzy MS a miareczkowaniem mimoardych rozpuszczalnikéw w obu eksperymentach wy-
daje sie kwestia przypadku.

W kolejnej publikacji Sawada i wspt opisali analogiczne eksperymenty przyuiu tych
samych makrocykli i znakowanych izotopowo amin, zrédto jonéw zostato zmienione na elek-
trosprej (ESI). Ranica pomiedzy pomiarami zzyciem r&nych technik jonizacji okazata sie
bardzo istotna dla uzyskanych wynikow. Dla wszystkich par substratow w metodzie ESI, wy-
znaczona enancjoselektywstdoyta mniejsza i w metodzie FAB. Najbardziej istotny okazat
sie spadek enancjselektywstoreceptorat? z sola Met-OMe. WieksZE wynikdéw IRISzmie-
rzonych metoda ESI-MS znajduje sie na granicy btedswdadczalnegolRIS= 0,95— 1,05,
log(IRIS) € (—0,022;+0,022). Autorzy powotujac sie na omowione wdéreej trzy przypadki
zgodndci pomiaréw FAB-MS z wynikami miareczkoWwaiwazaja,ze pomiary FAB odzwier-
ciedlaja rzeczywiste wkriwaosci receptoréw i doszukuja sie potencjalnych zrédet btedéw w
metodzie ESI. Trzeba zauwgt, ze pomiary ESI prowadzone byly w mieszaninie, ktéra zdecy-
dowanie bardziej odpowiada rozpuszczalnikargtym w miareczkowaniach.

Na koniec omawiania metod MS, chciatbym zwi®aivage na znakomite metodologicznie
publikacje8283 w ktorych wyznaczone enancjoselektyv@oonie budzazadnych zastrzen.
Grupa Deardena prowadzita pomiary przgyaiu spektrometru mas z analizatorem FT-ICR
(Fourier Transform lon Cyclotrone ResonajcAnalizator ten umaliwia nieograniczone w
czasie utrzymywanie jonOw i poddawanie ich reakcjom. Badacze przeprowadzili w komorze
analizatora nastepujace reakcje wymiany (2.48)

H* + (H®". G AT Href 2.47
+(H"-Cryg) (H"-Cry) + (2.47)
p H*.G p Href
Ksr = ( — R/ S)> ( *) (2.48)
p(H- Gy ) -P(HY)
p(Href)
Ker = RPI 2.49
S/R p(Hk) ( )

Reakcje te przebiegaty w fazie gazowej pod bardzo niskénieniem &5 x 10~ torr).
Réwnowaga reakcji ustalata sie w ciagu ok. 1 min, co przejawiato sie statym stosunkiem in-
tensywnéci syngatow HG i H'®'G. Stosunek ten, wraz z olgenym stosunkiem &nien re-
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Rysunek 2.13:Chiralny receptor, achiralny receptor odniesienia i chiralna amina uzyta do
badan w fazie gazowej przez Deardena.

agentow w komorze, pozwala wyznac€zstata rownowagi reakcji. Z kolei zestawienie dwéch
statych réwnowagi oki&@onych dla kadego z enancjomeréw pozwala oklié enancjoselek-
tywnost receptora wzgledem danegosg@ (zgodnie z Réw. (2.45)). Dla zestawu zwiazkow z
Rys. 2.13 uzyskano selektywsmo

Ks 568+ 65
=_>=""="""_437+0,70 2.50
Y= Ke 130115 Y (2.:30)

Ze wzgledu na fakize reakcje wymiany odbywaty sie w fazie gazowej, zaréwno rodzaj zré-
dfa jonéw, ew. rozpuszczalniki i matryce nie magdnego wptywu na pomiar. Tak wyznaczone
enancjoselektywrizi dotycza wytacznie fazy gazowej, dlatego niezma odnosi ich bezpo-
Srednio do pomiaréw w roztworach. Z drugiej strony @tesie selektywngci w fazie gazowej
mozna poréwna z wynikami obliczé kwantowomechanicznych, jak réwaiéh zestawienie
z selektywn@ciami w roztworach pozwala ol8&C bezp&rednio wpltyw solwatacji na trwao
diastereoizomerycznych kompleksow.

2.3.4.4 Metody ekstrakcyjne

Metoda ekstrakcyjna byta historycznie pierwsza zastosowana dslaki& jak&ci rozpoznania
chiralnego w pierwszej z prac CradfaEnancjoselektywna ekstrakcja ciecz-cieEngntiose-
lective Liquid-Liquid Extractionr ELLE) opiera sie na zastosowaniu dwoch niemieszajacych
sie rozpuszczalnikow. W jednym z nich (zazwyczaj w wodzie) znajduje sie racemiczny roztwor
G, w drugim (organicznym) homochiralny'HObecnét H' powoduje,ze enancjomery G sa
ekstrahowane do fazy org. zadymi wydajngciami i w stanie réwnowagi faza organiczna jest
wzbogacona w jeden z enancjomerow.

Aby metoda ta dziatata sprawnie, konieczne jest, aby G posiadat ograniczona rozpuszczal-
noSE w fazie org., co w praktyce ogranicza dobér G do substancji jonowych - kationéw ammo-
nionych lub fosfoniowych i organicznych anionéw - karboksylanow, sulfondw, itp. Receptor
obecny w fazie org. wize jon i czyni go na tyle lipofilowynze maliwa jest ekstrakcja do fazy
org. (np. etery koronowe Crama), lub receptor jest lipofilowa chiralna sola a ekstrakcja zwia-
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zana jest z jednoczesna reakcja podwojnej wymiany (nmstat®©ba procesy na przykitadzie
ekstrakcji chiralnego kationu przedstawiaja Réw. (2.51-2.54).

(GSA™ )ag+ Horg =5 [(GseH*) A ]org (2.51)
(GRA™ )ag+ Horg LN [(GreH") A ]y (2.52)
(GEA gt (MPH g =2 (GEH" )org + (MFA™) (2.53)
(GEA ot (MTH™ )y 2 (GEH™ g + (MTAT ) (2.54)

Metoda ekstrakcyjna jest bardzo intensywnie rozwifdnae wzgledu na jej znakomity po-
tencjat aplikacyjny do wielkoskalowego rozdziatu racematu. Metode podziatowaarsioso-
wat sekwencyjnie do osiagniecia wgzych czystsci enancjomerycznych.yteczna metoda
jest takze jednoczesna ekstrakcja danego roztworu wodnego roztworami obu enancjomeréw H
Rys. (2.14%°.

SS-host

Rysunek 2.14:Schemat jednoczesnej ekstrakcji roztworu racematu dwoma roztworami zawie-
rajacymi przeciwne enancjomery receptora

Analiza rozpoznania chiralnego w metodzie ekstrakcyjnej sprowadza sie ddlevkeecal-
kowitych steeh Gsi Gg w fazie organicznej i/lub wodnej. Na tej podstawie diteesie dystry-
bucje -Dj (2.55) kadego z enancjomeréw i nastepnie selektySeraperacyjna receptom
(2.56).

Di = 0 [i] - stezenie wszystkich form (2.55)
a
D

Selektywn@t€ intrystyczna zdefiniowana jest stosunkiem statych z Réw. (2.51-2.54):

R
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jest tazsama z przyjeta definicjar

Zadna ze znanych prac nie prezentuje gtebszej teoretycznej analizy procesu enancjoselek-
tywnej ekstrakcji, ani nie poréwnuje tej metody z klasyczna metoda miareczkowania. W zde-
cydowanej wigkszgci badana byta ekstrakcja kationbw amoniowych. Przyktadow ekstrakciji
chiralnych anionéw jest znacznie mniej. Grupa Da%#<H badata wiaciwosci kationowych
receptoréw opartych na kwasie cholowym, z ugrupowaniem guanidynowym przytaczonym w
pozycji 3a, na pieécieniu D motywu sterolu. Obecsmdodatkowych aksjalnych grup hydrok-
sylowych w pozycjach 7 i 12 pozwolita na tatwa syntetycznie modyfikacje receptoréw. Otrzy-
mano w ten sposob m.in. recept@$-56.

Og\ \Rz

H NH
AR
NH*

Rl

53 R!=R?=p-(CFy)CeHa 55 R!=R2=p-(CFs)CeHs R3=Me
cl

54 Rri-pn R2= @ 56 R =R2=p-(CF3)CeHs, R3=n-CyoHay

cl

Badanie ELLE przeprowadzono dla naturalnyctaminokwasow z grupa aminowa zabez-
pieczona grupa acetylowa i dla naproksebd)(Eksperymenty prowadzono w uktadzie woda
(bufor fosforanowy pH=7,4) — chloroform. W tych warunkach kwasy byty catkowicie zdy-
socjowane, Zaguanidynowy receptor byt protonowany. Ekstrakcja polegata zatem na reakcji
metatezy zgodnie z ROw. (2.53). Stosunek enancjomerow ekstrahowanych do fazy organicznej
autorzy okrélili na podstawie stosunku intensywsw odpowiednich sygnatéw wH NMR,
pochodzacych od diastereoizomerycznych kompleksow (86" - (GS/R)_. Wybrane wyni-
ki przedstawia Tabela 2.14.

Wybrane receptory wykazuja znakomite sdawvasci enancjoselektywnej ekstrakcji, wiek-
SzGC wartdsci aqp przekracza 7. Jedynie dla niezabezpieczonych i N-Boc zabezpieczonych
aminokwaséw obserwowanozsize wartéci selektywnéci (poz 8 i 10). Naproksen ekstraho-
wany byt z najnzsza selektywrfcia wynoszaca 1,5 (poz 11.)

Receptors6 z lipofilowym tahcuchem w grupie estrowej bykzywany w eksperymentach
transportu AcPheOprzez U-rurke, jak rowniew modelowej przemystowej aparaturze wyko-
rzystujacej hollow fiber membrane contactdrdV pomiarach transportu przez warstwe chlo-
roformu, ee aminokwasu w faze odbierajacej, w poczatkowej fazie eksperymentu, wynosito
70%, co jest zgodnie geuzyskanym w prostym pomiarze ekstrakcyjnyee & 82%). Zmia-
na rozpuszczalnika na mieszaning n-oktanol:heksan (2,5:97,5, v/v), ktGrg pracowa w
przemystowej instalacji, spowodowata spa@ekyv fazie odbierajacej do 30%.
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Tabela 2.14:Wyniki ELLE dla receptoréw 53-55.

lp receptor anion  Qop(L:D)

1 AcAlaO™ 10:1
2 AcValO™ 9:1
3 53 AcPheO 9:1
4 AcTrpO™ 9:1
5 AcMetO™ 9:1
6 AcAlaO~ 6:1
7 AcValO™ 9:1
8 54 BocValO 1:1
9 AcPheO 91
10 NH,PheO  2:12
11 Naproksen 1,5&P
12 AcAlaO™ 10:1
13 35 AcValO~ 7:1
14 AcPheO 10:1

2 pufor boranowy pH=9°S/R

W innej pracy?® dotyczacej ekstrakcji N-zabezpieczonej leucy®y) (przez pochodna chi-
niny 58, autorzy pokazuja ogromny wptyw rodzaju zabezpieczenia na selek&zvehstrakciji.
eeaminokwasu w fazie organicznej zmienia sie od 0, dla grup5¥@), Boc G7b), czy Cbz
(570, poprzezee= 20% dla Fmoc%7¢c), kohczac na 92% dla zabezpieczenia DNB ). Se-
lektywnaost ekstrakcji jest wraliwa na pH fazy wodnej oraz rodzaj fazy organiczne;j.

Sl
H

N,Pg T H X
H NOOh

57 aPg=Ac
b Pg =Boc
¢ Pg =Cbz 58
d Pg =Fmoc
e Pg =DNB

Przy tak znakomitych warsziach enancjoselekcji, szczegdlnie brakuje mi w tych donie-
sieniach literaturowych poréwnania wynikdw ELLE z enancjoselektysgidowyznaczona za
pomoca klasycznych metod miareczkowania.
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Abstrahujac od procedur analityczych i potencjalnyclubtg przy okrélaniuagp czy Qint,
pewne watpliwéci budzi brak jednoznacznych dowodoéw na to, czy miedzy mieszanymi faza-
mi na pewno ustala sig stan rownowagi. W przypadku eksperymentéw dotyczacych transportu
przez warstwe rozpuszczalnika organicznego jest oczywistsktad roztworu odbierajacego
ekstrahowane substancje zaleod szybk&ci ekstrakcji i re-ekstrakcji danej substancji do i z
fazy organicznej. Dze wart&ci enancjoselektywrsai wcale nie musza wynikaz termody-
namicznej selektywrizi receptorady), wynikaja raczej z rdnic w labilndci komplekséw i
tatwosci ich przechodzenia przez granice faz. Zatem w eksperymentach tych za seléktywno
odpowiada kinetyka/AG?), a nie stan rownowagiAG). Z podobna sytuacja rzemy mié&
do czynienia w prostych pomiarach ekstrakcyjnych. W pierwszych pracach &taviede po-
miar6éw prowadzonych byto w temperaturze od -25 do 0C. @dm temperatura spowalnia
ustalanie stanu réwnowagi i jedno&zée faworyzuje reakcje szybsze, coze@rzektada sie
na wieksza selektywr$o. Nie jest moim zamiarem dewaluowanie wszystkich dotychczasowych
wynikéw, stwierdzam tylkoze z powodu braku jednoznacznego potwierdzenia uzyskanych se-
lektywndasci innymi metodami, mzna doszukiwasie innych przyczyn wystepowania wzboga-
cenia enancjomerycznegamAGP.

2.3.4.5 Metody chromatograficzne

Znakomita zaleta metod chromatograficznych jest amplifikacja niewielkiohiadv powino-
wactwie, osiagana dzieki zwielokrotnieniu aktéw podziatowych (wiele potek teoretycznych).
Nawet tak niewielka selektywso jak a = 1,02 mae d& catkowita separacje sygnatéw w ka-
pilarnej chromatografii gazowej, gdzie liczba potek teoretycznych przekraézadélogicznie
w wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), przy ok 5000 potek, w petni zadowala-
jaca jest selektywrit a = 1,1. Metoda ta mze zatem potencjalnie sty¢ do okrélania nawet
niewielkich wart&ci selektywnéci. Dodatkowa jej zaleta jest konkurencyjny charakter analizy,
obie rozdzielane substancje (w szczegébi@nancjomery) jednocgeie trafiaja na kolumne i
oddziatuja z faza stacjonarna w tych samych warunkach. Konkurencyjny charakter pozwala
uniknat wszystkich maliwych btedéw zwiazanych z konieczécia przeprowadzenia dwdéch
osobnych eksperymentéw. Istotnym problemem w zastosowaniu metod chromatograficznych
do omawianych tu badajest konieczngt immobilizacji homochiralnego sktadnika na fazie
stacjonarnej oraz dostepstodrugiego sktadnika w postaci obu enancjomeréw.

W latach 80’ w Zespole prof. Jurczaka rozdziat chiralnych substancji za pomoca HPLC uda-
to sie przeprowadzi modyfikujac nie faze stacjonarna a ruchoma. Dodg&telyklodekstryny
do eluenta zaowocowat rozdzialem enancjomerycznym kwasu migdatowego na achiralnej ko-
lumnie HPLC C-18°%

Innym podegciem pozwalajacym wykorzystaalety chromatografii bez koniecgwzmud-
nego przygotowywania CSP jest niekowalencyjne pokrycie — impregnowanie achiralnej fazy
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stacjonarnej chiralnem modyfikatorem. Efekt ten najtatwisjsk& dla chromatografii cienko-
wastwowej (TLC), impregnacje nana przeprowadgzipoprzez zanurzenie ptytki w roztworze
modyfikatora lub poprzez rozpuszczenie porcji modyfikatora w zawiesinie fazy stacjonarnej
przed pokryciem ptytki. Impregnacja na potrzeby rozdziatdbw enancjomerow byta wykorzysty-
wana wielokrotnie dla rinych rodzajow substanéfi 9 przyktady podaje w Tabeli 2.15.

Tabela 2.15:Przyktady zastosowania impregnowanych ptytek TLC do rozdziatu enancjomeréw

Ip modyfikator analit cyt.

1 erytromycyna naturalne 93
aminokwasy

2 L-arginina ibuprofen 94

3 L-lizyna betablokery: 95
propanolol,
metoprolol

4 59 naturalne 92
aminokwasy

5 L-seryna ketoprofen, 91

tiaprofen

H N ™coon

59

W kontelscie rozpoznania chiralnego anionéw, metoda impregnowanego TLC zasféda u
w cytowanej ji pracy Morané! . Autorzy otrzymali receptaB9w postaci racemicznej. Za po-
moca konkurencyjnej metody miareczkowania NMR &kitgego enancjoselektywrs wzgle-
dem migdalanu TMA @t = 14 w DMSO i 15 w acetonie). Nastepnie pokazaé,analityczna
krzemionkowa ptytka TLC zaimpregnowana 1% roztworem migdalanu TMA pozwalata roz-
dzielic enancjomery receptoB®. Uzyskano bardzo dobry rozdzi&; 1 = 0,07 iR 1 = 0, 16,
ktéry pozostaje w zgodzie z dobra enancjoselektyseimreceptora, mimee do elucji zyto
innych rozpuszczalnikow tzn chloroform : octan etylu 8:2. Poréwnanie wspotczynnika retencji
receptora na nieimpregnowanej ptyiRe= 0,49 wskazuje na silne wiazanie zwiazkQiprzez
modyfikator - utworzony bardzo polarny kompleks jest zatrzymywany na fazie stacjonarnej.
Ostatecznie autorzy wykorzystali znakomite $davcsci podziatowe impregnowanych ptytek i
przeprowadzili rozdziat recepto® na preparatywnej impregnowanej ptytce wydzielajac oba
enancjomery.

W drugiej z cytowanych juprac Moran&?, badacze zastosowali analogiczna procedure dla
trzech receptor6wt1-43 wiazacych diketopiperazynet@). Analityczne krzemionkowe piyt-
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ki TLC impregnowane 1% roztworem homochiralnej diketopgazgny pozwolity rozdziel
enancjomery wszystkich trzech receptoréw. Wyniki analiz chromatograficznych z tych dwéch
publikacji przedstawia Tabela 2.16.

Tabela 2.16:Zestawienie pomiaréw TLC w grupie Moréana

Receptor  Modyfikator a NMR Rf1 Rs2

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 Davis®¥ zaproponowano bardzo ciekawa konkurencyjna metode analizy rozpozna-
nia chiralnego, szczegélnieyteczna do analizy zkmnych bibliotek kombinatoryjnych anio-
now. Autorzy przygotowali pseudoracemiczne mieszaniny chiralnych karboksylanéw - modyfi-
kowanego naproksen6li 62) i modyfikowanej tyrozyny§3i 64), w ktérych kady z pseudo-
enancjomerdow znakowany byt witauchu bocznym innym chromoforem. Dzigki temu zabie-
gowi analogi R)-naproksenu iR)-tyrozyny byly czerwone, Zich pseudoenancjomery miary
barwe niebieska.

Receptory ayte w badaniach6b) oparte byty na kwasie cholowym, ktérego alifatyczny
koniec zostat myty do zwiazania zywica wywana do syntez na Boiku statym. Grupy hy-
droksylowe kwasu cholowego, zostaly przeksztalcone w aminowe, a nastepnie grupe aminowa
z pozycji 7 przeksztatcono w grupe mocznikowa. Wykorzystujac typowe procedury syntezy na
nosSniku statym autorzy dobudowali do pozostatych dwdch grup aminowych (w pozycjach 3 i
12) dwuaminokwasowe fragmenty. Do syntezyto 12 r@nych naturalnyclw-aminokwaséw,
dzieki kombinatoryjnemu pods&giu, w kadej pozycji AA-AA , moze znajdowa sie dowolny
z 12 aminokwaso6w, co oznacza autorzy otrzymali biblioteke ztwna z 12 = 20736 zwiaz-
kow, przy czym kade z ziarerzywicy pokryte jest tylko jednym z wariantéw receptora.

W kolejnym kroku autorzy umiili immobilizowana biblioteke receptoréw w pseudora-
cemicznych roztworac1+62 lub 63+64, w mieszaninie CHGJ : t-BuOH 10:1. Zgodnie z
zatazeniami, na skutek wiazania anionéw przez immobilizowany receptor, zigwmay zabar-
wiaty sie. Autorzy wykazalize wiazanie anionéw jest odwracalne aytym rozpuszczalniku.
Ziarna o zdecydowanie niebieskim, lub zdecydowanie czerwonym kolorze powinny wskazy-
wat na wysoka enancjoselektywatoprocesu wiazania. Dla mieszaniny anionéw opartych na
naproksenie obserwowano stabe wiazanie anionow (stabe wybarwianie ziaren) i jéai@cze
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NO,

65

znikoma enancjoselektywso. Dla drugiej mieszaniny anionéw, opartej na tyrozynie, wiaza-
nie anionu byto silne i zdecydowana wigkszaiaren przyjmowata zabarwienie niebieskie,
Swiadczace o znacznej enancjoselektygamoAby maliwe byto zr&nicowanie enancjoselek-
tywnosci tych ziaren, ktére byty czysto niebieskie, kolejne pomiary przeprowadzono dla nich z
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mieszaninami pseudoenancjomerow bogatszymi w stabigamyanion §3: 64=5:1). W
mieszaninie o tak niekorzystnym stosunku tylko niektére z ziaren przyjmowaty barwe niebie-
ska. Te ziarna zostaly wyselekcjonowane pod mikroskopem i autorzy planuja wykarpgysta
do dalszych bada

Koncepcja tatwego rozehiania n&nikéw z immobilizowanymi receptorami wydaje sie
bardzo zachecajaca. Niepokojacy zady¢ jedynie fakt,ze grupa chromoforowa nie jest cat-
kowicie obojetna z supramoleuklarnego punktu widzeniazgeyviera grupe aminowa bedaca
dobrym akceptorem wiahavodorowych i polarne grupy nitrowe. Te fragmenty czasteczki mo-
ga take bra& udziat w kompleksowaniu i zmierigpowinowactwo modyfikowanego §oia do
receptoréw. Co wiecej, sangywica mae niezalenie od czéci receptorowej wiazaprefe-
rencyjnie ktoré z czasteczek goia. Autorzy publikacjiswiadomi tych probleméw, zapropo-
nowali aby w kdcowym etapie ewaluaciji receptoréw, przeprowadkisperyment krzowy -
tzn. wyc mieszaniny anionéw, w ktérej odpowiednie chromofory sa przytaczone do przeciw-
nych enancjomerow. Wéwczas zmiana barwy ziarna z niebieskiej na czeswiadczytaby o
tym, ze mechanizm rozpoznaniagpia dotyczy tylko fragmentu karboksylowego. Tego ekspe-
rymentu autorzy jednak nie przeprowadzili. Praca ta nie doczekata sig jak na razie kontynuacji.
Nie zostaty okrélone sekwencje aminokwasowe receptorOw o najlepszym rozpoznaniu, ani nie
przeprowadzono, dla poréwnania, pomiardw enancjoselekt§gimmnymi metodami.

2.4 Podsumowanie

Spojrzenie na dziedzine rozpoznania chiralngo z dzisiejszej perspektywy sktania do pewnej
refleksji. Praktycznie codziennie ukazuja sie nowe publikacje dotyczace nowych chiralnych
katalizatoréw do syntezy asymetrycznej. Katalizatory te cechuje obecnie znakomita enancjose-
lektywnast, nadmiary enancjomeryczneg produktéw, wynoszace >90%, sjoiemal stan-
dardem. Trzeba sobie uzmyst@yze ee= 90% odpowiada stosunek enancjomeréw 95:5, czyli
szybka&t tworzenia jednego z nich jest praktycznie 20 razy wigkszalnigiego. Dlseewy-
noszacych 95%, czy 99%, stosunki szyb&ioreakcji wynosza odpowiednio 40 i 200(!). Sa

to doprawdy ogromne waréai, ktére sa, jak do tej pory, zupetnie nieosiagalne w rozpozna-
niu chiralnym, realizowanym przez syntetyczne receptory. Na tak dysproporcje w jalsci
wynikéw sktadaja sie, moim zdaniem, dwa czynniki.

Po pierwsze, w przypadku katalizy asymetryczngpnibuje sie szybk& tworzenia enan-
cjomerow (kinetyka), a w przypadku rozpoznania chiralnego trgakomplekséw (termody-
namika). Inaczej méwiac kataliza, asymetryczna dotyczy entalpii swobodnej aktyM@tji(

z&6 rozpoznanie chiralne entalpii swobodnej tworzenia supermolaksff)((Rys. ). Osiagniety
wynik - stosunek statych szybgkoi reakcji k), lub stosunek statych tworzenia kompleksad<) (
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wykazuja taka sama — eksponencjalna zabst od odpowiednich entalpii swobodnych:

_AGH
k ~ exp( ki'? ) (2.58)
ki _ : I
- exp(—AGl+AGZ) (2.59)
kl i
o - exp(AAG ) (2.60)
o 0
K — exp kA; ) (2.61)
K
K—; = exp(—AGY + AGY) (2.62)
K
K—l — exp(AAG?) (2.63)
2
a) b) H*+ G
AAGH
AGk AGY
AGY
S + kat* AG% \ H*GR
\Ps+kat* Pg + kat* AAG? \ H*Gg

Rysunek 2.15:Poréwnanie czynnikéw decydujacych o katalizie asymetrycznej (a) i rozpozna-
niu chiralnym (b)

Z dotychczasowych doniegiditeraturowych wydaje sige r&nicowanie entalpii aktywacji
(AGY) jest tatwiejsze, i réznicowanie entalpii swobodnej tworzenia kompleksgp).

Drugim czynnikiem majacym wptyw na tak stabe rozwinigcie gatezi rozpoznania chiral-
nego jest dma trudn&t analizy nowych receptoréw pod katem ich enancjoselektgaindV
przypadku katalizy asymetrycznej ocena katalizatora polega na przeprowadzeniu reakcji z mo-
delowymi substratami i ok&eniu wydajn&ci produktu oraz jego nadmiaru enancjomerycz-
nego. Do okrélenia wydajnéci wymagane jest jedynie wydzielenie czystego produkieg a
okresla sie metodami chromatograficznymi (HPLC lub GC). W dobie autosampleroéw instalo-
wanych przy chromatografach, czy nawet kompletnych robotow nastawiajacych i przerabia-
jacych testowe reakcje, sam proces ewaluacji katalizatoréw jest stosunkowo prosty, szybki i
przede wszystkim jednoznaczny. Rozpoznanie chiralne nie cieszy sie takaSgavabstugi”,
co bardzo utrudnia postepy w tej dziedzinie.

Jak pokazatem w tym rozdziale, klasyczna metoda analizy rozpoznania chiralnego - metoda
dwéch réwnolegtych miareczkowigest bardzamudna, pracochtonnai obarczona znaczna nie-
pewndcia. Miareczkowania sa wakwe na r@&nego rodzaju btedy - szereg przyktadéw z lite-
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ratury pokazuje niewkziwie przeprowadzone miareczkowania, ktére prowadza do fatszywych
wynikéw. Z drugiej strony dla potencjalnych alternatywnych metod - konkurencyjnych czy
chromatograficznych nie zostata wiarygodnie potwierdzona zg@dwgnikow z klasycznie
wyznaczonymi selektywrsziami. Dopdki ktéra z tych metod nie zostanie pozytywnie zwery-
fikowana na damej probie receptoréw i gmi, lub dopdki nie zostanie opracowana nowa, szybka
i wiarygodna metoda, dopéty nie bedzie rliove prowadzenie badenad rozpoznaniem chiral-
nym anionéw na dza skale z kombinatoryjnym podsgjem. Wobec braku prostych regut su-
gerujacych preferowana strukture receptora tylko kombinatoryjne gadgjolegajace na sys-
tematycznej wariacji struktur receptoréw i przeprowadzenie korelacji struktura-seleldywno
moga zaowocow@adobrym zrozumieniem dziedziny rozpoznania chiralnego anionéw i pomaoc
w projektowaniu wysoce enancjoselektywnych receptoréw na aniony.
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Rozdziat 3

Badania wtasne

Wodorosty wyrzucane sa na zawietrzna strone wyspy, a nie na podwietrzaa. Je

li ze skalnego pagorka rzucic kawatek deski pod wiatr, nie wrdci na brzeg, tylko
poptynie dookota wyspy w nierej odlegtosci od play. Jeeli trzymac deske na

tle horyzontu, wydaje sige horyzont tworzy czes¢ tuku, a nie linie prosta. Przy
brzydkiej pogodzie woda wznosi sig, lecz czasem zachowuje sie wrecz przeciwnie.
Co siédma fala jest olbrzymia, ale nieraz jest to dziewiata, a czasem nie ma w tym
zadnej reguty.

A te szerokie grzywy biatej piany pojawiajace sie przed burza skad sie biora i do-
kad pedza? | dlaczego? Tatus Muminka starat sie znalez¢ odpowiedz na wszystkie
te pytania i na wiele innych, ale szto mu to bardzazki@ Poczut sie zmeczony i
niezdolny do myslenia naukowego(...).

| znéw naszta go owa przyprawiajaca o zawr6t glowy my&imorze nie podle-

ga w ogoélezadnym prawom. Starat sie szybko te mys| od siebie odsunac. Chciat
zrozumiec. Chciat rozwiazat zagadke morzehy moc je lubi€, a rownoczesnie
zachowac poszanowanie dla samego siebie!

T. Jansson ,TatsiMuminka i morze” ttum. T. Chtapowska

3.1 Woprowadzenie

Jak wykazatem w CZgi Literaturowej, il&ciowe okrélanie rozpoznania chiralnego nowo
otrzymanych receptoréw jest trudne, czasochtonne, kosztowne i charakteryzuje sie ograniczona
precyzja. Dlatego moim celem byto opracowanie i wyznaczenie zakresu stoséwiaherna-
tywnych metod badania rozpoznania chiralnego w odniesieniu do chiralnych anionow karbok-
sylanowych. Aby oceitizakres stosowalisai i stopiér uniwersaln&ci proponowanych przeze

mnie metod potrzebowatem zgj grupy receptoréw na aniony o zricowanej budowie, ktére
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cechowa powinien r&ny stopié enancjoselektywrszi. Zadanie to mogtoby zostarealizo-

wane w dosg prosty sposob, poprzezycie catej gamy literaturowych receptoréw o szerokim
wachlarzu struktur i znakomitych (przynajmniej wg ich autoréw)sela/csciach rozpoznania
chiralnego. Jednale, jak wykazatem w poprzednim rozdziale, wigkszdoniesi@ literatu-
rowych cechuje na ogot staby warsztat badawczy, a prezentowane w publikacjach wyniki sa
czesto watpliwe. Wobec powgzego, wykorzystanie w mojej pracy literaturowych receptoréw
nadal wymagatoby ode mnie wyznaczenia dla nich statych tworzenia komplekséw z modelo-
wymi chiralnymi anionami przy zyciu klasycznych metod miareczkowania. Z tego powodu
korzyst z zastosowania zwiazkéw znanych z literatury bytaby znikoma.

W tej sytuacja oczywistym rozwiazaniem byto zaprojektowanie i otrzymanie whasnej ko-
lekcji chiralnych receptoréw na aniony. Optymalne receptory do moich podstawowych studiow
nad nowymi metodami badania rozpoznania chiralnego anionéw powinny speastepujace
wymagania:

1. byt tatwo osiagalne syntetycznie,
2. dawa sie tatwo oczyszczado >95% czystsci,
3. by€ rozpuszczalne w szeregu typowych rozpuszczalnikéw,

4. wiaza& anion wg modelu 1 : 1, wiazanie powinnodgbserwowalne nawet w konkuren-
cyjnych rozpuszczalnikach,

5. proces tworzenia kompleksow supramolekularnych powinien dlaigaatwosledzt za
pomoca metod spektroskopowych w optymalnym zakresmssigia danej wartsci K.

Dodatkowo, receptory w ramach seriyiej do ewaluacji danej metody powinny cechéwa
sie zr@nicowana enancjoselektywsia - od stabej, przez umiarkowana, do znacznej. Szeroki
rozktad wart&ci ar pozwoli okrelic zakres stosowalisei alternatywnych metod analizy.

Jako zrédta chiralree w moich receptorach zdecydowalem sie wykorzystaturalne
L-a-aminokwasy, ktore maja szereg zalet jako bloki budulcowe do syntezy receptoréw na anio-

ny:
 sa fatwo dostepne,

« ich tahcuchy boczne iznia sig wielk&cia, ksztattem, polari$cia oraz zdolngciami two-
rzenia wiaza wodorowych,

» zaréwno C- jak i N-kace sa tatwo funkcjonalizowalne przezygie r&norodnych od-
czynnikéw,
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« grupa karboksylowa nme z tatwdcia zosta przeksztatcona w grupe amidowa, natomiast
grupa aminowa mze zosta uzyta do konstrukcji grupy amidowej, mocznikowej lub tio-
mocznikowej, istotnych ze wzgledu na funkcje wiazania aniondw.

Tak wiec, dza r&norodnét naturalnych aminokwasoéw, jak rowaiegromne maliwosci
modyfikacji ich C- i N-kahcéw sprawiajaze zwiazki te sa bardzo dogodne do syntezy bibliotek
receptorow.

W mojej strategii syntezy receptorow postanowitem potacirggmenty aminokwasowe
z réznego rodzaju rdzeniami poprzez funkcje amidowa, mocznikowa lub tiomocznikowa, co
pokazatem na Schemacie 3.1.

N-koniec aminokwasu zwigzany
z rdzeniem receptora poprzez
amid, mocznik lub tiomocznik g

I
(o)

C-koniec aminokwasu zwigzany z
rdzeniem receptora poprzez

HNIR OINH TO funkcje amidowa,
o R” NH HNT

) 1 ®
1 1
R R /g )’\

2 o R

NH

C-koniec aminokwasu R o

modyfikowany przez N-koniec aminokwasu
aminy (amid) lub modyfikowany przfez kwasy
alkohol (ester) karboksylowe (amid)

Schemat 3.1:0gdélny schemat budowy receptoréw z mozliwosécia modyfikacji peryferiéw

Rdzeh receptora ma zapewitiaviazanie zdysocjowanej grupy karboksylowegga, z&
aminokwasowe ,ogony" zapewniaja chiralne otoczenie kompleksowanego anionu. W pracy
tej stosuje wylacznie receptory elektrycznie obojetne, zatem wiazanie anionu wymaga odpo-
wiednio zorganizowanych przestrzennie donoréw wiazania wodorowego, ktére znajduja sie
we fragmencie rdzenia oraz w grupie taczacej fdzeaminokwasem. Jako prekursory rdze-
nia wybratem dipirometa66 z tacznikiem karboksylowym oraz-fenylenodiamineg7) i 1,8-
diaminoantracen6@) z tacznikiem aminowym. Prekursory te, po dotaczeniu fragmentéw ami-
nokwasowych, daja odpowiednie recept68/ 70 oraz71 (Rys. 3.1).

Zastosowane przeze mnie prekursory to uktady o synt&kjizatem czasteczki receptorow
dekorowane aminokwasami posiadaja symélsidRealizacja trojpunktowego modelu wiazania
wg Pirkle’a (str. 22) polegama na zwiazaniu dwéch atomow tlenu grupy karboksylowej przez
rdzeh czasteczki oraz dodatkowych, stereochemiczniengteh oddziatywaniach typu zawady
przestrzennej lub wiazania wodorowego, zapewnionych przez aminokwasowe ogony.
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Rysunek 3.1:Czasteczki rdzenia i odpowiadajace im struktury chiralnych receptoréw

3.2 Synteza receptorow

3.2.1 Receptory z rdzeniem dipirometanowym

W celu nadania pracy waloru innowacygu, zdecydowatem sie opraco@vaowy rdzé, na
ktérym oparte miaty b§ moje receptory. M6j wybdr padt na wykorzystanie jednostki pirolo-
wej, ktora jest bardzo dogodnym i szeroko stosowanym fragmentem budulc8ygenwvzgle-
du na swoje znakomite wdaiwacsci donora wiazania wodorowego. Pirol jest bardziej &ma
niz typowy amid’, a rownie jego parametry Abraham&rowniez wskazujaze jest lepszym
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donorem wiazania wodorowegazramid®. Co wiecej, sztywna struktura p&gieniowa pomaga
wiaSciwie preorganizowastrukture receptora. Ze wzgledu na dogadneyntezy i stabilngt

w warunkach tlenowych opracowatem receptor oparty na motywie dipiromégamostkowy
metylenowy atom wegla, w ktorym atomy wodoru zastapione sa podstawnikami alkilowymi
jest odporny na utlenianie, natomiast grupy karboksylowe w pozycjach 5,5, ktére nastepnie
mialy zost& przeksztatcone w grupy amidowe, daje sie tatwo wprowadai drodze substy-

tucji elektrofilowej. Etylowe podstawniki na grupie metylenowej zostaty wybrane ze wzgledu

na szczegolna fatvéd syntezy tego konkretnego homologu. Otrzymywanie receptorowg@9pu
przedstawia Schemat 3.2.
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74 ¢ R=CHy(2-indol) (Trp)

HCI, dioksan

.

R
~__NHR

BocHN/\[( . 100%

o)

75 aR=iPr (Val) Ry=iPr

75 b R=iPr (Val) Ry=Bn

75 c R=Bn (Phe) Ry=iPr

75 d R=Bn (Phe) R;= Bn

75 e R=CH,(2-indol) (Trp) Ry=iPr

75 { R=CH,(2-indol) (Trp) Ry= Bn

R
_ _NHR;
*HaN
g

76 a R=iPr (Val) Ry=iPr

76 b R=iPr (Val) R;= Bn

76 c R=Bn (Phe) Ry=iPr

76 d R=Bn (Phe) R;=Bn

76 e R=CH,(2-indol) (Trp) Ry=iPr
76 f R=CH,(2-indol) (Trp) Ry= Bn

CClycocl
B —
1. NaOH
THF/H,O
2~ 8% 2 etapy
2. HCI
NH HN EDCI, 76 a-f
R ""'R -
o O HOBt, DIPEA
RyHN NHR, 40-70%

69 a R=iPr (val) Ry=iPr

69 b R=iPr (Val) Ry=Bn

69 c R=Bn (Phe) R;=iPr

69 d R=Bn (Phe) R;=Bn
9 e R=CH,(2-indol) (Trp) Ry=iPr
9 { R=CH,(2-indol) (Trp) Ry= Bn

Schemat 3.2Synteza chiralnych receptoréw opartych na jednostce dipirometanu 69

NaturalneL-aminokwasy — walina, fenyloalanina i tryptofan — zostaty wybrane do syntezy
ze wzgledu na mny charakter ich facuchéw bocznych. Zawieraja one odpowiednio: rozgate-
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ziony tanhcuch alkilowy (R=%Pr dla Val), fragment aromatyczny (R=Bn dla Phe) oraz dodatkowy
donor wiazania wodorowego (heterocykliczne NH dla Trp).

Boc-Zabezpieczone aminokwasy poddano reakcji sprzegania z dwiema pierwszorzedowymi
aminami — izopropyloamina i benzyloamina (posiadajacymi odpowiednio alifatyczny i aroma-
tyczny podstawnik) prowadzacej do amid@®a-f. Zwiazki te, w wyniku reakcji odbezpiecze-
nia grupy aminowej za pomoca 4M HCl w dioksanie, daty anm@g-fz ilosciowa wydajn&cia.

Prekursor rdzenia receptora otrzymatem na drodze reakcji pirolu z pentan-3-onem w roz-
ciehczonym kwasie solnym. C&eiowa rozpuszczali§d substratow w wodzie w temp. 10C
pozwolita prowad#i reakcje (z tym konkretnym ketonem) bez konied&miarzycia znacznych
nadmiaréw pirolu; reakcja zachodzi z bardzo dobrymi wydagiemi, a produk? 7 nie wyma-
ga oczyszczania chromatograficznego. Zwiazek ten poddatem reakcji substytucji elektrofilowej
z chlorkiem kwasu trichlorooctowego, otrzymujac bisket@ktéry poddatem bez wydziela-
nia hydrolizie w dwufazowym ukfadzie THF/NaQAd) w 40°C. Po zakwaszeniu otrzymatem
dikwas 79 wydajndscia 68% po dwoch etapach. Sprzeganie dikwéda odbezpieczonymi
aminokwasamv6a-f przeprowadzitem przyayciu odczynnika sprzegajacego - EDCI, znane-
go z chemii peptydéw. Finalne receptd@9a-f otrzymatem z zadowalajacymi wydajaami
(od umiarkowanymi do dobrych).

Dla zwiazkow z ugrupowaniemCOCCL, karboanion CGljest natyle dobra grupa odcho-
dzaca,zze znane sa przyktady beZpedniej syntezy amidéw z ketonéw trichlorometylowych.
Proba zastosowanie tej reakcji w moim przypadku, tj. béminiego przereagowarni& z 76
zakdczyta sie niepowodzeniem. Ket@8 reagowat jedynie z niezabezpieczona fenyloalanina,

w obecndci trietyloaminy, jednak stopieprzereagowania byt niewielki (20%).

Receptory tej serii bede dalej nazywat w skrocie DEDPM.

3.2.2 Receptory z rdzeniem bis-antranilowo-mocznikowym

Innym autorskim rdzeniem, na ktérym planowatem zbudowhiralny receptor, byt mocznik
bisantranilowy72. Wiazanie anionu miato liyzapewnione przez cztery donory wiazasodo-
rowych - dwa z ugrupowania mocznikowego i dwa z grup amidowych. Receptory o tym planie
budowy staratem sie otrzyroavg Schematu 3.3.

Kwas 2-nitrobenzoesowy przeksztatcitem w chlorek kwasowy, ktéry przereagowatem z es-
trem metylowym fenyloalaniny w obecgoi diizopropyloetyloaminy (DIPEA) do amid8.l.
Zwiazek ten poddatem redukcji wodorem na katalizatorze palladowym, co prowadzito do ami-
ny 82. Amina te, w reakcji z trifosgenem, przeksztatcitem sie w izocyja@grktory, jak sie
okazato, ulegat wewnatrzczasteczkowemu zamkniecisgienia szeciocztonowego 84. Ze
wzgledu na nietrwalst izocyjanianu synteza recept@ataSciezka nie byta maliwa. Analiza
doniesi@ literaturowych wskazujee zaproponowansciezka syntetyczna jest mbwa tylko
dla zwiazkéw, w ktérych atom azotu grupy amidowej jest zwiazany z podstawnikierae) du
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Schemat 3.3:Préba otrzymania chiralnych receptoréw z rdzeniem 72

zawadzie przestrzenri§j ktéra uniemaliwia wewnatrzczasteczkowa reakcje.

Z analizy literaturowej wynikato tate,ze alternatywna metoda syntezy (Schemat 3.4) réw-
niez nie doprowadzi do oczekiwanego produktu. Synteza prekuigdmestru metylowego
kwasu antranilowegdg) nie jest maliwa, gdyz w ostatnim etapie hydrolizy estBY zachodzi
wewnatrzczasteczkowa reakcja substytucji prowadza&st.

Synteza docelowego zwiazi@5b bytaby prawdopodobnie nzéiwa poprzez zabezpieczenie
amidowego atomu azotu w zwiazi8l i odbezpieczenie go po przeprowadzeniu czasteczki w
oczekiwany mocznik. Jedna& ziawondst syntezy, w potaczeniu z koniecAwa wprowadze-
nia fragmentéw aminokwasowych na wczesnym etapie, czyni potencjalne receptory serii MBA
niekorzystne z punktu widzenia syntezy biblioteki kombinatoryjne;j.

85



2. HCI

86 7

(@]
A H
NH2  trifosgen NN 1. NaOH ~rN° coon
e B
o) (|) 0”0 oo A~ N
| |
8 (@]
88

Schemat 3.4:Wewnatrzczasteczkowa reakcja substytucji uniemozliwiajagca otrzymywanie pre-
kursora 72

3.2.3 Receptory z rdzenieno-fenylenodiaminowym

Achiralne receptory z rdzeniemfenylenodiaminy efektywnie wigace m.in. aniony chlorko-
wy i benzoesowy, zostaly opisane przez GalelaProsta modyfikacja literaturowej syntezy
pozwolita mi uzyské rodzine chiralnych receptorow typi0d, w ktorych jednostka rdzenia jest
modyfikowana estrami aminokwasoéw.

W celu otrzymania zwiazkdéw serfi0 konieczne byto przeksztatcenie fragmentow amino-
kwasowych w odpowiednie izocyjaniany i przereagowanie icHenylenodiamina. W syntezie
catej rodziny receptoréw, z tym samym rdzenienmzalbardziej dogodne bytoby jednorazowe
przeksztatcenie diaming7 w odpowiedni diizocyjanian i przereagowanie go z seria estrow
aminokwaséw. jednale 67 w reakcji z fosgenem (lub jego odpowiednikami) daje cykliczny
mocznik89.

Izocyjaniany z estréw aminokwasow otrzymywatem na dwa sposobyrieled typu es-
tru (Schemat 3.5). Handlowo dostepne estry metylowe waliny i fenyloal@tlayp poddatem
reakcji z trifosgenem we wrzacym toluenie. Izocyjani@tya,eoczyscitem przez destylacje
pod zmniejnieszonym shnieniem. Niedostepne handlowo estry aminokwasow otrzymatem z
Boc-zabezpieczonych aminokwasa@Wa,ly ktére przereagowatem z alkoholami: izopropylo-
wym, n-butylowym i benzylowym w obeccoi EDCI i katalitycznej iléci DMAP193, Grupe
aminowa estrév@2b-d,f-h odbezpieczatem przyzyciu 4M HCI w dioksanie i wolne aminy
przereagowywatem z fosgenem w celu otrzymania izocyjania®tiwvd,f-h194, ktére wywa-
tem bez oczyszczania. I1zocyjania@¥a-hw reakcji o-fenylenodiamina daty receptoi0a-h
ktore oczyszczatem chromatograficznie oraz przez krystalizacje. Gdy reakcje prowadzitem w
dichlorometanie, to po ok 3h pojawiat sie galaretowaty osad, ktory ulegat rozpuszczeniu w mia-
re postepu reakcji. Osadem musiatlwiazek p&redni, w ktérym tylko jedna z grup amino-
wych zostata przeksztalcona w mocznik; bis-mocznik cechuje bowiem lepsza rozpus&tzalno
Wydajndasci reakcji w dichlorometanie byly stabe w przypadku prowadzenia reakcji przez 16 h.
Zmiana rozpuszczalnika na DMF zapobiegata powstawaniu osadu, reakcja byfeczaka
po ok. 2h, a wydajngci wzrosty do 32-85%. Kalorazowo lepsza wydajso otrzymatem w
reakcjach z oczyszczonymi izocyjaniangdin,e
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Schemat 3.5Synteza chiralnych receptoréw opartych na o-diaminobenzenie

Podjatem take prébe przeprowadzenia syntezy receptorow F@wg Sciezki, ktéra by-
taby bardziej dogodna do otrzymywania bibliotek receptorow. E&erpoddatem hydrolizie
wodorotlenkiem litu prowadzacej do odpowiedniego dikwa8uktory nastepnie prébowatem
zestryfikow& alkoholem izopropylowym przyayciu EDCI, jednake nie otrzymatem oczeki-
wanego estrz0f (Schemat 3.6).

W celu ustalenia czyséai enancjomerycznej receptoréi@ przeprowadzitem dodatkowo
synteze dwdch receptorém+70ei D-70f bedacych enancjomerami odpowiednich receptorow
70ei 70f. Receptory szeregn otrzymatem wg dwockciezek opisanych powaej wykorzystu-
jac D-fenyloalaning jako substrat. Mieszaniny racemicene-70ei D,L-70f uzyskatem przez
zmieszanie réwnych ikci enancjomerdéw i rozdzielitem je za pomoca HPLC (kolumna Chiral-
pak AD-H). Dysponujac metoda rozdziatu enancjomerow &likesm czyst&c enancjomerycz-
na70e,f ktora wynosita >99%ee.

Receptory oméwione powrgj bede dalej nazywat w skrécie DAB.

87



70 94 70

Schemat 3.6:Nieudana alternatywna $ciezka syntezy receptoréw typu 70

3.2.4 Receptory z rdzeniem 1,8-diaminoantracenowym

Motyw strukturalny 1,8-diaminoatracenu pojawit sie w korsteile chemii supramolekularnej
anionéw poczatkowo w achiralnych receptordth dopiero pdzniej zostatayty jako rdzé
uktadéw chiralnych®. Podobnie jak w poprzednim przypadku prosta modyfikacja tych ostat-
nich pozwolita mi otrzymé rodzing receptorow 1.

Prekursor rdzenia otrzymatem zgodnie z procedura literaturowa (Schemat 3.7). 1,8-Dinitro-
antrachinon$5) zredukowatem do diaming6, ktéra nastepnie potraktowatem borowodorkiem
sodu wsrodowisku zasadowym otrzymujac 1,8-diaminoantracéB (

NO, O NO, NH, O NH, NH, NH,
Na,S NaBH,4
D —— U0 —wer 0
NaOH
iPrOH
o (0]
95 96 68

Schemat 3.7 Synteza prekursora rdzenia 68

Diamings8 przereagowatem z izocyjanianem otrzymanym z estru metylowego fenyloalani-
ny, po chromatograficznym oczyszczaniu surowego produktu, wydzielitem re@8zavydaj-
noScia 75%. Zwiazek ten wykazywat da tendencje deelowania w dichlorometanie, acetonie
i acetonitrylu. Ze wzgledu na ograniczona rozpuszcZinmeceptora, zdecydowatem sie za-
mienic grupe mocznikowa na tiomocznikowa.

Bazujac na literaturowej metodzie, diam@poddatem reakcji z tiofosgenem, a otrzyma-
ny diizotiocyjanian97 oczyscitem przez krystalizacje z dichloroetanu z wyd&gia 40-55%.
Literaturowa procedura zakitadajaca chromatograficzne oczyszczanie produktu dawata wydaj-
noSE na poziomie 20%.

Tiomocznikowe otrzymatem na drodze reakcji izotiocyjani@@z estrami aminokwaséw
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Schemat 3.8:0trzymywanie mocznikowego receptora 98

(90a-n), wsrod ktére pié jest handlowo dostepnych (estry metylo9@a,e,i,m, oraz etylowy

90n). Pozostate otrzymatem otrzymatem wg procedury pokazanej na Schemacie 3.9. Receptory
71la-noczyscitem chromatograficznie i poprzez krystalizacje. Wydsjrastatniej reakcji byta

niska (10-30%), co sktonito mnie do sprawdzenia alternatywnych metod syntezy.
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Jedna z alternatywnych ralevosci otrzymywania receptor6wi jest reakcje diaming8 z
izotiocyjanianami - pochodnymi aminokwaséw (Schemat 3.10%kcTeka syntezy zapewnita
zwiekszenie wydajr&ci do ok. 60%, byta natomiast niekorzystna z punktu widzenia synte-
zy kombinatoryjnej, poniewawymagataby otrzymywania odpowiednich izotiocyjanianéw z
kazdego estru aminokwasu. Dodatkowo, metoda ta reakcji istotnie zwigkszytoby ekspozycje
eksperymentatora na toksyczny tiofosgen o wyjatkowo nieprzyjemnym zapachu.

COOMe COOMe
1'\-]0:&')2 oy Bn~ “NH HN” "Bn
e . S)\NH HNAS
CI" *HsN”~ ~COOMe > 68
CoO
71 e

Schemat 3.10Alternatywna metoda syntezy tiomocznikowych receptoréw 71

W celu poprawy wydajngci sprawdzitem take maliwost zastosowania analogu tiofosge-
nu - bis(benzotriazolo)metanotioAA. Analog ten w reakcji z estrem metylowym fenyloalaniny
(909 dawat mieszanine zawierajaca m.in. oczekiwany prod@} nieprzereagowana aming
i benzotriazol. Stopie konwersji aminy, okrélony na podstawie widm& NMR mieszaniny,
ocenitem na 35%. Wydzielenie produktu wymagatoby oczyszczania chromatograficznego, co w
potaczeniu z niska wydajscia zdyskwalifikowato te metode jako alternatywe do opracowanej
pierwotniesciezki.

n N,,N\NJ\NJ\LN DIPEA
g HN” ~COOMe
CI *HsN” ~COOMe PN
NI/\I s
90 e 99 N=

100

Schemat 3.110trzymywanie analogu izotiocyjanianu z uzyciem 99

Na potrzeby dalszych pomiaréw przeprowadzitem dodatkowo synsmgigeceptorow se-
rii D. Receptonyp-71e-lotrzymatem powtarzaja&ciezke syntetyczna przyayciu odpowiednio
D-waliny i D-fenyloalaniny.

Receptory tej serii bede dalej nazywat w skrocie DAA.
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3.3 Oddziatywanie receptorow z anionami

Podczas opracowywania metod syntezy receptorow 6@@0i 71 wykazatemze wymagania
1-3 (str. 80) tj. fatw&C syntezy, oczyszczania i dobra rozpuszczsdrea dla nich spetnione.
Analiza kolejnych dwdch warunkéw — jakoi oddziatywania z anionami i nzbwosci sle-
dzenia tych oddziatywa— wymagata przeprowadzenia pomiaréw trvéaidkomplekséw tych
receptorow z modelowymi anionami.

Jako modelowe chiralne aniony do badaybratem anion kwasu migdatowego (Man),
ktory jest nieoficjalnym modelowym zwiazkiem w badaniach nad rozpoznaniem chiralnym
anionow, oraz anion N-acetylofenyloalaniny (AcPhe) jako reprezentanta grupy naturalnych
aminokwasow.

3.3.1 Receptory DEDPM

Pierwsze miareczkowanie receptora séfiimigdalanem TBA w DMSGQdg, pod kontrolatH
NMR, wykazato niemal zupetny brak oddziatyivaeceptor-anion nawet po dodaniu 10 ekw.
goScia (G). Nastepne miareczkowanie przeprowadzone w Cpdawolito zaobserwowawia-
zanie anionu; ksztatt krzywej miareczkowania wskazywat na optymalna stalbazynuKy -
[H],. Préby numerycznego dopasowania krzywej teoretycznej za pomoca programu WinE-
gNMR skutkowaly za kadym razem silnie sinusoidalnym rozktadem resztek (Tabela 3.1A).
Jezeli dane déwiadczalne dopasowywatem modelem HGIG,, wowczas resztki przyjety
rozktad losowy a parametr ol8kajacy jak& dopasowania - RMSEdot of mean square error
- pierwiastek z&redniej kwadratéw odchyig znaczaco sie obnyt. Stechiometrie 1:1+1:2
potwierdzitem wykresem Joba. Podczas dalszej analizy danych zaobserwonatimpasowa-
na para wartsci K11 i K12 bardzo silnie zaley od wprowadzonych do programu startowych
wartosci statych. Uznatenze te trudnéci w analizie numerycznej wynikaja ze zbyt matej licz-
by punktéw miareczkowania oraz z niewtawej ich dystrybucji. Miareczkowanie powtérzytem
zbierajac 24 pkt. w szerokim zakresie. Nawet dla takiego zestawu danych w procesie dopaso-
wywania krzywej teoretycznej, procedura zatrzymata sie w trzeztyah minimach lokalnych
w zaleznasci od startowego zestawu oszacowanych statych. Dwa minima praktycznigmie ro
ly sie parametrami oceniajacymi jadtodopasowania, trzecie natomiast cechowato nieznacznie
wieksze RMSE. Trzy przebiegi dopasowanych krzywych, wraz z resztkami i parametrami do-
pasowania, przedstawia Tabela 3.1B-D.

Dopasowania B) i C) cechujazsze wartéci RMSE a pary warfci K1 i B, sa zbli-
zone w tych dwoch przypadkach. Dopasowanie D) ma diametralzigerévartéci statych
trwatosci, KXt rozni sie w poréwnaniu z dopasowaniami B) i C) o 5 rzedéw wiétioDla
wszystkich dopasowastate obarczone sa ogromna niepegai@ ich wyznaczenia. W dopa-
sowaniu B) otrzymatem warézi odpowiadajace przedziatowi'! e (129;372, z& dla do-
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Tabela 3.1:R6zne dopasowania przebiegu miareczkowania receptora 69a (S)-migdalanem
TBA w CDCl,

Dopasowanie danych RMSE ¢ *?) log(B2)

Al 110d > oo 0,0496 5,9t5,6 -

A5 (ppm)
s
°

resztki
b5o00
Soogo
888
wli
©

B . e 0,0123 2,34:0,23 4,26+0,21

A5 (ppm)
s
°

ki
5boo
o999
ER S8R
':;Tb

w

©

C . e 0,0120 2,54-0,28 4,48+0,27

A5 (ppm)
s
°

D A“-O: o o 0,0144 7,4'_"2,3 913i213

a dopasowanie modelem 1: 1

pasowania CK'?! € (182;660. Dla dopasowania D) niepewsbobejmuje 4 rzedy wielkeci
(Alog(K) = 2,6), zatem wyznaczona wasfoliczbowa jest bezwarkziowa. Przeprowadzone
miareczkowanie pozwala jedynie okhé& rzad wielkéci statychk ! i K12, co oznacza brak
mozliwosci okreslenia rozpoznania chiralnego dla badanych receptoréw. Exmaytrudnst
analityczna w potaczeniu z niskim powinowactwem receptorow serii DEDPM do modelowego
migdalanu TBA zdyskwalifikowaty te serie do dalszych bada

Projektujac receptory oparte na dipirometanie, zaktadatem tworzenie kompleksu o stechio-
metrii 1 : 1, ktérego przyblona strukture przedstawia Rys. 3.2a). Proste modelowanie moleku-
larne sugerowata@e w optymalnej konformacji receptor metworzyt z anionem sZ& wiazah
wodorowych. Dla kompleksu 1 : 2 wymodelowatem strukture z Rys. 3.2b), w ktérgjcka
podjednostek pirol-aminokwas-amid w&niezalenie po jednym anionie. Niska wadbsta-
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tej KX przemawia na niekor&z konformaciji kompleksu z Rys. 3.2a). Stosunek statych dla
dopasowania C) wyno#ill /K12 ~ 4, co jest wartécia typowa dla receptorow posiadajacych
dwa zupetie niezalme miejsca wizace (brak dodatnich i ujemnych efektéw allosterycznych).

Te dwie obserwacje przemawiaja za struktura kompleksu HG przedstawiona na Rys. 3.2c¢), wia-
zanie anionu realizowane jest przez trzy wiazania wodorowe, a dwie grupy etylowe stanowia
znaczna zawade przestrzenna. Obserwacja ta wskaeuga receptoréw o dej swobodzie
konformacyjnej struktura powstajacego komplekswembyt sprzeczna z intuicja i trudna do

b) ﬁ % c) .?

przewidzenia.

Rysunek 3.2:Struktury modelowego receptora typu 69 z jedng lub dwiema czasteczkami anio-
nu (modelowy benzoesan) zoptymalizowane na poziomie AM6

3.3.2 Receptory DAB

Majac na uwadze przedstawione p@gy niepowodzenia w opracowywaniu wiasnej platfor-
my dla receptorow, zdecydowatem sie zastosoplatforme znana z doniegiditeraturowych,
ktéra zapewniataby tatwa synteze receptoréw, ichedpowinowactwo do karboksylanéw i, po-
przez odpowiednia budowe i uktad donoréw wiazeodorowych, wykluczataby powstawanie
komplekséw o wyszych stechiometriach. Jako jedna z najprostszych platform wybratem prze-
badany w zespole Gale"® receptor oparty na dwdch grupach mocznikowych bedacy pochod-
na 1,2-diaminobenzenu. Mimo prostej budowy, receptor ten wykazuje powinowactwo do
karboksylanow. Podana w publikacji stata trw&dokompleksu receptori1 z benzoesanem
TBA wynosi 1300m 1 (DMSO-d, 298 K). Na podstawie miareczkowania w tych samych wa-
runkach wyznaczytem stata trwéid dla kompleksi70az (S)-migdalanem TBAK = 29m—1,
Zmniejszenie statej trwakei o prawie dwa rzedy wiellgei, spowodowane zmianafleuchow
bocznych w receptorze oraz zmiana G na inny anion karboksylanowy, wzbudzito moje zainte-
resowanie. Przeprowadzitem dodatkowe miareczkowania w celu wyznaczania statycbdrwato
kompleksowl01z migdalanem oraZOaz benzoesanem. Wyniki te przedstawia Tabela 3.2.

Jak wynika z analizy powaszej Tabeli, w przypadku benzoesanu, zamiana podstawnikéw
w ramionach receptora z aromatycznych na alifatyczne, o troche wiekszych wymaganiach ste-
rycznych, praktycznie nie powoduje zmiany statej trvgaioZamiana benzoesanu na migdalan
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Tabela 3.2:Poréwnanie powinowactwa chiralnego i achiralnego receptora do achiralnego ben-
zoesanu i chiralnego migdalanu TBA?.

Receptor
Anion >—NH HN—/< >—NH HN—/< \—
®NH HN@ MeOOC w HN‘QCOOM
101 ° 70 )
o 1300° 1130
‘ S
m 152 29

aState trwatdsci [M 1] wyznaczone za pomoca miareczkowatitNMR w DMSO-dg + 0.5% H,0 bCyt. 106

dla achiralnego receptod®1 spowodowata prawie 9-krotny spadek wé&oK. Zmniejszenie
trwatosci kompleksu wynika moim zdaniem gtéwnie znic w gest8ci elektronowej w grupie
karboksylowej obu anionéw. Wzgledy steryczne wydaja sie odgrymagorzedna role. Inaczej
przedstawia sie zamiana receptorb0A na70adla kompleksow z migdalanem. 5-krotny spa-
dek wartéciK dla tego anionu musi wynilkaz koniecznéci pokonania zawady przestrzennej,
ktéra dopiero dla paryOamigdalan staje sig istotna.

Ze wzgledu na mata waro statej trwat&ci w DMSO, zdecydowatem przeprowadzio-
datkowe miareczkowania w innych rozpuszczalnikach. Przetestowatem mieszaning DMSO : ace-
ton 1 : 1, acetonitryl oraz aceton, otrzymujac sté&tedpowiednio 188~ 7000 i >1000& 1
(Wykres 3.1). We wszystkich testowanych rozpuszczalnikach, zaréwno krzywe Joba, jak réw-
niez stochastyczne rozktady resztek po dopasowaniu danych, wskazuja jednoznacznie na prosta
stechiometrie kompleksu 1 : 1.

2,0

1,54

X
_—%

& 1.0 P
[Ze) ,X/
< X/ = DMSO
054 4/ A MeCN
¢ 4 aceton
% aceton:DMSO 1:1
0,0 . . . . .
0 1 2 3 4 5
ekw G

Wykres 3.1: Poréwnanie miareczkowan 70a (S)-migdalanem TBA w réznych rozpuszczalni-
kach. Przebiegi miareczkowan dotyczg zmian przesunie¢ chemicznych (Ad) we-
wnetrzych protonéw mocznikowych.

Podczas miareczkowania oba sygnaty protondéw grupy mocznikowej ulegty zgodnemu prze-
sunigeciu w dot pola. Aromatyczne protony grupy diaminobenzenu ulegaty przeciwnym przesu-
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nieciom (Rys. 3.3). Sygnaty protonéw 3 i 6 przesuwalty siedhpibla, natomiast sygnaty proto-
néw 4 i 5w goére pola. Rinice te spowodowane sa efektami indukcyjnymi i mezomerycznymi.
Kompleksowanie anionu powoduje przenoszenie gestlektronowej z grup mocznikownych
do piekcienia. Gesf& ta jest najbardziej efektywnie przenoszona w pozycije 4 i Spienia.

) A I
J /K/COOMe or
by ‘ VT
i ﬁ%j I
JL Oﬁ\““\coowle ”‘“ka
JL I s

S

S "

3

ﬂ
YN
xr.l AJVL i

| !

T T T T T T T T T T T T T T T T
9.6 9.4 9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4
1 (ppm)

Rysunek 3.3:Miareczkowanie receptora 70a (S)-migdalanem TBA w acetonitrylu-d; pod kon-
trola 'H NMR

Dalsze miareczkowania zdecydowatem sie prowagoid kontrola spektrometrii UV-Vis.
Do tego celu szczegélnie nadaje sie acetonitryl, ktéry cechuja transmitancja w szerokim
zakresie widma>* 210 nm). Wart&c statej trwat&ci kompleksow w acetonitrylu wskazuije,
ze pomiary przy steeniu~1 x 107> m beda znajdowaty sie w optymalnym zakresie wéeio
K- [H], (str. 35). Z powyszych powoddw wybratem acetonitryl jako rozpuszczalnik do prowa-
dzenia dalszych miareczkowakreslajacych rozpoznanie chiralne. Podczas miareczkowania
Sledzitem zmiany w pamie absorpcji grupy mocznikowej (Wykres 3.2).

3.3.3 Receptory DAA

Dla modelowego receptora serii DAA’Li) przeprowadzitem miareczkowania migdalanem
TBA pod kontrolalH NMR w DMSO-d; oraz acetonitrylu-gl Stata trwat&ci w DMSO wy-
nosita 64, z& w MeCN >10000. Oba sygnaty pochodzace od ugrupoti@mocznikowych
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Wykres 3.2: Typowy przebieg miareczkowania receptoréw serii DAB migdalanem TBA pod
kontrolg spektrometrii UV-Vis

ulegaja przesunigciu w dét pola w miare wzrostwetga G. Podobnie zachowuje sie aroma-
tyczny proton w pozycji 9, ktéry uczestniczy w wiazaniu anionu. Proton w pozycji 10 uktadu
antracenu ulega przeciwnemu przesunieciu — w gore pola, co spowodowane jest zwigkszeniem
gestéci elektronowej w tej pozycji na skutek zwiazania anionu (Rys. 3.4). Zarbwno wykres
Joba, jak i rozktad resztek po dopasowaniu modelem 1 : 1, wskazuja na prosta stechiometrie
tworzonych kompleksow.

Konieczne byto jednak sprawdzenie receptora z ugrupowaniem tryptofamewclau bocz-
nym (70m). Uwazatem ze istnieje uzasadnione podejrzezie jndolowe grupy NH, stanowiace
dodatkowe donory wiazeawodorowych, moga zaburzyrosta stechiometrie wiazania anionu.
Wykres Joba dla tego receptora z migdalanem wskazuje na stechiometrie 1 : 1zgednak
na analiza resztek i przebiegu miareczkowania sugeruje bardzmjmtonodel. Interesujace
jest zachowanie sygnatow indolowych protonéw NH. W zakresie 0-1 ekw. anionu sygnaly te
ulegaja przesunieciu, jednak niezgado plateau. Po przekroczeniu 1 ekw. G sygnaty protonéw
indolowych nadal przesuwaja sie w do6t pola,aweiadczy o nastepczym akcie wiazania anionu.
Dodatkowe donory wiazania wodorowego, ktére w zeltiu miaty poméc w realizacji rozpo-
znania chiralnego, powoduja istotna komplikacje oddziafyveeptor-anion i w konsekwencji
utrudniaja analizy. Jakkolwiek receptor z tryptofanenzemaykazywa dobre wi&ciwasci roz-
poznania chiralnego, musiatem wyklu€zgo z badanej serii, gdyuzyskane dla niego wyniki
nie bylyby dostatecznie wiarygodne, aby pasitido okreslenia stosowalr&zi alternatywnych
metod badania rozpoznania chiralnego.

Do Sledzenia procesu wiazania anionéw przez receptory serii DAZnapastosowsspek-
troskopige emisyjna, gdyreceptory te wykazuja niebieska fluorescendff =, Aexc=), ktéra
ulega ostabieniu na skutek wiazania anionu (Rys. 3.6a). Efekt ten nie jest bardzo silny, gdy
receptor w petni skompleksowany wykazuje fluorescencje o intenssavnowvnej ok. 1/2 war-
toSci poczatkowej, niemniej ostabienie emisji nedbyc widoczne gotym okiem, jak pokazuje
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Rysunek 3.4:Przebieg miareczkowania receptora 71i (S)-migdalanem TBA w acetonitrylu-d,

pod kontrolag 'H NMR
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Rysunek 3.5:Przebieg miareczkowania receptora 71m (S)-migdalanem TBA. Protony indo-
lowe nie osiggaja plateau po przekroczeniu 1 ekw G, ale ulegaja silniejszemu
przesunieciu.
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Rys. 3.6.

DAA-ValOMe + S-ManTBA

Oeq 05eq 1eq 2eq 5eq 10eq 20eq 50eq

Rysunek 3.6:0stabienie intensywnosci fluorescencji spowodowane wigzaniem anionu przez re-
ceptor (Aexc=254 nm)

Zaden ze sprawdzonych przeze mnie receptoréw serii DAA nie wykazywat dobrych wia-
Sciwasci sensorycznych, gdykompleksy z kadym z enancjomeréw, zaréwno migdalanu TBA
jak i N-Ac-PheOTBA, posiadaja takie same w&aoYyg (patrz. str 28). CZ miareczkowa
prowadzitem pod kontrola spektrofluorymetryczna, jednak dla kilku receptoréw obserwowatem
nietypowy przebieg miareczkowania z trudnymi do wyttumaczenia maksimami w poczatkowej
fazie. Jak wynika z analizy TLC, receptory wykazujace nietypowe przebiegi byty zanieczysz-
czone bardzo niewielkimi ileciami zwiazku wykazujacego bardzo sileéta fluorescencje.
Zanieczyszczenia te musialy stanowi2% mieszaniny, gdybyty zupetnie niewidoczne na
widmie NMR. Widmo emisji tych zanieczyszdzenusiato naktadasie na widmo emis;ji re-
ceptorow. Sama obecsbdodatkowej emisji nie stanowitaby problemu przy miareczkowaniu
(staty poziom tta), jednak zwiazki te musiaty rownieddziatyw& z anionem, co przejawiato
sie zmiana ich wigciwdsci emisyjnych. Obserwowany przebieg miareczkowania byt zatem su-
perpozycja zmieniajacych sie widm emisyjnych od dwdch sktadnikéweste jednego z nich
nie byto znane. Oczyw&tie miareczkowanie takie nie nadawato sie do analgcitawych.

O ile wiasciwasci emisyjne (w szczegoélsoi wydajnat kwantowa fluorescencji) moga sie
bardzo silnie ranic nawet dla dwéch zwiazkéw o zhbnej strukturze, tak ich wéziwasci
absorpcyjne zwykle pozostaja podobne i zanieczyszczenie 0 bardzo matej sawaoteinno
miec znikomy wptyw na obserwowane widmo absorpciji. Z tego powodu dalsze miareczkowa-
nia receptorow DAA prowadzitem pod kontrola spektroskopii UV-Vis. Obserwowatem zmiany
absorpcji w obrebie pasma odpowiadajacego chromoforowi grupy tiomocznikowej. Typowe
zmiany przedstawia Wykres 3.3.

3.4 Wyznaczanie jak&ci rozpoznania chiralnego receptorow
za pomoca klasycznej metody miareczkowania

Po przeprowadzeniu wstepnych pomiaréw pod kontrola spektrometrii NMR i po ustaleniu ste-
chiometrii powstajacych kompleksow przystapitem do wyznaczenia statych sevédamplek-
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Wykres 3.3: Typowy przebieg miareczkowania receptoréow serii DAA migdalanem TBA pod
kontrolg spektrometrii UV-Vis

sOw receptoréw z kalym z enancjomeréw modelowych karboksylanéw. Miareczkowania zde-
cydowatem sie prowadzipod kontrola spektrometrii UV-Vis. W rutynowym stosowaniu mia-
reczkowanie tego typu ma wiele zalet, 8zg nich zostata przedstawiona w Tabeli 2.7 (str. 46).
W kontel&cie moich badanajwigkszymi zaletami byty:

1. zmniejszenie niepewsoi steen przygotowanych roztworéw H i G,

2. zmniejszenie niepewBoi dopasowywania poprzez jednoczesna analize wszystkich dtu-
gasci fali (program HyperSpec),

3. praca na niskich steniach poprawiajaca precyzje i doktadnpomiaru (optymalna war-
toSC iloczynuKa - [H]p),

4. mazliwost automatyzacji pomiaru.

ad. 1) Petna analize potencjalnych zrodet btedéw grubych oraz oszacowanie niépewno
stezen przygotowanych roztworéw przeprowadzitem w Rozdziale 5.2.1 str. 187. Poréwnatem
tam te procedury przygotowywania roztworéw do miareczkoweMR i UV-Vis. Dzieki uzy-
ciu kolb jednomiarowych moge osiagnanacznie lepsza precyzje a8 przygotowanych roz-
tworéw. Niskie st@enia gwarantujge gestét roztworu jest praktycznie taka sama jak gésto
rozpuszczalnika, zatem objétoroztworu H w kuwecie mogtem oksg¢ z wysoka doktadno-
Scia na podstawie wzania. Dodatkowo, pompa strzykawkowa dozujaca porcje titranta zapewnia
zdecydowanie lepsza precyzjegmgeczne dodawanie roztworu - jedynym statym zrédtem btedu
jest tutaj doktadngt srednicy ttoka aytej strzykawki.

ad. 2) Program HyperSpec traktuje dane z miareczkowania jako macierz, ktorej elementem
A j jest wart&t absorbancji dla sigh [H], i [G], w i-tym punkcie miareczkowania dla dtugo-
Sci fali Aj. Program dla kadej dtugcci fali dopasowuje osobreg (A ), eg(A) | €ng(A). Zas dla
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wszystkich rejestrowanych optymalizuje jedna, globalna wagoK. Takie pode&scie znacznie
poprawia doktadn&t i precyzje dopasowania. Na podstawie analizy statystycznej czterokrotnie
powtérzonego miareczkowanf®az (Symigdalanem TBA oszacowatem niepevgoavszyst-

kich pomiarow nat6%.

ad. 3) Nie wymaga komentarza.

ad. 4) 20 receptoréw, dwie pary G, przy dwukrotnym powtérzenizdkgo pomiaru dato
160 miareczkowa. Automatyzacja procesu pozwala przeprowadki. trzy miareczkowania na
godzing, przy czym w trakcie trwania analizy ema przygotowywakolejne nawaki, roztwory
i napeti& kuwety'

Wyniki uzyskane na podstawie miareczkowazedstawiaja Tabele 3.3 i 3.4. Na podstawie
wynikéw widat wyraznie,ze anion N-acetylofenyloalaniny jest wiazany znacznie silnigj ni
migdalan. Stosunek statydlacphe/Kman Wynosi Srednio 8,6 (rozrzut 7,3-9,67 = 0,9) dla
receptoréw serii DAB i 11,2 (8,7-13,41 = 1,5) dla serii DAA. Ranice w statych trwatsci
komplekséw dla tych anionéw wynikaja zapewne gtéwnie znié w gest&ci elektronowej
grupy karboksylanowej. Dodatkowym czynnikiem pedb\C tworzenie wiaza wodorowych z
udziatem amidowej grupy NH anionu AcPhe i grup estrowych receptora, jednak nie posiadam
dowoddw na poparcie tej tezy.

Tabela 3.3:Wyznaczone wartosci statych trwatosci komplekséw K [M~1] receptoréw serii DAB
z chiralnymi karboksylanami (MeCN, 298K). AK = +6%, Aa = +8,5%

Man AcPhe
Receptor (SyMan  (RyMan a (S/R D-AcPhe L-AcPhe a (D/L)

a ValOMe 1,23x10* 1,19x10* 1,03 7,20 10° 7,24x10* 0,99
b \ValOiPr 7,17x10° 7,24x10° 0,99 8,09< 10* 8,81x10* 0,92
c ValOnBu 8,50x10° 8,29x10° 1,03 9,40<10* 1,04x10° 0,90
d ValOBn 1,00<10* 1,05x10* 0,95 6,97 10* 6,66x 10* 1,05
e PheOMe 9,56<10° 9,45x10®° 1,01 6,50x 10* 5,70x 10* 1,14
f PheOiPr 6,9%10° 7,54x10® 0,93 717 10* 6,32x10* 1,13

g PheOnBu 7,4&10° 8,19x10° 0,91 8,20x 10* 7,20x 10* 1,14
h PheOBn 8,66c10° 9,09x10° 0,95 7,08<10* 6,94x10* 1,02

Graficzna prezentacja tych wynikéw miareczk@walykres 3.4 — pozwala zauegt pew-
ne zalendsci miedzy statymi trwatsci kompleksow a podstawnikamitRR? w receptorach
obu serii (Schemat 3.12).

'Dla poréwnania jedno miareczkowanie NMR trwa ok 45-70 mil§, maygotowanie navzzk i roztworéw to
kolejne ok. 20 min/prébke.
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Tabela 3.4:Wyznaczone wartosci statych trwatosci komplekséw K [M=1] receptoréw serii DAA
z chiralnymi karboksylanami (MeCN, 298K). AK = +6%, Aa = +8,5%

Man AcPhe
Receptor (SyMan (RrMan a (S/R D-AcPhe L-AcPhe o (D/L)
a AlaOMe 1,27x10* 1,40x10* 0,91 1,54<10° 1,68x10° 0,92
b AlaOiPr 1,01x10* 1,21x10* 0,83 1,22<10° 1,23x10° 0,99
c AlaOnBu 1,37x10* 1,51x10* 0,91 1,31x 10> 1,43x10° 0,92
d AlaOBn 1,14x10* 1,31x10* 0,87 1,35¢<10° 1,50x10° 0,90
e \ValOMe 3,81x10* 4,61x10* 0,83 3,69<10° 3,65x10° 1,01
f \aloiPr 2,48x<10* 3,11x10* 0,80 2,67<10° 2,65x10° 1,01
g ValOnBu 2,88<10* 3,24x10* 0,89 3,74<10° 3,24x10° 1,15
h \ValoOBn 3,07x10* 3,84x10* 0,80 4,20<10° 4,29x10° 0,98
i PheOMe 6,5%10° 8,22x10®° 0,79 9,32« 10* 1,01x10° 0,92
PheOiPr 6,28 10° 6,01x10° 1,04 8,53« 10* 8,37x10* 1,02
k PheOnBu 5,94 10° 6,32x10° 0,99 597« 10* 5,74x10* 1,04
| PheOBn 8,16:10° 8,79x10®> 0,93 1,17%10° 1,14x10°> 1,03
a) I S-M b) I D-AcPh
120004 B R-Man 100000 [ L-AcPhe
a a c d e g h a a b d e f g h
C) I (S)-M d) [ D-AcPhe
49000 I (R)-Man 400000 [ L-AcPhe

300000

200000 4

100000

0

g

Wykres 3.4: State trwatosci komplekséw a) receptoréw DAB z Man, b) receptoréw DAB z
AcPhe, c) receptoréw DAA z Man, d) receptoréw DAA z AcPhe
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Schemat 3.120znaczenia podstawnikéw w receptorach serii DAB i DAA

Pierwsza jest korelacja stalj z terminalnym podstawnikiem w grupie estrowef)Rv
ramach tego samego rdzenia i tego samego aminokwa3ulR kazdej czworki receptorow
z tym samym rdzeniem i podstawnikient Brzeskalowatem state tworzenia kompleksow z da-
nym anionem odnoszac je dodla receptora z R=Me: K’ = K /Kyie. Dla obu enancjomeréw
migdalanu (Wykres 3.5a) ze wszystkimi ,czwérkami” receptoréw uzyskatem podobny rozktad
statychK’, ktére rosty w szeredu i-Pr < n-Bu < Bn < Me. Dla miareczkowaenancjome-
rami AcPhe otrzymatem mniej spéjna zahest (Wykres 3.5b) jednak, w granicach btedéw
pomiaru, przebiegi te sa zgodne z zaesciami okré&lonymi dla migdalanu. Wydaje sige
wptyw tych podstawnikdédw powinien miecharakter czysto steryczy, dlatego podjatem prébe
skorelowania logK’) z parametrami sterycznymi Taf{ 199 Pewnym utrudnieniem przepro-
wadzenia takiej korelacji jest fakte parametry te dg isotnie r&nia sie w kilku doniesieniach
literaturowychH1%111 Do analizy wykorzystatem warkei z oryginalnej pracy Tafta. Zestawie-
nie moich wynikéw z parametraris (Wykres 3.6) wskazuje na brak korelacji, 8@iadczy o
bardziej zi@onym wplywie podstawnikéw Rna state trwatéci. Dosy zaskakujacy jest fakt
wystapienia takiej samej zalecsci — jak&ciowej i ilosciowej — dla receptoréw obu serii, mimo
istotnych r@&nic w usytuowaniu grup Rwzgledem wiazanego anionu (Rys 3.7).

Rysunek 3.7:Pogladowe struktury komplekséw a) 70a i b) 71a z (S)-migdalanem

Iwyniki dla receptoréwr1ci 71l nie nalea do powyszego szeregu, co mewynika z bledéw déwiadczal-
nych
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Wykres 3.5: Zaleznoé¢ K’ = K /Kye dla receptoréw serii DAB i DAA z a) Man, b) AcPhe

= DAB
0,10 iPr o o DAA
0,05
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0,00 A .
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Wykres 3.6: Zaleznos¢ log(K’) = log(K/Kwe) od parametréw Tafta Es dla receptoréw serii
DAB i DAA
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Druga analiza dotyczy zateosci statych trwatéci kompleksow od podstawnikal Rrzy
tym samym podstawniku R Dla obu serii receptorow DAB i DAA, stati przeskalowatem
do wartgci dla receptorow z &i-Pr: K” = K /Kya. Receptory serii DAB oparte na fenylo-
alaninie (R=Bn) wiaza enancjomery migdalanu ze stata wynosZzeanio 0,90 warfeci dla
analogicznych receptoréw z fragmentem waliny£RPr) (rozrzut 0,76-1,045 = 0,11 ) (Wy-
kres 3.7a). Dla enancjomeréw AcPhe otrzymakemdni stosuneKppe/Kya = 0,94 (rozrzut
0,68-1,15;0 = 0,15) (Wykres 3.7b), pozostajace w zgodzie z wynikiem dla Man. Analogicz-
na analiza dla receptoréw serii DAA wskazuje na wiekszazliwast statych kompleksowa-
nia na charakter podstawnikal RDla migdalanu otrzymatem nastepujacaednione warto-
Sci stosunkow statychKaja/Kyva = 0,39 (0,30-0,480 = 0,064) i Kppe/Kya = 0,21 (0,17-
0,27;0 = 0,035) (Wykres 3.7c), ktére okazaty sie ponownie zgodne z wynikami dla AcPhe:
Kala/Kvar = 0,40 (0,32-0,4610 = 0,055) i Kpne/Kyva = 0,25 (0,20-0,32)0 = 0,035) (Wy-
kres 3.7d).

a v — z b) —
—_— —R"=Me 2 _
— L, 1.0 R =iPr
——R’=iPr : R
04 : e R =nBu
—— R =nBu . — R?=Bn
——R’=Bn 081 -
. 0,6 © S-Man xg + © D-AcPhe
¥g + R-Man 32 0,6 + L-AcPhe
X 044
0,4
0,2 0.2
0,0 T T 0,0 T T
iPr (Val) Bn (Phe) iPr (Val) Bn (Phe)
podstawnik R' podstawnik R'
1,0 1,04
C) d) —R’=Me
——R*=iPr

0.8 08

——R*=nBu
—FR’=Bn

0,6 06

© D-AcPhe
+ L-AcPhe

KIKVa\

KIK,,

04 04

0,24 0,24

0,0

0,0

T T T
Me (Ala) iPr (Val) Bn (Phe)
podstawnik R’ podstawinik R’

Me (‘Ala) iPr (Val) Bn (;?’he)

Wykres 3.7: Zaleznoé¢ K” = K /Ky od podstawnika R! dla: a) receptoréw DAB z Man, b)
receptorow DAB z AcPhe, c) receptoréw DAA z Man, d) receptoréw DAA z
AcPhe.

Wyttumaczenie powsej przedstawionych zatadsci trwatdsci komplekséw od rodzaju pod-
stawnikéw R nie jest maliwe poprzez proste odwotanie sie do ich sterycznych parametrow.
W obu seriach receptory z'Ri-Pr, a zatem z najwieksza zawada wykazywaty naszg powi-
nowactwo do obu testowanych anionow. O ile dla serii DAB, wptyw podstawnika nakstayé
stosunkowo niewielki, to dla serii DAA, state dlad®Vie, i-Pr, Bn pozostaja w przytdonych
stosunkach 8: 20 : 5. Wydaje sie mato prawdopodobne, aby podstawniki te miaty istotny wptyw
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na gestéc elektronowa na atomach wodoru grupy tiomocznikowej, ktére sa odpowiedzialne za
wiazanie anionu. Bardziej prawdopodobnym wytltumaczeniem jest silna preorganizacja struk-
tury receptora do wiazania anionéw, dld=RPr, ktéra zwieksza (lub czyni mniej ujemna)
entropie wiazaniaAS). OkreslenieAH i ASreakcji kompleksowania dla trzech podstawnikow

R! pozwolitoby ustosunkowsie do tej hipotezy.

Wyznaczone enancjoselektywsw przedstawione w Tabelach 3.3 i 3.4 przedstawitem gra-
ficznie jako loda) na Wykresie 3.8, na ktérym uwzglednitem k&koszacowana niepewsio
tych wielkdsci (Aa/a) = 8,5% co odpowiadalog(a) = 0,035. Wyniki, dla ktérych wyzna-
czona selektywr&E nie przekracza niepewsai, naley traktowa z ograniczonym zaufaniem,
natomiast tam, gdzie selektywsimjest wieksza od niepewsoi, wystepowanie enancjoselek-
tywnosci jak i jej kierunek sa pewne.

Dla migdalanéw receptory obu serii daja spojny obraz selektgain®eceptory’Oa-e, h
wykazuja znikoma selektywi$o nie przekraczajaca poziomu niepewoip pozostate 13 recep-
torow ( tj. 70f,goraz wszystkie receptory DAA) cechuje selektywnprzekraczajaca niepew-
nosE, o zgodnym kierunku w stron@)migdalanu. Najlepsza selektywsiy wynoszaca 0,79,
okreslitem dla receptord@li (DAA-PheOMe). Dobra selektywiscia cechuje sie cata czworka
receptoréw DAA oparta na walini¢ {e-h. Receptory serii DAA zdecydowanie lepiej spraw-
dzity sie w rozpoznaniu chiralnym anionéw kwasu migdatowegosdria DAB. Rozktad se-
lektywnaosci ma charakter stochastyczny, nie udato mi sie zgalkeiwersalnego podstawnika
R! ani R?, ktrego zastosowanie w receptorze zapewniatoby dobra selelé&whoko opty-
malne zestrojenie tych dwéch podstawnikéw, ktérego nie da sie zawczasu przéwidaie
skutkowa dobrymi wiaciwasciami rozpoznania chiralnego.

Dla AcPhe rozktad selektywisai ma zupetnie stochastyczny charakter, nie wystepaie
na tendencja dotyczaca kierunku enancjoselektgendedynie potowa (10/20) przebadanych
receptoréw wige enancjomery tego §oia z selektywngcia przekraczajaca niepevétqoo-
miaru. Receptory’Ob,c oraz 71a,c,d,iwiaza silniej anionL-AcPhe, receptory’Oe,f,gi 71g
wykazuja z& selektywn&t w kierunku enancjomem. Najwyzsza uzystkane przeze mnie war-
tosC selektywn@ci to 1,15 dla71g Ten zestaw wynikéw jeszcze silniej wskazuje na nieprze-
widywalny charakter rozpoznania chiralnego i potrzebe optymalnego dopasowania wszystkich
elementow czasteczki receptora.

Poréwnanie Wykreséw 3.8a) i b) wskazup dla moich receptoréw nie istnieje korela-
cja miedzy selektywn&ciami obserwowanymi dla zéych chiralnych anionéw. Receptory serii
DAB, ktore wykazywaty brak selektywrsgi dla Man, cechuje dobra selektyv&alla AcPhe.
Podobnie kilka z receptoréw serii DAA, ktére niezrdcuja enancjomeréw AcPhe, sprawdzaja
sie dla Man. Siedem z moich receptoré¥®f,g, 71a,c,d,g,) cechuje selektywrit przekracza-
jaca poziom niepewrsei dla obu anionéw.

Otrzymane przeze mnie receptory wykazuja rozpoznanie chiralne na stabym poziomie rze-
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Wykres 3.8: Zestawienie wyznaczonych enancjoselektywnoéci z a) migdalanem, b) anionem
N-acetylofenyloalaniny; stupki btedéw odpowiadajg niepewnosci +8,5%

dua =1,15-1,20. Ze wzgledu na diy btad wyznaczania selektywsai (+8,5%), wieksz&¢
wynikow tylko nieznacznie przekracza poziom niepegcigpomiarowej. Z jednej strony taka
grupa danych utrudnia poréwnywanienych metod, ze wzgledu na istotny udziat btedu po-
miaru, z drugiej jednak, potwierdzenie stosowdiciannych metod na podstawie tak matych
selektywn&ci dowodzt bedzie daej czutcéci i doktadnéci tych metod.

Aby wypetnic wynikami Tabele 3.3 i 3.4 musiatem:

— przeprowadd synteze 20 receptorow,

— doktadnie je oczsrcic,

— okreslic stechiometrie powstajacych komplekséw,

— oszacowarzad wielkéci statych trwatéci kompleksow,
— przygotowa ok. 50 precyzyjnych navzak,

— przygotowa ok. 100 roztworow w kolbach miarowych,
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— przeprowadz 160 miareczkowa,
— opracowa numerycznie wyniki pomiarow w celu uzyskania wéaiK.

Powyzsza lista ma na celu pokazanie, @kudne i pracochtonne jest badanie rozpozna-
nia chiralnego klasyczna metoda dwéch miareczkowazeba te zaznacz§, ze dopiero po
starannym wykonaniu tych procedur uzyskuje sie macierz wynikéw, ktéra, w niekorzystnym
przypadku, mae oznacza brak lub znikoma selektywiso dla wszystkich badanych recep-
toréw. Z tego powodu, opracowanie metody pozwalajacej omink uprécic przynajmniej
jeden z powyszych etapéw jest bardzo wskazane.

3.5 Okreslanie stosowaln&ci innych metod badania rozpo-
znania chiralnego

3.5.1 Miareczkowania konkurencyjne
3.5.1.1 Miareczkowania z ayciem achiralnego receptora odniesienia

Metode miareczkowania konkurencyjnego pod kontrola NMR i literaturowe przyktady jej za-
stosowania przedstawitem w rozdziale 2.3.4.2 (str. 59). Zdecydowatem sie sprawnwaii-

woSC zastosowania tej metody do o&lania rozpoznania chiralnego, o&l&ac jej doktadnst

i precyzje. W pierwszym wariancie prowadzitem dwa miareczkowania konkurencyjne, osobno
dla kazdego z enancjomeréw goia, ktére dodawatem do mieszaniny badanego chiralnego re-
ceptoraiachiralnego receptora odniesienia. Na podstawie tych pomiaréw planowatem otrzyma
dwie wartcsci stosunkow statych, ktére podzielone przez siebie daja selek§pvteianodyna-
micznaat (Row. (3.3)).

K
as= ¢S (3.1)
K
aR= g & (3.2)
Qs _ "ref _ Kg __
R~ KR K OT (3:3)
Kref

Metoda ta wymaga dwéch niezalgich pomiaréw, ktérych zestawienie daje dopiero po-
szukiwana wartgt selektywn&ci — podobnie jak przy klasycznym miareczkowaniu. Jedaak
wynik miareczkowania konkurencyjnego jest niezale od stgeh reagentéw i precyzji w od-
mierzaniu objetsci roztworéw. Wykonujac te pomiary olgatem jedynie stosunek statych
(relacje miedzy nimi) a nie bezwzgledne ich w&ap dlatego pomiar ten jest nievatavy na
wiekszat zrédet bteddw, ktore sa istotne w klasycznym miareczkowaniu. Jedynym zrodiem
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btedu w miareczkowaniu konkurencyjnym jest doklasiheryznaczenia przesurigchemicz-
nych a w szczegO6lrszi przesunie maksymalnychAd™#. Analiza Row. (2.40) (str. 60) pod
katem oszacowania niepewstd pomiaru na podstawie niepevdmdwyznaczeni@d i dmax pPO-
kazuje,ze optymalny zakres punktéw pomiarowych jest takistopi@ skompleksowania ka
dego z receptoréw w mieszaniniejew zakresie 10-90%:

H'GI\ . 0.1:09 ~ ([HC]) _ 0 1.
([H*]()) (0,1,0.9 <[Href]o> (0,1;0,9 (3.4)

Na potrzeby przeprowadzenia miareczkéwknkurencyjnych przeprowadzitem synteze

receptora odniesienB02 Zdecydowalem sie wykorzystaester etylowy glicyny jako facuch
boczny ze wzgledu na dobra rozpuszczairtak funkcjonalizowanych receptoréw. W miarecz-
kowaniu konkurencyjnym z receptorem serii DAB)) okazato sieze r&nica w powinowac-

twie obu receptoréw jest zbyt da i zaden z pomiarowych punktéw nie spetnia warunku (3.4).
W poczatkowej fazie miareczkowania kompleksowaniu ulega praktycznie wytacznie receptor
70i, dopiero po jego nasyceniu nastepuje wiazanie anionu przez receptor odniéfi2ria

Rys. 3.8. Wzadnym z punktéw nie jest spetniony warunek dotyczacy stopnia skompleksowa-
nia.

n(G) [umol]
A

n(H*) = 5 umol

n(H*) = 3 umol

r |
COOEt COOEt
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Rysunek 3.8:Przebieg miareczkowania konkurencyjnego dla mieszaniny 70e i 102. Anion —
(5)-migdalan TBA. (MeCN-d;, 298K)

Zdecydowalem sie zmieireceptor odniesienia na achiralny receptor serii DAB, majac
na uwadze faktze receptory o analogicznej budowie powinny wiazaion z poréwnywalna
stataK. Wykorzystujac procedure ze Schematu 3.5zyciem fosgenu, otrzymatem receptor
70i oparty na estrze etylowym glicyny. Zgodnie z oczekiwaniami, state t&eakompleksow
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tego receptora zmigdalanem byty bardzo ztntie do statych dla chiralnych analogéw. Dodat-
kowo dla wigkszéci punktow pomiarowych, sygnaty pochodzace od wewnetrznych protonow
mocznikowych badanych receptoréw i receptora odniesienia nie naktadaly sidiivedy-

to wyznaczenie wzglednej statej trwéla. Miareczkowania prowadzitem w GON, typowy
przebieg miareczkowania przedstawia Rys. 3.9.

n(G)
[umol]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
93 92 91 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71
1 (ppm)

Rysunek 3.9:Przebieg miareczkowania konkurencyjnego dla mieszaniny 70e i 70i. Anionem
byt (S)-migdalan TBA. (MeCN-d;, 298K)

Aby przypisanie sygnatéw pochodzacych od chiralnego i achiralnego receptora by w ka
dym punkcie pomiarowym jednoznaczne, zastosowatem dwukrotnie mniejzemistgecep-
tora odniesienia w poréwnaniu z badanym receptorem. W osobnych eksperymentach (miarecz-
kowaniach) wyznaczytem maksymalne przesunigecie sygnal"@fl\(&ﬂg?ﬁ dla migdalanu oraz
dla N-AcPhe. W pierwszych eksperymentach konkurencyjnych miareczkowanie prowadzitem
az do dodania ok. dwukrotnego nadmiaru G wzgledem sumy receptoréwzyZeno, ze dla
duzych wartdci statych trwatéci, przy takim nadmiarze G, receptor jest catkowicie wysy-
cony anionem i obserwowan@ odpowiadad|'®. Jednake, przy przyjeciu takiej warkzi,
obliczone stosunki statych = K /K réznity dla kolejnych punktéw dewiadczalnych ze za-
chowaniem trendu. Niesp6jabwynikéw wskazywata jednoznacznieg przyjeta wartst o'
nie jest prawidtowa. Obiektywne wyznaczedg®wymagatoby przeprowadzenia klasycznego
miareczkowania dla kalej pary receptor-anion, co prze&latoby wart&c tej metody. Okazato

sie,ze skuteczna metoda znalezienia prawidtowe] viit§]'?* jest numerycze nieliniowe do-
~ 2

(a dgl)

bieznosci w wartgciacha pomiedzy kolejnymi punktami dswiadczalnymi, jej minimalizacja

pasowanie tej wielkéci ze wzgledu na minimalizacje sumy; . Suma ta jest miara roz-
zapewnia najlepsza zgodstowynikéw. Podejcie to owocowato bardzo zabnymi wart@cia-
mi a, réznice miaty rozktad stochastyczny, bez wyraznego trendu. Dopasowanéeevayfé
znajdowaly sie kadorazowo w oczekiwanym przedziale — stanowity jedynie korekte ®@irto
wyznaczonej dla punktu 2 ekw.

Musze tutaj zaznaczyze zadna ze znanych mi prac opisujaca wyniki miareczkoiaen-
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kurencyjnych nie podnosita powyzego problemu zatecsci o od punktéw déwiadczalnych
przy niewtsciwej wartgci T W pierwszej pracy Whitlock® state trwatéci kompleksow
byly bardzo wysokie¥ 10000mM 1) i mozna przypuszc4aze petne wysycenie receptora byto
osiagnigte po dodaniu kilku rownowaikow G. Natomiast receptor badany w grupie Moréna
wiaze czasteczki G ze znacznie mniejszymi statymi (600, 360%) i bezp&rednie wyznacze-

nie 81'® musiato by bardziej skomplikowane. Autorzy nie opisuja zastosowanego przez nich
sposobu wyznaczenia tej wieka.

Miareczkowania konkurencyjne przeprowadzitem dla petnych serii DAB i DAA z enan-
cjomerami zaréwno migdalanu TBA jak i N-AcPheOTBA. Za wiarygodne uznawatem tylko
te pomiary, dla ktérych mogtem olgkC potazenia sygnatéw dla przynajmniej pieciu punk-
tow. Za wart&t a przyjmowatemsrednia wartst dla wszystkich punktéw. Niepewsd kaz-
dego pomiaru z osobna oszacowatem jako 2 podwojone odchylenie standardowe wynikow
ze wszystkich punktéw danego miareczkowania. Po wyznaczeniu statych &oiveéomplek-
s6w z receptorem odniesien?®i (za pomoca miareczkowania UV-Vi& o = 7,94x 10
K/'fcfphez 6,60x 10°) przeliczytem state trwafci dla chiralnych receptoréow z wzglednych na
bezwzgledne. Uzyskane wyniki przedstawiaja Tabele 3.5 i 3.6. Niegmipomiarowe zde-
cydowanej wiekszgci statych sa mniejszeniv przypadku klasycznego miareczkowania, tym

samym selektywn&xi takze sa okrglone w wgszym przedziale.

Wartdsci statych trwatéci komplekséw dla obu metod zestawitem na Wykresie 3.9. Za-
réwno dla migdalanu jak i dla soli N-acetylofenyloalaniny zaobserwowatem znakomita zgod-
noSE pomiedzy prezentowanymi metodami. Korelacja danych za pomoca regres;ji liniowej data
wspotczynniki kierunkowea nieznacznie tylko odbiegajace od 1, a roziniest jest nastep-
stwem btedu w wyznaczeniu absolutnych statych trsaitalla komplekséw z receptorem od-
niesieniarOi.

Duzo wazniejsze jest poréwnanie enancjoselektygriokreslonych za pomoca obu metod.
Korelacje tych wynikéw przedstawitem na Wykresach 3.10a,b). Zgsiwgnikdw jest dobra,
przy uwzglednieniu niepewsai pomiarowej wszystkie punkty znajduja sie na prostej y=x,
zas wspotczynniki korelacjR? wynosza dla Man i AcPhe odpowiednio 72 i 70%. Dodatkowe
poréwnanie wynikow parami przedstawiaja Wykresy 3.10c,d).

Po obliczeniu wzglednych ehic miedzy wartéciamiK wyznaczonymi dwiema metodami:

K2

uSrednitem wyniki dla wszystkich par anion-receptor i otrzymakrednie odchylenie wyno-

Ao \/(KMK — Kmuv )? (3.5)

szace 8%, co pozostaje w zgodzie z oszacowanymi niegiarai pomiaru dla obu metod.
Analogiczna analiz&rednich ranic w wyznaczonych selektywBoacha daje mniejsza war-
toSC — ok. 4%.
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Tabela 3.5:Wyniki miareczkowan konkurencyjnych: state trwatosci komplekséw (K [M~1] oraz

selektywnosci (a) dla receptoréw serii DAB i DAA z Man

Receptor K (SXMan K-(R}Man

70 a  ValOMe 1,10x 10%+2,50% 1,10<10°+2,3%  1,00-3,4%
b ValOiPr 8,51x 10°+1,50% 8,45¢10°+1,2%  1,041,9%
¢  ValOnBu 9,32< 10°+1,80% 9,27% 10°+1,3%  1,06-2,2%
d ValOBn 1,06x 10*+2,00% 1,08< 10°+3,1%  0,98-3,7%
e PheOMe 8,60« 10°+1,00% 9,16< 10°+1,0%  0,94-1,4%
f PheQiPr 7,63 10°+4,00% 7,78<10°+2,0% 0,98-4,5%
g PheOnBu 8,0% 10°+1,60% 8,57 10°+3,1%  0,94-3,5%
h PheOBn 9,1% 10°+6,30% 9,66< 10°+6,7%  0,93-9,2%

71 a  AlaOMe 1,36x 10%+7,00% 1,44< 10°+3,5% 0,94-7,8%
b AlaOiPr 1,00x 10*4+-2,90% 1,13 10°+3,3%  0,89-4,4%
¢  AlaOnBu 1,15 1044+2,40% 1,26< 10°+1,3%  0,92-2,7%
d AlaOBn 1,20x 10%+4,00% 1,34< 10°+3,5% 0,89-5,3%
e ValOMe 3,21x 10°+4,20% 3,82<10°+1,7%  0,84-4,5%
f ValOiPr 2,07x 10*+4,50% 2,43¢10°+1,1%  0,85-4,7%
g ValOnBu 2,68x 10°+8,30% 3,10< 10°+7,7% 0,86:11,3%
h ValOBn 3,16x 10°+3,60% 3,66< 10°+1,4% 0,86-3,9%
i PheOMe 6,64 10°+5,50% 8,11x 10°+5,9% 0,82-8,1%
j PheOiPr 5,9 10°+3,80% 6,32< 10°+5,4% 0,936,6%
k  PheOnBu 6,06 103+3,40% 6,32 10°+5,4%  0,96-6,4%
| PheOBn 7,36 10°+6,00% 8,35¢ 10°+4,5% 0,88-7,5%
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Tabela 3.6:Wyniki miareczkowan konkurencyjnych: state trwatosci komplekséw (K [M~] oraz

selektywnosci (a) dla receptoréw serii DAB i DAA z AcPhe

Receptor K-D-AcPhe K-L-AcPhe
70 a  ValOMe 8,84x 10°+1,0% 9,21x 10°+1,6%  0,96-1,9%
b ValOiPr 6,92x 10*+1,5% 7,40 10°+1,3%  0,94-2,0%
¢  ValOnBu 7,70< 10°+2,3% 8,25¢ 10°+2,5%  0,93-3,4%
d ValOBn 8,33x 10%+2,0% 7,87 10°+1,1% 1,06-2,3%
e PheOMe 8,55 10°+3,3% 7,82<10°+1,0% 1,09-3,4%
f PheQiPr 6,5 10*+4,6% 6,20 10°+1,0%  1,05-4,7%
g PheOnBu 7,45 10°+1,5% 7,15¢<10°+1,4%  1,04-2,1%
h PheOBn 8,05 10°+3,4% 8,04x 10°+2,0%  1,06-3,9%
71 a  AlaOMe 1,48< 10°+1,9% 1,58<10°+2,8%  0,94-3,4%
b AlaOiPr 1,14x 10°+1,7% 1,22< 10°+2,0%  0,94-2,6%
¢ AlaOnBu 1,37x 10°+2,8% 1,47% 10°+1,6%  0,93-3,2%
d AlaOBn 1,42x 10°+3,2% 1,48<10°P+3,7%  0,96-4,9%
e ValOMe 4,02x 10°+3,8% 3,90 10°+6,3%  1,03-7,4%
f ValOiPr 2,90x 10°+4,2% 2,91x 10°+3,2%  1,00:5,3%
g  ValOnBu 3,78 10°+2,2% 3,45¢< 10°+4,9%  1,16-5,4%
| ValOBn 4,13x 10°+2,8% 4,15¢10°+2,8%  1,00-4,0%
j PheOMe 8,36¢ 10°+1,8% 8,45¢ 10°+4,2%  0,99-4,6%
k PheOQiPr 6,88 10%+4,0% 7,04< 10°+1,5%  0,98-4,3%
| PheOnBu 7,6k 10°+1,7% 7,91x 10°4+3,5%  0,96-3,9%
m PheOBn 1,08 10°+5,5% 1,11x 10°+11%  0,98-12%
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Wykres 3.9: Korelacje miedzy wartoéciami statych trwatoéci komplekséw wyznaczonymi za
pomoca klasycznych miareczkowan (Kmuv) i miareczkowan konkurencyjnych z
receptorem odniesienia (Kvk ). Pomarariiczowa prosta wyznacza dopasowang re-
gresje liniowg korelujaca zestawy danych. a) Wyniki dla migdalanu, b) wyniki dla
AcPhe.

Dobra zgodn&t wynikéw, w szczeg6ln&ci enancjoselektywrsei, miedzy metodami po-
zwala uzné miareczkowanie konkurencyjne z achiralnym receptorem odniesienia, wraz z przed-
stawiona metoda analizy danych, za wiarygodna metodegidaego badania rozpoznania chi-
ralnego. Co wigecej, istotnie mniejsza niepewthotrzymanych wynikow sktania mnie do tego,
aby w dalszych analizach innych metod, za wact@dniesienia uwat powyzsze wyniki uzy-
skane metoda miareczkowania konkurencyjnego. Zgsimwgnikéw miedzy metodami jest na
tyle duza, ze analiza zalenasci K i a od struktury receptoréw przedstawiona w poprzednim
rozdziale zachowuje aktualgn
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Wykres 3.10: Korelacja miedzy wynikami selektywno$ci wyznaczonymi za pomoca klasycznych
miareczkowan UV-Vis (avyy) i miareczkowaniami konkurencyjnymi z recepto-
rem odniesienia (k). Wykresy a),b) - korelacja miedzy wartosciami loga od-
powiednio dla Man i AcPhe; wykresy - c), d) poréwnanie parami wartosci loga
z dwoéch metod, odpowiednio dla Man i AcPhe. Kolorowe stupki odpowiadaja
niepewnos$ci pomiarowe;.

3.5.1.2 Miareczkowania konkurencyjne bez zwiazkéw odniesienia

Najwieksza potencjalna zaleta miareczkévkankurencyjnych jest namiwost bezp&redniego
wyznaczenia enancjoselektywsu, jezeli eksperyment przeprowadzi sie miareczkujac mie-
szaninge enancjomerow receptora homochiralnym G, lub miareczkujac mieszanine enancjome-
réow G homochiralnym H. W przypadku moich receptoréw uzyskanie mieszanin racemicznych
wymagatoby zastosowania w syntezie racemicznych aminokwaséw. Otrzymatbym wowczas
mieszanine receptorovi(g, (R,R i (S,R-meso ktora wymagataby rozdzielenia diastereoizo-
meréw. Alternatywa bytaby osobna synteza receptoréw z wykorzystaniaminokwasow i
nastepnie zmieszanie enancjomeréw. Oba @oikejwymagaja dodatkowej pracy syntetycz-

nej przy otrzymywaniu receptorow. Z tych powodow bardziej uniwersalna i tatwiejsza metoda
analizy bytoby zastosowanie handlowo dostepnych racemicznych aniondéw do pomiaréw z ho-
mochiralnymi receptorami. Pomiar taki polega na dodawaniu porcji receptora do mieszaniny
anionéw — ze wzgledu na odwrdécenie rél H i G procedura taka nazywana jest miareczkowa-
niem odwrotnym.
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Aby analiza miareczkowania konkurencyjnego bytazlivea niezbedne jest, aby po dodaniu
kolejnych porcji receptora dato sie okli& potazenia sygnatéw pochodzacych od enancjome-
row anionu. Dla migdalanu najlepszy @edzenia jest sygnat od protonu na atomie wegla C
Potazenie tego protonu w sasiedztwie grupy karboksylowej zapewnia zmiane jego przesuniecia
na skutek kompleksowania anionu; dodatkowo sygnat jest singletem, co utatwia doktadne okre-
Slanie jego poteenia. Warunek rozsunigcia sygnatéw nie zawsze jest spetniony. Rozsuniecie
sygnatéw, nawet jeli wystapito, mae byt niewidoczne, jeeli nie jest spetnione kryterium
Rayleighd'? co wynika z nakladania sie sygnatéw o rozkltadzie Gaussa . Przyjmujeesie,
piki sa rozr&nialne, jeeli wart&t funkcji pomiedzy dwoma pikami maleje przynajmniej do
wartcsci 0,81 wysokéci piku. Warunek ten jest osiagniety, gdy rozsunigcie pikow wynosi 1,11
ich szerok&ci potowkowej (v1 ) — Tabela 3.7.

Tabela 3.7:Zalezno$¢ sygnatu pochodzacego od dwdch naktadajacych sie pikdéw o roktadzie
Gaussa w zaleznosci od stosunku rozsuniecia pikéw (AX) do ich szerokosci potéw-
kowych (wy5)

SO A0 JU JU

DX DX DX _ Dx
le_o W12_O’5 le_l W12_1’11
Ax . _ Ax Ax Ax
@_1’5 W12_2 W12_2’5 Wyp

Spasrod przebadanych receptorow serii DAB | DAA, tylko dwa z nigi0¢,) powodowaty
rozsuniecie sygnatow migdalanu w MeCN-da spektrometrze 400MHz. Przebieg jednego z
udanych pomiardéw przedstawia Rys. 3.10.

Do wyznaczenia stosunku stalykla/Kg konieczna jest znajonso Ad™M#* dla obu diastere-
oizomerycznych komplekséw. Pewna i obiektywna metoda wyznaczenia tychseianydyby
miareczkowania absolutne (tj. bez dodatku wzorca) diedkppary H-G, jednate taki na-
ktad pracy oznaczatby praktyczny brak kaszyz pomiaréw konkurencyjnych. Zdecydowatem
zatem sprébow@rozwiaza& ten problem numerycznie. W pierwszym pdaéji sprawdzitem
mozliwo&t jednoczesnego nieliniowego dopasowywahﬁ,”g;‘ [ Aé,Té‘: ze wzgledu na mini-

(a—a;)?
(72
sienia. Jednoczesne dopasowanie obu przesumgksymalnych dawato absurdalne minima,

malizacje) ; , analogicznie do analizy miareczkofwa achiralnym receptorem odnie-

w ktorych obieAd™M2* byty bliskie 0 i wystapit brak selektywrszi (o = 1). Alternatywnym
podefciem byto prowadzenie miareczkowania odwrotnega@a dodania 2 ekw. H i przyje-
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Rysunek 3.10:Typowy przebieg odwrotnego miareczkowania konkurencyjnego - sygnaty od
enancjomeréw Man ulegaja przesunieciu i rozszczepieniu w miare dodawania
receptora 70e

cie przesunie uzyskanych w ostatnim punkcie za bliskiéyax. Tak wyznaczone maksymalne
przesunigcia dawaty dobra zgodavartagcia dla wszystkich punktow o niewielkim trendzie.
Numeryczne dopasowanie tylko jednej w&t\ dmax (dla jednego z kompleksow) przy zacho-
waniu niezmienionej drugiej skutkowato znakomita zgd&tia wynikow we wszystkich punk-
tach. Aby oceri potencjalny btad wynikajacy z powgzej procedury, w ktérej przesuniecie dla
punktu 2 ekw. traktowatem jako przyb&nie Admax przeprowadzitem symulacije przedstawio-
na w Tabeli 3.8. Hipotetyczne zestawy danych dla trzeehych selektywngci 0 A6" = 1
dopasowywatem przyjmujac arbitralnie inne wé&doA 6" w zakresie 0,9-1,1. Jak wynika z
przeprowadzonej analizy dla dej selektywnéci (0 = 0,5) btad w okréleniu Ad{"® na po-
ziomie 10% przektada sie na zaledwie 5% btad w wyznaczonej selekfgivntzeli z&s a
wynosi 0,9, wéwczas btad spowodowany niedoszacowaniem lub przeszacowsdj&hnie
przekracza 1%. Wynika z tegae zaproponowana metoda analizy danych nie powarhge
nych dodatkowych btedow.

Dla obu pomiaréw otrzymatem selektywsm nieznacznie zambne w poréwnaniu z do-
tychczasowymi wynikami, jednak zgodne przy uwzglednieniu niep&aimmmiarowych:

receptor miareczkowanie bez wzorca miareczkowanie ze wzorcem

70e a=0,968+1,8% 0,94+ 1,4%

709 a=0,983+2,7% 0,94+ 3,5%

Wyniki zaledwie dwoéch pomiaréw nie moga gy do rzetelnego ok&tenia doktadnsci i
precyzji metody.

Dla wigkszd&ci moich receptoréw przeprowadzenie analizy nie bytalme, gdyz rozsu-
niecie sygnatéw na spektrometrze 400 MHz byto zbyt mate abyatikrpotazenia obu pikéw.
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Tabela 3.8:Analiza wrazliwosci wyniku miareczkowania konkurencyjnego na doktadnos¢ wy-
znaczenia Omax.®

a=0,50
przyjetaAs™® 0,900 0,925 0,950 0,9751,000 1,025 1,050 1,075 1,100
dopasowanasy"® 1,042 1,057 1,072 1,0861,100 1,113 1,127 1,140 1,152
a 05526 0,520 0,513 0,5060,500 0,494 0,488 0,482 0,476
btadwa 52% 3,9% 2,6% 1,2%0,0% -1,2% -2,4% -3,6% -4,8%
a=0,75
przyjetaAs™™ 0,900 0,925 0,950 0,981,000 1,025 1,050 1,075 1,100
dopasowanasy" 1,015 1,037 1,058 1,0791,100 1,121 1,141 1,160 1,180
a 0,769 0,764 0,760 0,7550,750 0,745 0,741 0,736 0,732
btadwa 25% 1,9% 1,3% 0,7%0,0% -0,7% -1,2% -1,8% -2,4%
a=0,90
przyjetaAs™® 0,900 0,925 0,950 0,981,000 1,025 1,050 1,075 1,100
dopasowanasy"™ 1,000 1,025 1,050 1,0751,100 1,125 1,149 1,174 1,198
a 0,909 0,907 0,905 0,9020,900 0,898 0,896 0,893 0,891
btadwa 1,0% 0,8% 0,5% 0,2%0,0% -0,3% -0,5% -0,8% -1,0%
& Przyjatem wart&ci A6 = 1; A6)' ™ =1,1

Zdecydowatem sige opracowainiwersalna metode analizy, ktéra nie wymaga spetnienia kry-
terium Rayleigha i pozwala przeprowadzniareczkowanie konkurencyjne nawet wtedy, gdy
sygnaly nie sa zadowalajaco rozdzielone. Do realizacji tego celu zaplanowatem zastosowanie
pseudoracemicznej mieszaniny migdalanow, w ktorej jeden z enancjomerow bytby selektywnie
deuterowany w pozycjir. Taka mieszanina pozwolitaby prowadziezalene pomiary przesu-

nie¢ chemicznych ) kazdego z enancjomerdw — jednego na kartélea drugiego na kanale

2H NMR.

W celu realizacji powygszej koncepcji przeprowadzitem synteze selektywnie deuterowane-
go migdalanul03 ktérego enancjomery nastepnie rozdzielitem poprzez krystalizajSg 1= (
fenyloetyloamina $)-PEA, §-104) — Schemat 3.13. Atom deuteru w pozyajikwasu migda-
towego mana wprowad4i na kilka sposobéw: poprzez redukcje kwasu fenyloglioksalowego
borodeuterkiem cynkd®, czy glinodeuterkiem sodd* poprzez reakcje kwasu migdatowego
z 3 rownowanikami LDA - utworzenie enolu i jego reakcje 2,015, lub poprzez ogrzewa-
nie kwasu migdatowego w roztworze NaOH w®@'1®. Zdecydowatem sie zastosotvastatni
wariant syntezy. Racemiczny roztwér migdalanu sodu ogrzewatem w naczyniu Schlenka w
5% NaOH w D,O przez 12 h. Po zakwaszeniu i krystalizacji z chloroformu uzyskatem kwas
migdatowy o stopniu zdeuterowania 87% (cdmy na podstawie NMR) z wydajgoia 50%.
Kwas zmieszatem z rbwnomolowa #oia §)-PEA w etanolu. Wytracona sol krystalizowatem
dwukrotnie z etanolu. Nadmiar enancjomeryczny 8kakem za pomoca GC. Po dwoch krysta-
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lizacjach otrzymatem kwas o ee=87% z wyddjtia 25%. Ostatecznie, po oddzieleniu aminy,
przeprowadzitem krystalizacje kwasu z dichloroetanu, uzyskujac Kjabd3z catkowita wy-
dajndscia 9,5%, ee=95,6% i stopniem deuteracji rownym 87%.

OH
AN OH 1. NaOH, Dzo 120'C
| — lo) 2. HCI D
12 © 56%

87% D

HO, D
1. kryst $ OH
2. HC| fo)

]_04 wyd 25% kryst. z DCE wyd 70%
(R)-103  g7%p ———> 87%D
ee=87% ee=95,6%

Schemat 3.13Znakowanie deuterem i rozdziat enancjomeréw kwasu migdatowego 103

Miareczkowania odwrotne z selektywnie deuterowanym pseudoracematem prowadzitem
pod kontrola NMR na spektrometrze 600MHz w acetonitrylu. Wykonanie pomiaréw witim
i H na jednej probce wiazalo sie z szeregiem problemoéw. Sygnat deuteru obserwowany byt na
kanalelock’u, co oznaczato koniecz8o wytaczenia systemiock na czas pomiaru, a to skut-
kowato niestabilnscia pola magnetycznego w czasie i poszerzeniem sygnatow. Zastosowanie
rozpuszczalnika deuterowanego spowodowzéma widmie?H obok ogromnego sygnatu roz-
puszczalnika pojawiat sie bardzo staby sygnat od migdalanu, o bardzo niskim stosunku sygnatu
do szumu (S/N). Przedhona akwizycja nie mogta popragvstosunku S/N, gdyjednoczénie,
ze wzgledu na niestabil8o pola, szerok& sygnatu rosta wraz z czasem pomiaru. &2@wo
problem niskiej czutsci udato sie rozwiaza gdy zastosowatem jako rozpuszczalnik miesza-
ning CH,CN + CD5CN (1:1 v/v). Sygnat rozpuszczalnika na widmie protonowym byt bardzo
intensywny, ale nadal urnabwiat obserwacje sygnatu migdalanu, jednc&zie poprawita sie
jakost sygnatu na kanale deuterowym. Aby utatwiyznaczenie\d, do mieszaniny wprowa-
dzitem po 5 uL CHCJ} i CDClj, ktérych sygnaty na jednym i drugim kanale traktowatem jako
sygnaty odniesienia. Podczas miareczkowania sygnaty ulegaty poszerzeniu, co spowodowato,
ze dla dalszych punktéw miareczkowania citemie pot@enia sygnatéw na widmiéH byto
bardzo trudne i obarczone ziniepewnscia. Przebieg pomiaru dla recept@red przedstawia
Rys. 3.11.

Stopieh zdeuterowaniaR)-migdalanu wynosit 89%, co oznaczae w mieszaninie obecne
jest 11% protowanego zwiazku. W trakcie eksperymentu okazatpesggygnaty od enancjome-
row migdalanu, ktére na aparacie 400MHz naktadaty sie na siebie bEvosci rozr&nienia,
na aparacie 600MHz sa w wieksa punktéw miareczkowania dobrze rozdzielone. Widocz-
ny jest sygnat resztkowy od protowaneg)-nigdalanu, ktéry poczawszy od czwartego punktu
miareczkowania jest oddzielony od wiekszego sygn@hkn{igdalanu. Okazato sie zatemg do
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Rysunek 3.11:Przebieg miareczkowania konkurencyjnego dla receptora 71d z pseudoracema-
tem migdalanu TBA. Kolor czerwony — kanat 1H, kolor niebieski — kanat 2H

przeprowadzenia miareczkowania konkurencyjnego wystarczyto w tym wypadku zwiekszenie
czestotliwaci podstawowej spektrometru NMR.
Sygnaly od §)-migdalanu odczytatem wprost z widma protonowego. Pemia sygnatow
od (R)-migdalanu uzyskatem na dwa sposoby. W pierwszygtam przesunig sygnatow R)-
migdalanu z kanatu deuterowego. Majac na uwadze faktlla cz&ciowo naktadajacych sie
pikéw 0 znacznie rdniacej sie intensywrsei, odczytane wprost z widma przesunigcia sa zafat-
szowane, przeprowadzitem dekonwolucje dwéch sygnatéw z kanatu protonbyegoyskane
wyniki stanowity drugi zestaw danych. Wyniki dwéch analizy przedstawia Tabela 3.9.
Analogiczne miareczkowanie przeprowadzitem dla receptbeaW tym przypadku sygna-
ly protonowe od enancjomeréw migdalanuzakilegty rozdzieleniu na aparacie ozggej cze-
stotliwosci. Ponownie przeprowadzitem osobne analizy numeryczne z wykorzystaniem dwoch

il wykorzystatem narzedzie dostepne w programie MestReNova 6.0.4
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Tabela 3.9:Wyniki miareczkowania konkurencyjnego z wykorzystaniem pseudoracematu mig-
dalanu

(9-Man R)-Man
ekw. Rec. A6(*H)  AS(PH) o  AS(*H)dekonw. a

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
A 4,845 4,858 4,851
o 0,903 0,927
20/a 4,8% 0,19%

zestawow danych. Wyniki z tych dwdch miareczkévzastawione z wynikiem miareczkowania

ze wzorcem przedstawia Tabela 3.10. Analizy danych z kanatu deuterowego daty stosunkowo
najwieksze niepewrsei pomiaru, zwiazane gtéwnie z trudseia w okréleniu potazenia pi-

kéw. Wyniki obu analiz sa w ramach btedu&iwiadczalnego zgodne z poprzednimi wynikami
uzyskanymi z zastosowaniem receptora odniesienia.

Tabela 3.10:Poréwnanie wynikéw miareczkowania konkurencyjnego z mieszaning pseurace-
miczna z wynikami miareczkowania z receptorem odniesienia

selektywna&c a

receptor H-D H-H dekonw.  miar. z'H

71d  0,903+4,8% 0,9240,2% 0,893t5,3%
71le 0,821+£12% 0,855:0,5% 0,842t4,5%

Dwa opisane wyej doswiadczenia dowodzge miareczkowanie konkurencyjne obserwo-
wane na dwoch kanatach protonowym i deuterowym jestliwe do przeprowadzenia, a otrzy-
mane wyniki sa zgodne z uzyskanymi innymi metodami. Dodatkowymi wnioskami z przepro-
wadzonych eksperymentdw sa sugestie dotyczace technicznych aspektéw prowadzenia pomia-
row w przyszi&ci. Mieszanina 1:1 rozpuszczalnika deuterowanego i niedeuterowanego pozwo-
lita mierzy€ interesujace sygnaty protonowe obok bardzo silnego sygnatu rozpuszczalnika, jed-
nak na kanaléH przy znacznym poszerzeniu piku, sygnat nadal cechowat niekorzystny stosu-
nek S/N. Lepszym rozwiazaniem bytoby zastosowanie mieszaniny rozpuszczalnikdw o znacz-
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nej przewadze rozpuszczalnika niedeuterowanego, np. 8vin&il&t rozpuszczalnika deu-
terowanego potrzebna jest do prawidtowego dziatania systeakipodczas akwizycji na ka-

nale protonowym. Pomiar widma protonowegozna zrealizowa z presaturacja sygnatu roz-
puszczalnika i obserwacja sygnatéw anionuzdleych daleko od sygnatu rozpuszczalnika) nie
nastreczataby problemu. Presaturacji sygnatu rozpuszczalnika aigarpozeprowadzina ka-
nale®H. Zmniejszenie zawaréei rozpuszczalnika deuterowanego automatycznie poprawitoby
jakoSt obserwowanego widma deuterowego i whwitoby bardziej precyzyjne wyznaczanie
potozen sygnatéw. W toku eksperymentéw okazato gie dla badanych receptoréw obserwa-

cja przesuniechemicznych na dwéch kanatach nie byta koniecznaz gdgtostatecznie silnym

polu magnetycznym naliwe byto rozré&nienie obu singletowych sygnatéw na kanale proto-
nowym. W przypadku innych anionéw, w szczeg@aoicanionéw naturalnycti-aminokwasow

i kwasow 2-arylopropanowych (nd4-16), sygnaty pochodzace od,C- H maja charakter
multipletéw. Obserwacja ich rozsuniecia podczas miareczkowania jest trudniejsza i wydaje sieg,
ze dla tych zwiazkéw zastosowanie mojej metody znakowania izotopowego bytoby zasadne i
umazliwitoby przeprowadzenie miareczkowania konkurencyjnego. Wprowadzenie deuteru na
stereogenicznym atomie weglaaminokwasow jest tatwo osiagalne syntetycznie, a rozdziat
enancjomerow tycte zwiazkéw maliwy jest na wiele sposobéw.

3.5.2 Pomiary ekstrakcyjne
3.5.2.1 Metoda enancjoselektywnej ekstrakcji ciecz-ciato state (ELSE)

Jak pokazatem w Rozdziale 2.3.4.4, eksperymenty ekstrakcyjne moga zapmapisredni,
konkurencyjny pomiar enancjoselektyvaumdreceptora. Brak doniesiditeraturowych, w kto-
rych wyniki tych déwiadczé byly jakkolwiek skorelowane z enancjoselektyvgommi wy-
znaczonymi klasycznymi metodami miareczkowania, sktonit mnie do przeprowadzenia takiego
poréwnania na mojej grupie receptorow.

Aby poréwnanie wynikéw klasycznych miareczkawigpomiaréw ekstrakcyjnych byto bar-
dziej wiarygodne, pomiary powinny byprowadzone w tym samym rozpuszczalniku. Typowe
rozpuszczalniki niemieszajace sie z woda, stosowane w eksperymentach ekstrakcji ciecz-ciecz:
toluen, dichlorometan, chloroform, octan etylu nie zalelo preferowanych rozpuszczalnikéw
uzywanych w badaniach nad receptorami na aniony. Najczestszym problemem jest ograniczo-
na rozpuszczalrs receptoréw w wymienionych rozpuszczalnikach. Z kolei typowe dla che-
mii supramolekularnej anionéw rozpuszczalniki: DMSO, aceton, acetonitryl, metanol miesza-
ja sie z woda i nie jest nmiwe zastosowanie ich w eksperymentach ekstrancji ciecz-ciecz
(ELLE). Zdecydowatem sie zapropono@vamiang w prowadzeniu eksperymentéw ekstrak-
cyjnych. Zamiast fazy wodnej jako zrédto racematu zastosowatem faze stgigice jono-
wymienna Amberlite-400, pomiar polegat na enancjoselektywnej ekstrakcji ciecz-ciato state
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(enantioselective liquid-solid extraction ELSE). Zywica ta posiada wbudowane w polimer
grupy beznylotrimetyloamoniowe, w prowadzonych przeze mnie pomiarach przeciwjonem byt
badany racemiczny karboksylan.

W handlowo dostepnejywicy z przeciwjonem chlorkowymAmb-Cl) zamienitem prze-
ciwjon na anion hydroksylowyAmb-OH). zywice z do bada ekstrakcyjnych otrzymatem
mieszajaddAmb-OH z roztworem odpowiedniego racemicznego kwasu.

We wstepnych badaniach zyciemzywicy z racemicznym migdalanenmihb-Man) po-
kazatem,ze mieszanieywicy z roztworem chlorku TBA w rnych rozpuszczalnikach or-
ganicznych (aceton, acetonitryl, dichlorometan, DMF, DMSO) prowadzi do reakcji wymiany
chlorek-migdalan. Co wiecej, wykazateme czysty optycznie§)-migdalan TBA w acetoni-
trylu mieszany zAmb-Man (20-krotny nadmiar migdalanu naeywicy) daje po 3 godzinach
mieszanine racemicznad < 5%) w fazie organicznej. Pierwszy etap eksperymentu (na przy-
ktadzie migdalanu) przedstawia rownanie:

(AMB*Man~)_+ (TBA*CI7) ., — (AMB*CI7)_+ (TBA*Man") (3.6)

org
[AMB+(:|*]S.[TBA+|\/|an—]org
Ko = [AMB+Man~ | _[TBA*CI| (3.7)

s org

org

Zywica wykazuije silniejsze powinowactwo do anionéw chlorkowychda karboksylanowt?,

dlatego rownowaga jest przesunieta silnie w prawo. Stata rownowagi tej reakcji (wspotczynnik
podziatu) jest taka sama dla obu enancjomerow. Aniony kwasu migdatowego wprowadzone na
tej drodze do fazy organicznej ulegaty nastepnie skompleksowaniu przez receptor. Ze wzgledu
na odmienne powinowactwo receptora o enancjomeréw anionu, byly one skomplekso-
wane w r&nym stopniu zgodnie z réwnaniami:

H*M
Ks = —LH Manslor (3.8)
[H ]org' [Mans]org
[H*Mang]org
[H ]org' [ManR]org
Caltkowite stgenie kadego z enancjomeréw w fazie organicznej gkaeR6w.(3.12)
[Mangr], o = [Mansr],,+ [H*ManS/R] o (3.10)
[Mangr], o = [Mansg,,, +Ksr[H*]- [Mangg] (3.11)
[ManS/R]O’Org = [ManS/R]Org- (1+Kgr-[H]) (3.12)

Po uwzglednieniu Row. (3.7), selektywstooperacyjna wynosi:
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Kp [AMB+Man§]S[TBA+C|*]

9. (14Ks [H*])

_ Mansloog [AMBFCI— ]
Jop = [ManR]O,orZ o KD[AMB+MarE]S[TBA+CI*]Org . (3.13)
[AMB FCI= ] (L+Kr-[H*])
AV vrg], (1K)
op = [AMB*Marg | -(T+Kr [H¥]) (3.14)

Przy zapewnieniu diego nadmiaru migdalanu w fazie wodnejma przyj&, ze przez caty
czas znajduje sie w niej racemat, co dodatkowo upraszcza rownanie:

1+ Ks- [H*]

= =2 - 3.15

Ostatecznie jeeli spetniony bedzie warunédg r - [H*] » 1, wéwczas selektywrsd opera-
cyjna bedzie rowna selektywgai intrystycznej:

1+Ks [H] _ Ks

Oop=—"—"—37 ~ — = Qj 3.16
op 1+KR[H*] KR int ( )

Pomiary enancjoselektywnej ekstrakcji ciecz-faza stata (ELSE) przeprowadzitem dla se-
rii DAB i DAA w acetonitrylu, przy wyciu dwukrotnego nadmiaru receptora i 10-krotnego
nadmiaru anionu naywicy Amb-Man wzgledem chlorku TBA (0,01 mol dn¥). Po trzech
godzinach mieszania roztworu w acetonitrylu z faza stata, roztwor przesaczatem przez krotka
warstwe Celitu i midgalan przeksztaicitem w ester izopropyl&tyAnalize wzglednej zawar-
toSci enancjomerow za pomoca GC-FID na kolumnie Chirasil-Dex-CB.

Dla receptora, ktoéry w eksperymencie wykazywat najlepsza enancjoseleldywn@®e
przeprowadzitem dodatkowe pomiary majace potwidrgeawidtowdt zalezndsci zawartych
w Réw. (3.15). W serii pomiaréw zachowywatem stata oletozpuszczalnika, stenie TBACI
i maseAmb-Man, systematycznie zmieniatem natomiastzstgie receptora. Wyprowadzitem
réwnanie na steenie wolnego H:

20T Z[H] ar
[H? + <7K (aZ+1) [Hlo + [G]o> [H] - K(T()Jrl) =0 (3.17)

gdzieK = /Ks-Kgr 0znaczsrednia geometryczna statytly i Kg, zes [G], odnosi sie do
sumy enancjomeréw G. Pofaczenie réwnania (3.17) z (3.15) dato zrzafe
dop = f (aint, [H]o, [Gly), ktéra poréwnatem z opisana ponszej testowa seria pomiaréw —
Wykres 3.11

Jak wynika z wykresu, wystepuje znakomita zgosinmiedzy teoretycznym przebiegiem a
wynikami déwiadczalnymi, co potwierdza stus&ataozumowania przedstawionego we wzo-
rach (3.7-3.15) dla pomiaréw ELSE. Przyztgiach dobranych w dwiadczeniu i przy stosun-
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Wykres 3.11:Wyniki selektywno$ci operacyjnej wyznaczone doswiadczalnie i teoretycznie dla
zmieniajacych sie wartosci [H],. Wartosci réwnowaznikéw receptora odnosza sie
do poczatkowego stezenia TBACI

kowo wysokich wart§ciach statych trwakci kompleksow na krzywejop = f (Qint, [H]o, [Glp)
wystepuje plateau, ktére rozpoczyna sie przy ok 1,5 ekw. H. Oznacza toynik pomiaru
praktycznie nie zalgy od ilosci receptora, jeeli [H], > 1,5 TBACI], i wynik ten odpowiada
aint. W praktyce gwarantuje to niezateost wyniku od doktadnéci przygotowania navei
receptora — wystarczye nawaka bedzie nie mniejszanivartést odpowiadajaca 1,8rgacl-
Oznacza to take,ze maliwe jest prowadzenie pomiaréw zyciem receptoréw nie spetniaja-
cych wysokich wymagaodndnie czystéci, pod warunkiemze zanieczyszczenia nie sa bar-
dziej efektywne od receptora w wiazaniusga.

Przeprowadzitem dodatkowe pomiary zygiem obu enancjomeréw receptor@dei 71i,
dla obu par otrzymatem doktadnie przeciwne selekty®andMynik ten wyklucza niepmadana
mozliwo&t, ze obserwowana selektywsojest nastepstwem artefaktow w procesie derywaty-
zacji i analizy.

Na podstawie czterokrotnie powtorzonej analizy z receptorém oszacowatem niepew-
noSE pomiaru na ok+3%. Wyniki ELSE i MK zestawitem w Tabeli 3.11, a korelacje tych
metod przedstawia Wykres 3.12. Uzyskatem dobra zgstnoedzy obydwoma metodami. Z
doktadncia do niepewr&ci pomiarowych, wszystkie punktyZe na prostey = x, czyli po-
miary ekstrakcyjne odtworzyty wyniki miareczkowa

Nastepnie, w analogiczny spos6éb jak dla kwasu migdatowego, przygotowatem pokcje
cy Amberlite z piecioma N-acetylowanymi aminokwasafinb-AcAla, Amb-AcVal, Amb-
AcLeu, Amb-AcMet i Amb-AcPhe. Dla receptoréw70a i 71e przeprowadzitem pomiary
ELSE z wykorzystaniem tychywic. Po dwéch godzinach mieszania, przesaczeniu i przemyciu
Celitu acetonitrylem przeprowadzitem ich derywatyzacje do estrow izopropylowych. Reakcje
prowadzitem z ayciem jodku izopropylu w 86C11°. Oryginalna metoda otrzymywania estrow
izopropylowych zaktadazaycie kwasu karboksylowego i CsG@ ekw.) w acetonitrylu. Jed-
nakze w przesaczu po ELSE, kwasy wystepuja od razu w postaci zdeprotonowanej — jako sole
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Tabela 3.11:Zestawienie wynikéw eksperymentéw ELSE i MK dla migdalanu

Receptor 71 ag sg amk | Receptor 70 Og s Omk
a 0,98 1 a 09 094
b 0,96 1,01 b 092 0,89
c 0,93 1 c 092 0,92
d 0,96 0,98 d 092 0,89
e 0,97 094 e 0,85 0,84
f 0,92 0,98 f 092 0,85
g 1 0,94 g 0,92 0,86
h 0,91 0,95 h 09 0,86

[ 0,89 0,82
i 0,88 0,93
k 0,89 0,96
I 09 0,88

0,00+ ¢ DAB
1 DAA

0,02 Man /
>
——

-0,02

Iog (aELSE)
-
2
= —
.\g\
o
L

-0,04
N e - =
-0,06
-0,08
v
) —
0,10 -0,08 -0,06 0,04 -0,02 0,00 0,02
log(e,,)

Wykres 3.12: Korelacja miedzy wynikami ELSE a MK dla Man
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TBA, dlatego nie dodawatem zasady. Modelowa reakeja®Phe OTBA wykazataze w tych
warunkach racemizacja nastepuje w znikomym stopniu (<1%). Proporcje enancjomeréw eks-
trahowanych aminokwasoéw olgldem za pomoca GC-FID z kolumna Chirasil-Val (Agillent).

Nastepnie przygotowatem mieszaningyiwvic zawierajacych mne aminokwasyAmb-
MixAA ) w réwnychilcsciach masowych. Opracowatem metode @@noczesnegmzdziatu
pieciu par enancjomeréw: alaniny, waliny, leucyny, metioniny i fenyloaldhingolejne po-
miary dla receptorowOai 71eprzeprowadzitem z mieszanikgnb-MixAA , stosunki enan-
cjomerow okrélitem w pojednynczej analizie GC. Wyniki uzyskane w osobnych pomiarach
dla kazdego z aminokwaséw byty zgodne z wynikami pomiaréw dla mieszaniny. Jedynie dla
alaniny niska czutst detektora FID w potaczeniu z da szerokécia sygnatéw bardzo utrud-
nia precyzyjne catkowanie chromatogramu i wszystkie wyniki uzyskane dla tego anionu byty
niepewne (Rys.3.12a).

Pomiary z mieszaninAmb-MixAA przeprowadzitem nastepnie dla pozostatych recepto-
row DAB i DAA. W wielu przypadkach il&éciowa analiza chromatograméw byta utrudniona.
W czgsci analiz dodatkowe piki pochodzace od produktéw rozpadu receptora, lublgym
wych zanieczyszcztenaktadaty sie na piki pochodzace od aminokwaséw. Ws@izgrzypad-
kéow mazliwa byta numeryczna dekonwolucja tych sygnatéw i analiza uzyskanych selektyw-
nosci (Rys. 3.12b), jednak konieczstoprzeprowadzenia operacji na chromatogramie zawsze
zmniejsza precyzje pomiaru. Ostatecznie dla niektorych pikéw, dodatkowe sygnaty nieznane-
go pochodzenia naktadaly sie z pikami aminokwaséw w sposéb catkowicie urlianagacy
analize (Rys. 3.12c). Wyniki uzyskane dla receptoréw serii DAB i DAAmb-MixAA przed-
stawia Tabela 3.12.

20000

. B3 E) 2 »
tmin] t{min] t{min]

Rysunek 3.12:Problemy analityczne dla pomiaréw z Amb-MixAA: a) staba intensywnos¢
dla AcAla, b) naktadanie sygnatéw wymagajace dekonwolucji, c) naktadanie
sygnatéw uniemozliwiajace analize ilosciowa

Korelacje miedzy wynikami ELSE dla fenyloalaniny a wynikami miareczkowezedsta-
wia Wykres 3.13c. Dla wigks&ai wynikow istnieje dobra zgod&o miedzy dwiema metoda-
mi, jednak sz& punktéw bardzo silnie odbiega od zahesci liniowej. Najprawdopodobniej
w punktach tych odczyt stosunku enancjomerow AcPhe z chromatogramu byt zafatszowany z

VNie udato mi sie opracoviarozdziatu dla tryptofanu, sygnatéw od tego aminokwaséw nie obserwowatem
nawet po wygrzewaniu kolumny w 200°C. Dla proliny nie uzyskatem rozdziatu. Innych aminokwasoéaymia-u
tem.
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Tabela 3.12:Zestawienie wynikéw selektywnosci dla anionéw aminokwaséw (log(a)) w po-
miarach ELSE

Anion
Receptor| Ala Val Leu Met Phe
a | -0,106 0,005 -0,043 0,031 -0,040
b | -0,069 -0018 -0,044 -0,057 0,181
c | -0,078 -0,016 -0,047 0,016 0,144
20 d | -0031 -0012 -01A& P b
e | -0,099 -0,006 -0,008 0,035 0,026
f b b b b b
g b 0,001  -0,049 -0,031 0,031
h | -0045 -0,010 -0,030 -0,038 0,077
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 -0,0392 -0,0534 -0,0128 -0,0392
e [-0,0267 0,0082 0,0425 -0,0054 0,0284
- f |-0,0343 b -0,1022 0,0088 -0,0085
g |-0,0359 -0,0183 -0,0279 -0,0123 0,1423
h |-0,1432 b -b -b -b
i |-0,0719 -0,0209 -0,0157 b -0,0176
-0,0707 -0,0438 -0,0505 -0,0519 -0,0177
k |-0,1080 -0,0481 -0,0604 -0,0190 P -
| b -b -0,0349 -0,0328 -0,1133

awynik po uwzglednieniu dekonwoluciji
b Natozenie sygatéw unienigiwiajace analize numeryczna.
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Wykres 3.13: Wyniki pomiaréw ELSE z Amb-MixAA dla receptoréw serii a) DAB, b) DAA,
oraz c) korelacja wynikéw ELSE z MK dla AcPhe
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powodu naktadania sygnatow od pochodnej fenyloalaniny atkadvymi pikami nieznanego
pochodzenia.

Jak wykazatem, metoda ELSE daje wiarygodne wyniki enancjoselek§siropracowa-
na dla migdalanu procedura przeprowadzenia eksperymentu ekstrakcyjnego, derywatyzacji i
analizy chromatograficznej jest rownorzedna, pod wzgledensgkaoynikow, alternatywa dla
miareczkowa klasycznych czy konkurencyjnych. Aby metoda ta byta réwnie vgartova dla
anionéw - N-acetylowych pochodnych aminokwasow, niezbedna jest jeszcze optymalizacja
procedury derywatyzacji i analizy chromatograficznej.

Pomiary ekstrakcyjne sa znacznie tatwiejsze do przeprowadzenia, i szybsze w poréwnaniu
z miareczkowaniami klasycznymi lub konkurencyjnymi. Konkurencyjny charakter pomiaréw
ELSE zapewnia wieksza precyzje pomiaru, jak wykazatem, dokkidstegzen nie wptywa na
uzyskany wynik. Metoda ta szczeg6lnie nadaje sie do badania catych serii receptodetagmly
ekstrakcji i derywatyzacji muna prowad4i jednoczénie dla wielu prébek. Do dopracowaniu
szczegotow eksperymentalnych bytem w stanie przeprowadap ekstrakcji oraz derywatyza-
cji dla wszystkich 20 receptoroéw w ciagu oksmiu godzin, analiza chromatograficzna zajmo-
wata kolejne ok. 5 godzin dla migdalanu lub 10 godzin dla mieszaniny aminokwaséw. Oznacza
to, ze w ciagu dwdéch dni maiwa jest ocena jak&ci rozpoznania chiralnego dla 20 receptoréw.
Zastosowanie autosamplera pozwolitoby skédein czas do jednej doby, nawet przy wigkszej
liczbie receptoréw. Jak pokazatem dla eksperymentéw z mieszayivia Amb-MixAA , maz-
liwe jest przeprowadzenie rownoczesnej analizy dla kilku aniondw, ograniczeniem w doborze
liczby i rodzaju aniondw jest tylko metoda analityczna. Mimo pojawiajacych sie fatszywych
wynikéw, wynikajacych z btedéw w analizie GC, metode ELSEzm® z powodzeniem sto-
sowa jako badanie przesiewowe bibliotek receptoréw. Najlepsze z uzyskanych wynikéw (jak
rowniez wyniki watpliwe) powinny zostapotwierdzone za pomoca ktéregpwariantéw mia-
reczkowania konkurencyjnego.

Dzieki opracowaniu metody ELSE i wykazaniu jej skutecaipudato mi sie sprowadzi
laboratoryjna procedure badania rozpoznania chiralnego do praktycznie tych samych proce-
dur, ktére zywane sa w badaniach nad reakcjami enancjoselektywnymi. Jak zasugerowatem
w Rozdziale 2.4 (str. 76) znacznie wigkszy postep w dziedzinie stereokontrolowanej syntezy w
poréwnaniu z dziedzina rozpoznania chiralnego jest nastepstwem faktoetodologia oceny
nowych katalizatorow, czy procedur syntetycznych jest tatwiejsza, szybsza i bardziej wiary-
godna nz metodologia badajakasci rozpoznania chiralnego. Dzigki metodzie ELSE badania
and enancjoselektywnymi receptorami mogé bdwnie dogodne jak badania nad enancjose-
lektywnymi katalizatorami. Uwzam,ze dzieki tej metodzie analizy, waskim gardtem procesu
badania rozpoznania chiralnego nie bedziegtap ewaluacji receptoréw, ale etap ich syntezy.
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3.5.2.2 Metoda enancjoselektywnej ekstrakcji ciecz-ciegELLE)

Kolejna metoda, ktéra postanowitem spravedai badaniach rozpoznania chiralnego anionéw
byly pomiary ekstrakcji ciecz-ciecz — ELLE, ktorej wyniki postanowtem poréevngej ana-
logiem — ELSE. W pierwszych eksperymentach ELLAywatem racemicznego roztworu mig-
dalanu sodu w wodzie i roztworu receptora w dichlorometanie (DCM). Receptory serii DAB i
DAA sa elektrycznie obojetne, zatem ekstrakcja polegajaca na metatezie (Réw. (2.53), str. 69)
jest niemaliwa. Wydawato sie take mato prawdopodobne aby receptor, 2gi@ anion, za-
pewnit lipofilowost pary jonowej wystarczajaca do jej ekstrakcji. Eksperyment jednoznacznie
wykazat,ze ilost migdalanu ekstrahowana w takim pomiarze jest pgjnprogu detekcji. Aby
umazliwi ¢ ekstrakcje anionu do fazy organicznej, wprowadzitem chlorek TBA. Ze wzgledu
na duza lipofilowast migdalanu i daa hydrofilowdt anionu chlorkowego réwnowaga reakcji
wymiany (3.18) przesunieta byta praktycznie catkowicie w prawo.
(Na*Man~) .+ (TBA*CI™) . — (Na"CI") , + (TBA*Man")

org

org (3.18)
Wszystkie réwnania i zalncsci przedstawione dla eksperymentéw ELSE dotyczaeak
pomiaréw ELLE. Podczas poczatkowych eksperymentow ELLE z receptorami DAA obser-

wowatem szybka zmiange barwy fazy organiczrésyjadczaca o reakcji z udziatem receptora.
Biorac pod uwage fakize w receptorach DAA wystepuje ugrupowanie tiomocznikowe podat-
ne na hydrolize, zdecydowatem sie zbadeptyw pH fazy wodnej na stabilré receptora w
pomiarach ELLE. Przygotowatem serig roztworow migdalanu sodu w buforze fosforanowym
opH=5,55,6, 7, 8,9, 10. Roztwory te mieszatem z roztworami receftbeav DCM.

Sktad fazy organicznej okstatem za pomoca TLC. W przypadkach, gdy do mieszaniny nie
dodatem chlorku TBA, receptor nie ulegat zmianie w czasie, niegnaeod wart&ci pH fazy
wodnej. Jednate po dodaniu chlorku TBA, receptor ulegat reakcji w mieszaninach, w ktérych
pH fazy wodnej przekraczato 6 (Rys. 3.13). Rozktad receptora byt tym szybszy, im wieksza
byta wart&t pH. Dla pH=10 catkowity zanik receptora nastapit przed uptywem dwdoch minut,
w pH=8 rozktad trwat ok 20 min, a dla pH=7 by} powolny, lecz zaaalay w skali 60 minut.
Dopiero dla pH=6 mpna byto przyj&, ze receptor jest stabilny w warunkach eksperymentu. Z
powyzszych pomiaréw wynikaze chlorek TBA dziatat w warunkach pomiaru jako efektywny
katalizator przeniesienia miedzyfazowego, gdzie przenoszonym anionem obok migdalanu byt
anion hydroksylowy, ktéry powodowat hydrolize tiomocznika do mocznika. Dla receptoréw
serii DAB nie zaobserwowatem reaktywswm tego rodzaju.

W daszych pomiarachzywatem wodny roztwér racemicznego migdalanu sodu o pH=6 i
stezeniu 0,2 oraz roztwér dichlorometanowy TBACI z receptorem ozstgiach odpowied-
nio 5mv i 2,5mm. Po rozwarstwieniu faz, pobieralem porcje fazy organicznej i prowadzitem
derywatyzacje i analize tak jak dla pomiaréw ELSE. Przed przystapieniem do badania serii
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Rysunek 3.13:Ptytki TLC przedstawiajace szybkos¢ rozktadu receptora 71e w eksperymen-
tach ELLE o réznch wartosciach pH fazy wodnej

receprotow, przeprowadzitem eksperymenty kontrolne:
« w pomiarze bez TBACI ilé¢ migdalanu w fazie organicznej byta paaj progu detekcji,

« mieszani€S)ymigdalanu TBA w fazie organicznej z dym nadmiarem racematu w fazie
wodnej prowadzito po 2h do racematu w fazie organicznej,

» zastosowanie przeciwnego enancjomeru receptora powodowato odwrocenie selektywno-
Sci.

Stosunki enancjomerow migdalanéw, otrzymane w eksperymentach ELLE, zestawione z wy-
nikami ELSE przedstawia Tabela 3.13. Niepe@&hpomiaru oszacowatem, podobnie jak dla
ELSE, nat4%. Korelacje miedzy omawianymi metodami pomiarowymi przedstawia Wykres 3.14.
Umiarkowana zaledwie zgoda®obu zestawéw wynikéw dowodzig zmiana rozpuszczalni-

ka ma wplyw na enancjoselektywstoreceptorow. Wszelkie poréwnania jékb rozpoznania
chiralnego lub alternatywnych metody analizy powinny dotygagmiaréw w tym samym roz-
puszczalniku.

0,025 -
= DAB
+ DAA

0,000

-0,025

Iog(aELSE)

-0,050

-0,075 T T T 1
-0,075 -0,050 -0,025 0,000 0,025

Iog(aELLE)

Wykres 3.14: Graficzna korelacja miedzy wynikami ELLE i ELSE
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Tabela 3.13:Wyniki pomiaréw ELLE zestawione z wynikami ELSE, niepewnos$¢ obu pomiaréw
oszacowatem na +4%

a

Receptor ELLE ELSE

70 a 098 0,98
b 099 0095

c 1,01 093

d 099 0,96

e 096 097

f 094 092

g 094 1,00

h 095 091

71 e 087 0,85
f 090 0,92

g 088 0,92

h 092 0,90

i 083 0,89

0,92 0,88

k 091 0,89

| 090 0,90

3.5.3 Pomiary z wyciem spektrometrii mas

Kolejna metoda okri&dania enancjoselektywgoi receptorow, ktéra zdecydowatem sie przete-
stowa& na moich receptorach byta metoda spektrometrii mas ze znakowaniem izotopowym.
Metoda ta nigdy do tej pory nie zostata zastosowana w odniesieniu do rozpoznania chiralnego
anionéw. Syutacja, w ktérejszystkiavyniki spektrometrii mas zostatyby odniesione do wyni-
kow klasycznych miareczkowsia czy innych metod, nie ma precedensu w literaturze. Ekspe-
rymenty przeprowadzitem metoda ESI-MS w spos6b analogiczny do pomiaréw Stwidy
potrzeby analizy przeprowadzitem synteze znakowanych izotopowo anionéw (Schemat 3.14).
Ze wzgledu na istotny udziat mas M+1 i M+2 w rozktadzie izotopowym receptoréw, wskazane
byto, aby pseudoenancjomeryzrity sie masa przynajmniej o 3 Da. Z tego powodu hie mo-
gtem zastosow@w tych pomiarach przygotowanego uprzedri®)-103 ktéry zawiera tylko

jeden atom deuteru. Synteze znakowanego migdalanu rozpoczatem od begzeaktdrym
przeprowadzitem reakcje Friedla-Craftsa z chloroszczawianem 208tF°.Otrzymany ester
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kwasu fenyloglioksaloweg@06 poddatem enancjoselektywnej redukcji chiralnym chlorkiem
boru 107'21, do odpowiedniego estru kwasu migdatowego. Zwiazek ten udato mi sie oczy-
Scic dopiero po hydrolizie do wolnego kwas8){Man-ds). Nadmiar enancjomeryczny kwa-

su wynositee=92%, jednak po krystalizacji z dichloroetanu otrzymatem produkt o c&gsto
ee>99%. Drugi ze znakowanych anionéw otrzymatem w wyniku b&agmiego acetylowania
D-fenyloalanianyl08 deuterowanym chlorkiem acetylu.

¢l
é 3
o O 105
D H D O

D D c OEt b
. COOEt  (+)-Ipc,BCl
D D AICl5, DCM D D THE, -78'C-rt
D 50% D 65%

OH
COOH
ee=89%
po kryst z DCE
109 110 ee>99%

CD3COCI
NaOH
aceton:H,O COOH

70%

111

Schemat 3.14Synteza czystych optycznie, znakowanych izotopowo kwaséw karboksylowych
- (§)-Man-d; i D-AcPhe-d,

Mieszanine rownomolowych i&ri znakowanych i nieznakowanych kwaséw (mieszanine
pseudoracemiczna) przeksztatcitem w sol TBA poprzez dodanie stechiometrycgogejriia-
nowanego roztworu wodorotlenku TBA w metanolu. Nastepnie przygotowatem roztwory w
acetonitrylu o steeniu receptora 2,5 10~ M i stezeniu pseudoracemicznego G 2,502 m.

W roztworze powstawaty kompleksy-(R)-Man i H-(S-Man-d; oraz HL-AcPhe i HD-AcPhe-
d;. Masy kompleksow rinity sie odpowiednio o 5 i 0 3 jednostki m/z. Tak przygotowane roz-
twory byly wprowadzane bezgoednio do aparatu za pomoca pomopy strzykawkowej. Do ana-
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lizy uzytem spektrometru mas typu potréjny kwadrupol (Q3) z jonizajca ESI (praca w trybie
jonoéw ujemnych). Stosunki sygnatow ustalane byly za pomoca procédultyion z czasem
uSredniania wynoszacym >1min. We wszystkich pomiarach wykorzystywatem te same roztwo-
ry pseudaracematéw ManOTBA i AcPheOTBA. Przyktadowy fragment widma MS, zawieraja-
cy sygnaty od obu komplekséw, przedstawia Wykres 3.15.

1,0x10° 4 (H+(R)-Man) (H+L-AcPhe)
1,25x10° (H+D-AcPhe-d,)
8,0x10° 4
(H+(S)-Man-d, 1,00x10° -
6,0x10° 4
7,50x10° 4

Int
Int

4,0x10° - |
5,00x10° 4

s
2,0x10° 4 2,50x10° 4

0,0 0,00
g ? ? ? ? T T T T
620 640 660 680 680 700 720 740

m/z m/z

Wykres 3.15:Fragment widma MS przedstawiajacy sygnaty od dwdch pseudodiastereoizome-
rycznych komplekséw a)z Man, b) z AcPhe

Pierwsze pomiary przeprowadzitem dla czystych pseudoracemicznych soli oraz ich miesza-
nin z achiralnymi receptoranOi, 101i 71n. Pomiary te mialy na celu wyznaczenie rzeczy-
wistych stosunkéw sien jonow ©§)-Man-d; i (R)-Man orazb-AcPhe-g i L-AcPhe. Dla mie-
szanin réwnomolowych ieci pseudoenancjomerycznych kwasoéw, stosunki sygniow/Ir
i Ip_g3/lL powinny by réwne jedné&ci, jednak pewne odchylenia moga wyrékaniedoktad-
noSci nawaek i obnzonego stopnia deuterowania. O3lemnie kontrolnych wareci stosunkéw
sygnatow RPI°) jest niezbedne do analizy enancjoselekty®gioeceptoréw, ktérej miara mo-
ze byt dopiero stosunek:

RPI(H*)

avys =

Tabela 3.14 przedstawia Wyniki wstepnych pomiaréw, ktére pokazejakrélenie kon-
trolnej wartdsci RPI? nie jest jednoznaczne. Rezultaty dla poszczegdlnych receptoréw sa po-
wtarzalne (poz. 2 i 3, 5 i 6) oraz niezalee od steenia (poz 5, 7 i 8), jednale wystepuja
zauwaalne rozbiendsci w wartéciachRPI pomiedzy poszczegdlnymi achiralnymi receptora-

mi a takze dla pomiaru bez receptora. Kolejne analizy prowadzitem dla chiralnych receptoréw,
poréwnatem wartsci RPI uzyskane dla obu enancjomeréw H (Tabela 3.15). Wyniki selektyw-
nosci dla enancjomeréw powinny bydoktadnie przeciwne i ich iloczyn powinien wynosi
(ROw.(3.20)). Jeeli iloczyn jest rany od jedn&ci maze to oznaczanieprawidtowe wyznacze-

nie kontrolnej wartéci RPI°. Jak wynika z Row.(3.21 i 3.22), wadbRPI° mozna obliczg

jako Srednia geometryczna z dwéch watoRPI dla enancjomerdw receptorow.
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Tabela 3.14:Zestawienie wartosci RPI dla pomiaréw bez receptora i z achiralnymi receptorami?®

RPI

Ip Receptor Man AcPhe

1 bezreceptofa 0,78 1,31
2 70i 0,53 141
3 70i° 0,64 1,38
4 101 0,59 1,43
5 71n 0,77 1,083
6 71rf 0,71 1,06
7 710 0,76 1,02
8 71nf 0,76 1,03

agtezenie receptora 2,6 10~6 mol dni~3, stezenie anionu 2,5 10> mol dm3 Pstezenie anionu
5 x 10-®mol dm3 Spomiar powtdrzony innego dniéstezenie receptora 3,7610 8 mol dm 3, éstezenie
receptora 5,& 10~ mol dm 3.

a(Hg)-a(Hg) =1 (3.20)

RPI(Hg) RPI(Hp)
RPO. RO - (3:21)
RPI0 = \/RPI(HS)-RPI(HR) (3.22)

Dane z Tabeli 3.15 cechuje rozrzut w wat@chRPI® pomiedzy r&nymi parami enan-
cjomerow na poziomie ok15% dla Man i ok+10% dla AcPhe . Bazujac na wynikach z Ta-
bel 3.14 i 3.15 nie mogtem jednoznacznie wyznaozsartdsci RPI%, rozrzut wynikow uznatem
za zbyt day aby celowe byto ich srednianie.

Mimo braku okré&lonego wiarygodni®PI°, przeprowadzitem pomiary z pseudoracemicz-
nymi mieszaninami soli TBA dla wigkssai moich receptoréw. Gdyby istniata korelacja mie-
dzy RPI a wynikami miareczkowaniaogk), woéwczas zestawienie tych wynikow w postaci
logarytmicznej pozwolitoby na obserwacje tej korelacji miedzy wynikami, mimo btednie wy-
znaczonej wartsci RPI°. Zgodnie z Row. (3.23RPI° mozna wyznacz§ na podstawie regresji
liniowej wynikéw. Parametb réwnania linioweggy = ax+ b jest tazsamy z logRPI?).

RP') — log(RPI) — log(RPI°) (3.23)

log(ams) = log (W

Nastepnym krokiem byto sprawdzenie, czy dla moich danych istnieje opisanaegkaye-
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Tabela 3.15:Pomiary RPI dla par enancjomerycznych receptoréw i obliczone $rednie geome-
tryczne (RPI)

Man AcPhe

Receptor RPI Pl RPI Pl

L-70e

0,47

0,95

0,57 1,05
D-70e 0,68 1,16
L-71e 1,00 1,19

0,63 1,21
p-7le 0,66 1,24
L-71é 0,95 1,08

0,66 1,15
D-71é 0,92 1,10
L-71j 0,65 1,03

0,67 1,00
p-71j 0,69 0,97

8pomiar powtérzony innego dnia

lacja. Zestawienie wynikow przedstawia Wykres 3.16. Zarowno dla migdalanu, jak i dla AcPhe
nie zaobserwowatemadnej korelacji, rozktad wynikéw wydaje sie zupetnie stochastyczny, co
uniemaliwito wyznaczenieRPI°. Brak korelacji na tym wykresie nie jest jeszcze ostatecznym
dowodem nieskuteczB8oi metody MS do analizy ikciowej rozpoznania chiralnego anionéw.

WyjaSnienia wymagaja zaobserwowanegnite w wart&ciachRPI dla komplekséw r@-
nych achiralnych receptoréw, ktére dodatkowaniy sie odRPI dla czystych soli. W problem
ten wpisuja sie take wyniki uzyskane dla enancjomerycznych par receptoréw, dla ktérych nie
zostat spetniony warunek (3.20). Jedynym racjonalnym wytlumaczeniem tych zjawisk jest wy-
stapienie silnego efektu izotopowego, ktéry miat inny wptyw na komplekzygé&go z recep-
toréw. Wystapienie tego efektu e take ttumaczg brak korelacji na Wykresie 3.16, kdy
z receptorow wymaga w takim przypadku przeskalowania przez RFH%(H*), okreslona z
osobna dla kadego receptora.

Analiza enancjoselektywi$gi w takim przypadku jest bardzo utrudniona, ale jest nadal
mozliwa, pod warunkienze znane sa warsai RPI dla komplekséw z obydwoma enancojme-
rami receptora. Zauveany, ze stosuneRPI dla kazdego z enancjomeréw receptora réwny jest
kwadratowi selektywn&ci:

RPls _ Rppe _ Qs 2
- = = (a 3.24

co wynika z faktuze as = 1/agr. Zatem enancjoselektywsBbmazna wyznacz§ jako pierwia-

136



Man
0,00

= Rec. DAB
a) A m  Rec. DAA
-0,05 ]
-0,10
= . =
Q
X -0,154 . -
= u
8 . .
-0,20 - L]
u
u
u
-0,25
.
0,30 T T T T T
0,08 0,06 -0,04 0,02 0,00
log(ay,.)
AcPhe
0,16 -
b) ] = Rec. DAB
0,14 u m  Rec. DAA
0,12
u
—~ 0,10
Q ]
xx
5 0,08 - ]
° i
0,06 - T - -
0,04 ]
" u
i . -
0,02 4 ]
0,00 T T T T T T T T
-0,04 -0,02 0,00 0,02 0,04
log(ay,)

Wykres 3.16: Zestawienie selektywnosci uzyskanych z pomoca miareczkowania konkurencyj-
nego (log(amc)) i wynikéw pomiaréw MS (log(RPI)). a) Anion — migdalan; b)
Anion — AcPhe

stek ze stosunkRPI:

RPk
=\ oCS 2
ams RPk (3.25)

Powyzsza metode analizy danych zastosowatem do wynikéw pomiaréw przeprowadzonych
na parach enancjomeréw, a rezultaty zestawione z wynikami miarecakmzadstawia Tabe-
la 3.16. Dla tej metody analizy danych réwnisie wystepuje korelacja z dotychczas otrzy-
manymi wynikami selektywr&ci. Dopiero przeprowadzenie tego zestawienia dowodzi niesku-
tecznéci metody MS jako narzedzia do #ciowej analizy rozpoznania chiralnego anionéw.
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Tabela 3.16:Wartosci selektywnosci obliczone wg Réw.(3.25) i ich poréwnanie z wynikami
miareczkowan

Man AcPhe
Receptor RPlI aus amc RPl ams amc
L-70e 0,47 0,95

0,83 0,98 0,90 1,05
D-70e 0,68 1,16
L-71e 0,60 1,19

0,95 0,84 0,98 1,03
D-71e 0,66 1,24
L-71e 0,68 1,14

1,02 0,84 0,99 1,03
D-71e 0,65 1,17
L-71j 0,65 1,03

0,97 0,93 1,03 0,98
D-71j 0,69 0,97

Brak korelacji miedzy wynikami miareczkowania i pomiarépe&trometrii mas mazna thu-
macz\t dosyt oczywistym faktemze warunki w zrédle jonéw ESI nie odzwierciedlaja wa-
runk6w panujacych w roztworZ8. Gdy przystepowatem to testowania metody MS, miatem
Swiadom@g, ze wystapienie dobrej korelacji z wynikami miareczkowania oznaczaacsto-
sunki komplekséw w roztworze sa zachowane w zrddle jondw, bytoby nastepstwerslszcze
wego zbiegu okoliczréri. Podczas jonizacji za pomoekektrosprejypo nebulizacji roztworu,
nastepuje odparowywanie rozpuszczalnika potaczoeksplozja kulombowsk#étore diame-
tralnie zmieniaja steenia reagentéw. Réwnowagi zwiazane z wiazaniem anionéw przez bada-
ne receptory sa szybkie w skali czasu NMR, zatem badany uktadaaddostosowywaniem
sie do nowych warunkéw. Aniony sa bardzo silnie solwatowane (silnigkationy?®), dlatego
tworzenie komplekséw jest szczegolnie wliwe na procesy zwiazane z odparowywaniem roz-
puszczalnika i desorpcja jonéw. Przyjete zanie,ze diastereoizomeryczne kompleksy homo-
chiralnych receptoréw z enancjomerami anionéw beda wykazywaty dostateczne patiebie
podczas jonizacji nie byto spetnione w przeprowadzonych pomiarach.

3.5.4 Pomiary chromatograficzne

W rozdziale 2.3.4.5 wskazatem na chromatografie jako metode, ktérej zaleta jest amplifika-
cja nawet nieznacznych selektyvaod do poziomu, na ktérym sa fatwo mierzalne. W typo-
wych analitycznych zastosowaniach chromatografii, piki muszadaykowicie rozdzielone.

Przy wykorzystaniu chromatografii do badaad rozpoznaniem chiralnym, catkowity rozdziat
pikdw nie jest koniczny do oketenia selektywngci ac (ROw.(2.13)), wystarczy aby piki byty
rozréznialne (kryterium Rayleigha). Przeprowadzitem symulacje przebiegu chromatogramu w
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zaleznosci od selektywnsci i liczby potek teoretycznych (Tabela 3.173,

Tabela 3.17:Symulacje chromatograméw racematéw przy réznych wartosciach selektywnosci
(a) i liczby pétek teoretycznych (N)

Licza potek teoretycznych\)
selektywndac (a) 500 1000 2000 5000

S I (NN W I
S W W W

Z symulacji wynikaze nawet dla rozdziatéw chromatograficznych o stabej spraeir{600
potek) selektywnst o > 1,15 pozwala na obserwajce dwoch maksimow. Rozdziat o sprawno-
§ci 1000 potek pozwala rozsunanaksima pikéw o selektywisai 1,10, ostatecznie dla 5000
pétek mana przypisa potazenia sygnatom o = 1,05. Sprawngt typowej kolumny HPLC o
dtugasci 15cm wynosi 10000-20000. Najlepsze z moich receptorow wykazywaly selel&ywno
wzgledem migdalanu na poziomie 1,10-1,15. Uznateenprzygotowanie kolumny chromato-
graficznej z immobilizowanym chiralnym anionem jako faza stacjonarna o spsawna po-
ziomie 500-1000 potek powinno byosiagalne i analiza przynajmniej najlepszych receptorow
powinna by mazliwa.

3.5.4.1 Chromatografia cienkowarstwowa

Bazujac na przytoczonych juw Rozdziale 2.3.4.5 pracach Mordhd? zdecydowatem sie
przeprowadz pomiary chromatograficzne na ptytkach TLC impregnowanych solami badanych
chiralnych anionéw. W pierwszych eksperymentach planowatem wyzaaegyotczynniki re-
tencji moich homochiralnych receptoréw na ptytkach impregnowar§gh (R-)enancjomerami
anionéw. Nastepnie chciatem sprawajzizy relacje miedzy Wyznaczonym? i RR mozna sko-
relowat z wyznaczonymi klasycznie enancjoselekty@ciami receptorow.

Najtatwiejsza metoda modyfikacji fazy stacjonarnej przez impregnacje jest zanurzanie han-
dlowych ptytek TLC w roztworze modyfikatora i ich ptytek. W moich badaniach zanurzatem
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analityczne plytki zelem krzemionkowym w 1, 2, i 5% roztworze odpowiedniego migdalanu
TBA w metanolu, nastepnie suszytem podzpri@. Pokrycie ptytek migdalanem, ktérego pasmo
absorpcji obejmuje nA = 256 nm praktycznie unienatiwito analize ptytek z wykorzystaniem
znacznika fluorescencyjnego. Nadal ziiwa byta detekcja receptoréw serii DAA za pomoca
lampy A = 355nm, dzieki luminescencyjnym vdeiwacsciom tych receptoréw. Co wigecej, jak
okreslitem na podstawie klasycznych miareczkéweeceptory DAA wykazywaty lepsze roz-
poznanie chiralne migdalanu od receptoréw serii DAB. To sktonito mnie do ograniczenia grupy
testowej receptoréw do serii DAA.

Pomiary na tak impregnowanych ptytkach cechowata ogromna niepowtaszalmaikow
dla tak samo przygotowanych ptytek. Nie pomogtozlstandaryzowanie wspétczynnikéw
retencji w oparciu o achiralny receptor odniesiertiar.

W celu osiagniecia powtarzalnych i miarodajnych wynikow zdecydowatem sie samodziel-
nie przygotowywa ptytki TLC, a proces modyfikacji fazy stacjonarnej przeprowaguized
pokryciem plytki warstwazelu. Zel krzemionkowy zawieszatem w wodno-metanolowym roz-
tworze migdalanu TMA. Po rozprowadzeniu warstagtu, ptytki zostawiatem do wyschniecia
na powietrzu a nastepnie standaryzowatem przez suszenié@v8@ez 2h. Podwgszona tem-
peratura w procesie suszenia stwarzata ryzyko reakcji eliminacji w kationie TBA, dlatego do
tego celu wykorzystatem sél TMA. Zastosowana procedura pozwalata ottzyioze zawie-
rajace réwnomiernie rozimna,scisle okrelona ilgt chiralnego modyfikatora. Analizy serii
DAA na tak przygotowanych ptytkach cechowata lepsza powtarza)ijednak ranice pomie-
dzy poszczegolnymi pomiarami byly ciagle zbytzeéby méc wiarygodnie ok&ic enancjose-
lektywnast ktoregokolwiek z receptoréw. Rozrzut wynikéw uzyskany dla ptytek zawierajacych
0,5 mmol ManOTMA na 1 gelu przedstawia Wykres 3.17.

Rf J - pomiar dla plytki z (S)-migdalanem

=3 $rednia z trzech pomiaréw

- pomiar dla ptytki z (R)-migdalanem

0,5
’ m $rednia z trzech pomiaréw

0,25

a b ¢ d e f g h i j k |

Receptor DAA

Wykres 3.17:Wyniki pomiaréw prowadzonych na ptytkach TLC impregnowanych enancjome-
rami migdalanu TMA

Eksperymenty prowadzone z homochiralnym receptorem na dwéch ptytkach impregnowa-
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nych enancjomerami goia okazaty sie nieskuteczne ze wzgledu na zbyydazrzut wynikéw
pomiedzy poszczegblnymi pomiarami. Zdecydowatem sie zingposdb prowadzenia pomia-
réw tak aby miat charakter konkurencyjny. W tym celu przeprowadzitem synteze enancjome-
rycznych receptorow-71e-kwykorzystujac aminokwasy szeregu Na ptytkach rozwijatem
obok siebie enancjomeryczne pary receptorow. Do pomiarow wykorzystatem zaréwno handlo-
we plytki impregnowane przez zanurzenie jak i ptytki samodzielnie powlekaneadlym z
przypadkoéw nie zaobserwowateneroc w wspétczynnikach retencji miedzy enancjomerami.
Niezalenie od powyszych niepowodzezaobserwowatem ehice we wspoétczynnikach
retencji wszystkich receptoréw dla ptytek niemodyfikowanych i modyfikowanyzhyndi ilo-
Sciami chiralnej soli. Wspétczynniki retencji dla handlowych i samodzielnie przygotowanych
ptytek rosty wraz ze wzrostem idzi modyfikatora. Oznacza tee modyfikacja fazy stacjonar-
nej powodowata ostabienie wiazania receptoréw. Wydajezgigeceptory na aniony powinny
silniej oddziatyw& z migdalanem TBA 1z z powierzchnizelu krzemionkowego, zatem po-
krycie zelu chiralnym modyfikatorem powinno zmniejézR;. Obserwacje przecza temu za-
tozeniu. Najprawdopodobniej migdalamydy do impregnacji ptytki jest bardzo silnie wiazany
grupa karboksylowa przez grupy siloksylowe krzemionki, a kation (TBA lub TMA) oddziatuje
na zasadzie jon-dipol. Przyjecie takiej orientacji modyfikatoraela ttumaczy obserwowane
ostabienie retencji. Modyfikator blokuje dostep do powierzchni krzemionki, eksponujac przy
tym swdj niepolarny fragment, zatem nie wnosi nowych oddziafywizacych (Rys. 3.14).

Wyeskponowane
niepolarne grupy

H

| \
Si” \si i si” s Y

Rysunek 3.14:Schemat utozenia chiralnego modyfikatora na powierzchni zelu krzemionkowe-
go i oddziatywania zapewniajace wigzanie modyfikatora

Dodatkowym potwierdzeniem powgzego modelu nae byc eksperyment, w ktérym han-
dlowa ptytke TLC impregnowatem w 20% roztworze migdalanu TBA w metanolu. Po wy-
suszeniu, na ptytce rozwinatem receptory serii DAA w typowym uktadzie rozpuszczalnikow,
zaobserwowatem jednd®; bliski 1 dla wszystkich receptorow.

Moje obserwacje pozostaja w sprzec&cicz doniesieniami Morarfa, ktory stwierdzit,ze
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impregnacja ptytek migdalanem TMA istotnie zmniejd2areceptora39 z 0,49 dla niemo-
dyfikowanej ptytki do 0,07 i 0,16 (dla dwbéch enancjomerdéw receptora). Autorzy nie opisal
sposobu impregnowania fazy stacjonarnej, co utrudnia poréwnywanie wynikéw naszych eks-
perymentéw. Tak istotne edice w wynikach naszych pomiaréw mogéethastepstwem faktu,

ze receptoB9 ma duwzo wigksze powinowactwo do aniondW (v DMSO ~ 10%) niz moje re-
ceptory serii DAA. Mana przypuszciaze receptoB9 skuteczniej konkuruje z krzemionka o
wiazanie anionu, a utworzone kompleksy sa silnie zatrzymywane na powieezattni

3.5.4.2 Chromatografia kolumnowa

Kierujac sie sugestiami z poprzedniego rozdziatu zdecydowatem sie znpiedégcie i zasto-
sowa do bada nad rozpoznaniem chiralnym fazy stacjonarne z chiralnymi solami zwiazanymi
kowalencyjnie. Sole moga byzwiazane z faza stacjonarna na trzy sposoby — poprzé&z cze
kationowa, anionowa lub przez obie.

Pierwsza CSP spreparowatem z wykorzystanigwmicy jonowymiennej Amberlite-400. W
zywicy z przeciwjonem hydroksylowymimb-OH, przygotowanej uprzednio do bau&LSE
(Rozdziat 3.5.2.1), zamienitem przeciwjon r&-tigdalan, poprzez reakcgywicy z kwasem
(9-migdatowym. Tak przygotowanzywice (CSP-1) po przemyciu metanolem i wysuszeniu
roztartem w mozdzierzu na drobny proszek i wypetnitem nia ,na sucho” obudowe kolumny do
HPLC o wymiarach 10 cm x 4,6 mm ID. Tak przygotowana kolumne podtaczytem do zestawu
chromatograficznego HPLC z detektorem DAD i przeprowadzitem analizy dla obu enancjo-
meréw receptordle Kolumne stabe oddziatywanie z receptorem, jakakolwiek retencje zaob-
serwowatem dopiero, gdy jako eluent zastosowatem mieszaning dichlorometan : heksan 1 : 1.
Otrzymane na chromatogramie piki byty bardzo szerokie, odpowiadaly stabej sfs@vioe
lumny (~ 70 potek teoretycznych). Analiza pojedynczych enancjomerow jak i racematu re-
ceptora na tej kolumnie za kdym razem dawata identyczny chromatogram bezliwosci
wskazania osobnych pikéw dlaz@dego z enancjomerow.

Uzyta w poprzednim dewiadczenitzywica jest gesto usieciowana, co mogto utrudria-
step receptora do anionu i oddziatywanie z nim. Dodatkowo, immobilizowane grupy kationowe
sa typu benzylotrimetyloamoniowego, ktére w poréwnaniu z TBA tworza znacznie silniejsza
pare jonowa z anionem, co tak ostabia oddziatywania anion-receptor. Aby rozwtadaa
powyzsze problemy zdecydowatem sie przygotovfaze stacjonarna zawierajaca kationowe
grupy typu TBA immobilizowane na krzemionce. W pierwszej probie wykorzystalem handlo-
wo dostepnyzel krzemionkowy modyfikowany grupami 1-aminopropylowydii®. W reakcji
z bromkiem butylu {13) w obecnéci K,CO; w DMF probowatem przeksztafzi® grupy ami-
nowe w IV° sole amoniowe (Schemat 3.15).

Po czterech dniach prowadzenia reakcji w80okreslitem postep reakcji na podstawie
analizy spaleniowej. Stopfeprzereagowania grup aminowych wyniést ok. 15%. Uznateen,
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Schemat 3.15Planowana modyfikacja fazy stacjonarnej typu -NH,

geste pokrycie powierzchni krzemionki utrudnia postep reakcji i zarzucitem dalsze proby funk-
cjonalizacji tej fazy stacjonarnej.

W celu otrzymania kolejnej CSP (Schemat 3.16), przeprowadzitem modyfikelcjgrze-
mionkowego (Watsil, spherical, 5um, 308 #g) za pomoca 3-bromopropylotrichlorosilanu
(114123, Na podstawie analizy spaleniowej o&liem obsadzenie powierzchinélu na 1 cza-
steczka na 10 nfa W celu eliminacji oddziatywa receptorow z grupami siloksylowymi z po-
wierzchni krzemionki, ktére zwiekszaja retencje bez wptywu na enancjoselekigwpize-
prowadzitem reakcje z heksametylodisilanem (HMD$5). Nastepnieel przereagowatem we
wrzacym acetonitrylu z tributyloamind 16). Analiza spaleniowaelu po 16 h reakcji wskazy-
wata na podstawienie atomoéw bromu w >90%. Tak przygotowana faze stacjonarrsgitemie
w obudowie kolumny HPLC (20 cm, 4,6 mm ID) zawiesiwszy ja w cykloheksanie. Nastepnie
przez kolumne przepuszczatem w powolnym przeptywie rozt@hn(igdalanu TBA w ace-
tonitrylu, w celu zamiany anionéw bromkowych na migdalano@8IP-2. tacznie przez ko-
lumne przepéacitem 100-krotny nadmiar migdalanu w stosunku do liczby moli anionéw brom-
kowych. Na tak przygotowanej kolumnie, po podtaczeniu do zestawu HPLC przeprowadzitem
analizy enancjomeréw receptofde Retencja zwiazku przez te kolumne byta zanalaie
silniejsza, chromatografie prowadzitem w uktadzie 5% MeCN w DCN, @i&i byty lepszej
jakasci (I. pétek~ 1000) w poréwnaniu £SP-1, jednak nadal cechowata je znaczna szesoko
potowkowa i niesymetryczny ksztatt (Rys 3.15). Piki uzyskane dla enancjomerdw receptora
jak i dla mieszaniny racemicznej cechowat identyczny czas retencji, zgodny z dok¢saldo
0,005 min, co wskazywato na brak selektyveno(ac = 1).
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Rysunek 3.15:Ksztatt piku od receptora 71e na kolumnie CSP-2

Po dwdch niepowodzeniach z CSP zimmobilizowanymi kationami zdecydowatem sig otrzy-
mat fazy stacjonarne z kowalencyjnie zwiazanasczg anionowa. Zaplanowatem metode funk-
cjonalizacjizelu krzemionkowego i kwaséw karboksylowych, ktéra pozwolitaby immobilizo-
wat kwasy karboksylowe za pomoca dipolarnej cykloaddycji Huisgena (metdid&”). Po-
wierzchnie fazy stacjonarnej zmodyfikowatem wg Schematu Z&lrkrzemionkowy (Watsil,
spherical, 5um, 300 frg~1) przereagowatem z 3-bromopropylotrichlorosilaneti4), otrzy-
mujac obsadzenie XXX. Nastepnie grupy siloksylowe zwiazatem za pomoca HNIDSp, (

a atomy bromu podstawitem grupa azydkowa. Ciag reakcji potwierdzaty analizy spaleniowe,
a obecnét grup azydkowych potwierdza obed@sopasma 2125 cmt w widmie IR'?4. Do

tak sfunkcjonalizowanej powierzchni planowatem przytdckwas karboksylowy zawierajacy
terminalna grupe alkinowa. Jako model kwasu migdatowego zdecydowatem sie zagtpsewa
chodna kwasu 4-hydroksymigdatowedd {); podobnie modelem N-acetylofenyloalaniny byta
modyfikowana N-acetylotyrozynd {8. Synteze obu zwiazkéw przeprowadzitem agjezek
przedstawionych na Schemacie 3.18. W reakcji fenolu z chloroszczawianem etylu otrzymatem
ester etylowy kwasu 4-hydroksyfenyloglioksalowefj®9). Niezbedne byto chromatograficzne
oddzielenie powstajacego w reakcji izomemto. Ester119 poddatem alkilowaniu bromkiem
propargilu (20) do eterul21 Enancjoselektywna redukcje grupy ketonowej przeprowadzitem
przy wyciu chiralnego chlorku bori07 (tak jak dla zwiazkul09). Po hydrolizie estru otrzy-
matem oczekiwany kwak170 87%ee Drugi z kwasow otrzymatem wychodzae zyrozyny

(122, ktorej grupe karboksylowa przeksztatcitem w ester metylowy, a grupe aminowa zacety-
lowatem. Zabezpieczony aminokwa®3 zalkilowatem bromkiem propargilu db24, po czym
odbezpieczytem grupe karboksylowa, co dato oczekiwany Kt&sktérego czystst enancjo-
meryczna wynosita ee=97%.

Oba kwasy -117i 118— ulegaly modelowej reakcji z azydkiem n-oktylli2g), katalizo-
wanej uktadem CuSp+ askorbinian sodu w DMF. Z analizy widma NMR mieszaniny po-
reakcyjnej wynikat 100% stopieprzereagowania i brak produktéw ubocznych. Jedeajdy
prébowatem przeprowadzianalogiczna reakcje pomiedzy kwaséav lub 118 a krzemion-
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Schemat 3.17Schemat modyfikacji krzemionki wprowadzajacych grupy azydkowe

ka z grupami azydkowymi reakcja nie zachodzita, co stwierdzatlem na podstawie braku zmian
w wynikach analizy spaleniowej oraz po obesoopasma 2010 ciit w widmie IR. Nie po-
mogta zmiana katalizatora na szczegolnie reaktywny kompleks miedzi (1) z ligahg@t

— nie obserwowatem zmian sktadu fazy stacjonarnej. Zdecydowatem sie spranaiiwosc
przeprowadzenia reakgjlick fazy stacjonarnej z modelowym azydkieta8 jednak i w tym
przypadku bez rezultatu. Wobec parggych niepowodzezarzucitem synteze tak zaprojekto-
wanej fazy stacjonarnej.

Udato mi sie otrzyma tylko dwie CSP do chromatografii kolumnowej, obie zawierajace
immobilizowany fragment kationowy. Pierwsza z nich, opartayaicy jonowymiennej Am-
berlite, wykazywata bardzo staba retencje receptoréw i znikoma sp&awmzektadajaca sie
na bardzo szerokie piki. Druga CSP, otrzymana przez modyfikatjekrzemionkowego, ce-
chuje silniejsza retencja i lepsza sprastgednak piki miaty asymetryczny, nie-gaussowski
ksztatt. Kolumna ta nie rozdzielata enancjomeréw testowanych receptoréw. Nie udato mi sie
takze otrzyma& CSP z immobilizowana cgeia anionowa wg zaplanowanego schematu.
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Rozdziat 4

Podsumowanie | wnioskKi

Na wstepie przypomne tutaj podstawowe cele, ktére postawitem sobie przed przystapieniem do
realizacji pracy doktorskiej:

« otrzymanie rodziny chiralnych receptoréw na aniony aniéowanej strukturze,

¢ opracowanie, ewaluacja i optymalizacja alternatywnych met&@tiitovego badania roz-
poznania chiralnego,

 przeprowadzenie korelacji miedzy struktura receptora a z8olaao enancjodyskrymi-
nacji czasteczek guia.

Cele te zostaly w petni zrealizowane, a nagwijsze wnioski ptynace z mojej rozprawy
przedstawiam poag;.

Otrzymatem trzy serie chiralnych receptoréw o syméisiiopartych na rdzeniach dipiro-
metanu (DEDPM 69), o-diaminobenzenu (DAB 70) i 1,8-diaminoantracenu (DAAZ1). Dla
receptoréw serii DEDPM okazato sigg wiazanie anionu nie nastepuje, jak poczatkowo zakta-
datem, poprzez kooperatywne dziataniessze donoréw wiazania wodorowego (Rys. 4.1a), ale
poprzez pojedyncze ramig receptora sktadajace sie z pirolu, aminokwasu i terminalnego amidu
(Rys. 4.1b). Drugie ramig jest zdolne do wiazania kolejnego anionu (Rys. 4.1c). Nieoczekiwa-
ny, ztazony model kompleksowania uniealwvit wiarygodne okrélenie selektywngci tych
receptoréw za pomoca klasycznego miareczkowania, co wytaczylto je z testowania innych me-
tod analizy.

W opracowanych procedurach syntezy receptorow opartych na rdzéemylenodiaminy i
1,8-diaminoantracenu wykorzystatem z powodzeniem estry naturatmarhinokwasow. Wy-
kazatemze otrzymywanie Boc-zabezpieczonych estrow aminokwaséw jest tatwe do przepro-
wadzenia i w wigkszgci przypadkéw nie wymaga oczyszczania chromatograficznego. Od-
bezpieczenie przebiega #oowo, a surowy produkt mogtem od razu wykorzgsti® syntezy
mocznikéw i tiomocznikéw. Pokazna liczbazrforodnych strukturalnie, naturalnych i nienatu-
ralnych aminokwasow jest dostepna handlowo, podobnie jak ogromna liczba alkoholi, ktérymi
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Rysunek 4.1:Modele komplekséw receptora serii DEDPM z benzoesanem

mozna modyfikowa ich C-kdhce. Dostepn&t substratow, w potaczeniu z tatéeia kolejnych
etapow syntezy, sprawiae estry aminokwaséw sa doskonatymi kandydatami do przygotowy-
wania bibliotek receptoréw o mych diaminowych rdzeniaér?6

Wykazatem,ze mocznikowe receptory serii DAB i tiomocznikowe receptory DAA zgia
karboksylany wg stechiometrii 1 : 1, a state trwsdbsa wystarczajaco da. Proces komplek-
sowania mogtensledzt za pomoca spektroskopi! NMR lub UV-Vis. Dzigki spetnieniu tych
warunkow, mogtem wykorzystareceptory DAB i DAA jako receptory testowe do dalszych
bada. Za pomoca miareczkowania pod kontrola UV-Vis mogtem slgestate trwat&ci kom-
pleks6w z enancjomerami migdalanu i N-acetylofenyloalaniny. Zoptymalizowatem procedure
przygotowania roztworéw i prowadzenia pomiaru, co pozwolito mi zmnié&jsegpewndt wy-
znaczania statych trwadai komplekséw do 6%.

Wstepne badania przeprowadzone dla receptoréw serii DAB pokaeatyiazanie chiral-
nych anionéw przez chiralne receptory zachodzi ze znaczmszyini statymi trwatéci kom-
plekséw, w poréwnaniu z typowymi achiralnymi substratami wykorzystywanymi w badaniach
rozpoznania molekularnego. Stosunek statych tragtdla pari70amigdalan i129-benzoesan
wnosit ok. 1:80. Tak istotne obrénie statych kompleksowania wskazuje,naley do bada
nad rozpoznaniem chiralnynzywat receptoréw o szczegdlnie silnym powinowactwie do cza-
steczek gsécia; w przypadku mniej efektywnych receptoréw, wiazanieelmt zbyt stabe aby
dawato sie obserwowta

Wyznaczone metoda klasyczna enancjoselektpeimmoich receptorow maeity sie w za-
kresiea=1,0-1,25 dla migdalanu i 1,0-1,15 dla N-acetylofenyloalaniny. Niestety, proby kore-
lacji selektywn@&t — struktura, dla grupy 20 receptoréw zakayty sie niepowodzeniem. Nie
znalaztenzadnego podstawnika, ktérego zastosowanie zwiekszatoby szanse na dobra selektyw-
noSE. W moijej rodzinie receptoréw tylko optymalne dopasowanie rdzenia i obu podstawnikéw,
ktore nie dawato sie przewiddiezapewniato dobre w&iwaosci rozpoznania chiralnego.

W kolejnych pomiarach wykazaterag miareczkowania konkurencyjne, zygiem achi-
ralnego receptora odniesienia, przeprowadzone pod koritidNMR, znakomicie odtworzyty
wyznaczone wcZiej selektywnsci. Wykazatemze w pomiarach tych nie wystepuaden
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btad systematyczny, a wyprowadzone réwnania izagci sprawdzaja sie w praktyce. Metoda
ta daje wyniki o dao mniejszej niepewrsei niz miareczkowanie klasyczne, minze nie wy-
maga jakiejkolwiek precyzji w przygotowywaniu roztworéw. NiewlierosSt wyniku na btedy

w nawakach, rozci@czeniach i objetsciach dozowanych porcji jest zdecydowana zaleta tej
metody, ktéra stawiam waej niz miareczkowania klasyczne. Wada metody jest koniegzno
znalezienia achiralnego receptora odniesienia, ktéry wykazujeartdido badanego receptora
powinowactwo do anionu.

Zastosowanie podobnej metody konkurencyjnego miareczkowania, wykorzystujacej race-
miczna mieszanine karboksylanu, nie bytoziwe dla moich receptoréw, poniewanie po-
wodowaty one wystarczajacego rozsuniecia sygnatdw pochodzacych od enancjomerow anionu.
Aby pokona& te ograniczenia opracowatem wariant miareczkowania konkurencyjnego, ktéry
nie jest zaleny od stopnia rozsunigecia sygnatéw, przez co posiada bardziej uniwersalny charak-
ter. M@j wariant wykorzystuje pseudoracemasgia, w ktérym jeden z enancjomeréw jest zna-
kowany deuterem, co pozwala obserwovgggnaty pochodzace od enancjomeréw rany@h
kanatach, dzieki czemu warunek dostatecznego ich rozsunigcia nie jest wymagany. Stwierdzi-
tem, ze synteza znakowanego deuterem czystego optycznie migdalanu nie nastrecAzxirudno
a nastepnie udowodnitem skutecgotej metody w badaniach rozpoznania chiralnego. Jej zale-
ta jest uniwersalny charakter i rlovoSC wyznaczenia selektywBoi a na podstawie jednego
miareczkowania. Wskazatem réwnigudndci natury techniczno-pomiarowej, ktére napotka-
tem i zaproponowatem sposoby minimalizacji ich wptywu na wyniki pomiaru.

Opracowatem jedna, w petni autorska metode, polegajaca na enancjoselektywnej ekstrakciji
ciato state—ciecz (ELSE). Wykorzystuje ona racemat anionu zwiazany na kationpwiey
jonowymiennej. Pokazaterae pomiary ELSE mzna prowadz w wigksz@ci rozpuszczalni-
kéw uzywanych w chemii supramolekularnej anionéw, podczas gdy znana i czesto stosowana
ekstrakcja ciecz-ciecz (ELLE) jest ograniczona do rozpuszczalnikbw nie mieszajacych sie z
woda. W serii wstepnych pomiaréw wykazatem odwrac&narocesu ekstrakcji, co oznacza
termodynamicza kontrole sktadu faz. Udowodnitem rowrbieak wptywu stgenia receptora w
fazie organicznej na wynik pomiaru (przy odpowiednim nadmiarze receptora). Nastepnie wyka-
zatem istnienie dobrej zgodaoi wynikow ELSE z wynikami miareczkovikonkurencyjnych.
Pokazatem rownig ze maliwy jest eksperyment ELSE, w ktérym jednoémnée ekstrahowa-
nych jest kilka par enancjomeréw. Zastosowanie odpowiedniej metody analitycznej pozwolito
wyznaczé& enancjoselektywrsd receptora wzgledem pieciu N-acetylowych pochodnych ami-
nokwasow w jednym eksperymencie. Metoda ta rokujeechiadzieje na zastosowanie w bada-
niach przesiewowych receptorow.

Testowana przeze mnie metoda badania rozpoznania chiralnego anionéw za pomoca spek-
trometrii mas wymagata znakowania izotopowego jednego z enancjomegaiagBrzeprowa-
dzitem synteze znakowanych deutere®rian-ds (110) i D-AcPhe-d; (111), ktore po zmie-
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szaniu z ich nieznakowanymi enancjomerami dalywane w pomiarach mieszaniny pseudora-
cemiczne. Wstepne badania tej metodyyaiem achiralnych receptoréw oraz par enancjome-
réw receptoréw wskazywaty na brak spégnowynikéw. Pomiary przeprowadzone dla testo-
wych receptoréw wykazaty brak korelacji z wynikami miareczkwdetoda ta nie sprawdzita
sie w badaniach rozpoznania chiralnego.

Podjete przeze mnie préby zastosowania metod chromatograficznych do badania enancjo-
selektywnd@ci receptoréw zaktczyty sie niepowodzeniem. Zaréwno chromatografia cienko-
warstwowa z krzemionka impregnowana sola TBA homochiralnego karboksylanu, jak z6wnie
chromatografia kolumnowa z immobilizowanymi na fazie stacjonarnej grupami kationowymi
i homochiralnym karboksylanem jako przeciwjonem, nie zaowocowaBracéwaniem enan-
cjomerdw receptorow.

Jestem przekonange na podstawie uzyskanych wynikéw, moge zapropoaowavy, dwu-
etapowy schemat ewaluaciji bibliotek receptorow. W moim schemacie, pierwszy etap — badanie
przesiewowe — realizowany jest przyyciu metody ELSE. W drugim etapie, najlepsze wyni-
ki powinny zosté& potwierdzone przez ktésyz opisanych powaej wariantéw miareczkowania
konkurencyjnego. Oba etapy nie wymagaja precyzyjnych mala rozciéiczen, oraz moga
by€ przeprowadzone dla receptorow, ktore nie spetniajgrulyowanych warunkéw czysoi.

Takie dwuetapowe pods&gie zapewnia, z jednej strony szybka, z drugiej wiarygodna, ewaluacje
bibliotek, gdy eliminuje ewentualne artefakty wystepujace w metodzie ELSE.

Zaproponowane i sprawdzone przeze mnie metody nie wyczerpuja wszystkativosei
badania rozpoznania chiralnego anionéw. Na opracowanie oczekuja nadal metody wymagajace
jeszcze mniejszego naktadu pracy, lub nie wymagajaceorkej aparatury - np. proste testy
paskowe czy kolorymetryczne.
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Rozdziat 5

Czest eksperymentalna

5.1 Syntezy

5.1.1 Uwagi ogdlne

WSszystkie rozpuszczalnikiaywane do syntezy byty czystoi cz.d.a. Rozpuszczalniki osu-
szane przez standardowe procedury bytywane tylko w tych syntezach, gdzie to zaznaczy-
tem. Reakcje prowadzone byty w atmosferze gazu obojetnego tylko w tych procedurach, gdzie
to zaznaczytem. Reakcje monitorowatem za pomoca TLC (Silicagel 60, Merck), wizualizacje
zwiazkéw na ptytkach uzyskiwatem za pomoca wskaznika fluorescencyjnegelindub za
pomoca wywotywacza cerowo-molibdenowego. Chromatografie preparatywna prowadzitem na
zelu krzemionkowym (Silicagel 60, 230-400 mesh), zwyktgwatem 40-krotny nadmiazelu
wzgledem masy rozdzielanej mieszaniny; dla finalnych receptomywatem ok 100-krotny
nadmiarzelu. Pomiary NMR prowadzone byty na aparatach Varian200, Varian400, Bruker500

i Varian 600 MHz. W opisie widm NMR zywam nastepujacych skrétéw dotyczacych multi-
pletowdsci sygnatow s- singlet, d - dublet, t- tryplet, ttryplet o rownej intensywrti (sprze-

zenie z jadrenfH), q - kwartet, quint - kwintet, sext - sekstet, sept - septet, m - multiplet nie
dajacy sie znanalizovabs - szeroki sygnat. Przypisania sygnafisNMR podatem tylko dla
receptoréw, dla pozostatych zwiazkdw o znacznie prostszej strukturze przypisania sygnatow sa
oczywiste. Pomiary widm masowych wysokiej rozdziekagrowadzone byly na aparacie z
jonizacja ESI i analizatorem TOF. Analiza elementarna (An. spal.) prowadzona byta na apa-
racie Perkin-Elmer typ 240. Temperatury topnienia wyznaczytem za pomoca apratu EZ-Melt
i nie byty korygowane. Skrecal8ai wigciwe (O. R.) enancjomerycznie czystych zwiazkow
wynzaczytem na polarymetrze Jasco 2000, a véaitpodaje w jednostce: ° chdm—tg—1.
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5.1.2 Receptory DEDPM

Otrzymywanie amidéw z N-Boc zabezpieczonych aminokwaséw

W kolbie okragtodennej umseitem pod argonem suchy dichlorometan (50 mL), Boc-zabezpieczony
aminokwas (5 mmol) i odpowiednia I° aming (7,5 mmol), schodzitem &0,(o czym doda-

tem EDCI (1,16 g, 6 mmol), HOBt (0,92 g, 6 mmol) i DIPEA (2,05mL, 12 mmol). Nastepnie
usunatem taznie chtodzaca, roztwér mieszatem pod argonem w t.pok. przez 12-16h. Roztwor
zatgzytem do ok. 1/4 objetsci, dodadetem octan etylu (50 mL), faze organiczna przemytem
10% NaHCQ (2x50mL), 10% NaHS® (2x50 mL) i solanka ((20 mL). Fazge organiczna wy-
suszytem nad N&SO,, przesaczytem i zakytem. Otrzymane amidyaywatem bez dalszego
oczyszczania.

BocValNHiPr 75a

-~ o Biate krysztaty, wyd.: 65%, t.t. 169-17C
N Ao

Y

HNMR (600 MHz, CDCY) &: 5,83 (1H, bs); 5,11 (1H, bs); 4,05 (1H, odt= 6,7);
3,78 (1H, ddJ = 6,5;8,5, GH); 2,01-2,12 (1H, m, GH); 1,43 (9H, s); 1,142
(3H, d,J = 6,6Hz); 1,138 (3H, dJ = 6,8); 0,93 (3H, d,J=6,5Hz); 0,90 (3H,
d, J=6,5Hz)

I3CNMR (126 MHz, CDC}) 6 173.1; 158.4; 80.7; 59.1; 43.6; 30.5; 28.4; 22.6; 19.0

BocValNHBn 75b

©VN\g/\NJ\o><

IHNMR (600 MHz, CDCY) &: 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= 5,5; 14,8Hz, Bn); 3,89 (1H,
dd, J=6,3; 8,5Hz, GH); 2,10-2,18 (1H, m, GH ); 1,40 (9H, s); 0,94 (3H, d,
J=6,7Hz), 0,90 (3H, dJ= 6,7Hz)

Bialy proszek, wyd: 72%, t.t. 115-13€ (lit 117)%7

I3CNMR (126 MHz, CDC}) 6 173.8; 158.4; 139.7; 128.4; 127.6; 126.9; 80.7; 58.4;
42.9; 30.5; 28.4; 19.0

BocPheNHiPr 75c

@\ Bialy proszek, wyd: 63%, t.t. 107-10@ (lit. 102-104)%8
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IHNMR (600 MHz, CDCL) &: 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=5,8; 13,3); 2,95 (1H, ddJ=8,0;
13,3Hz); 1,40 (9H, s); 1,02 (3H, d= 6,6Hz), 0,93 (3H,dJ=6,6Hz)

1I3CNMR (126 MHz, CDC}) 6 172.8; 158.3; 137.6; 129.4; 129.1; 127.2; 80.7; 56.2;
43.6; 38.5; 28.4; 22.6.
BocPheNHBn 75d

Biaty proszek, wyd: 60%, t.t. 134-138 (lit. 127)?7

IHNMR (600 MHz, CDC}) o: 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, £H), 1,39 (9H, s)

13CNMR (126 MHz, CDC}) & 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

NH Bialy proszek, wyd: 64%, t.t. 114-116

2
0
Hk
O. _NH
>y
e}
IHNMR (600 MHz, CDC}) d: 8,23 (1H, bs); 7,66 (1H, dJ=7,8Hz); 7,34 (1H, dJ=
8,3Hz); 7,18 (1H, ddJ=7,0; 8,3Hz); 7,11 (1H, ddJ=7,0; 7,8Hz); 5,45 (1H,
bs); 5,23 (1H, bs); 4,35 (1H, bs); 3,91 (1H, bs); 3,29 (1H,Xd,,5; 10,8H2);

3,11 3,3 (1H, dd,=7,5; 10,8Hz); 1,42 (9H, s), 0,94 (3H, d=6,5Hz); 0,81
(3H, d,J=6,5Hz)

13CNMR (126 MHz, CDC}) & 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

BocTrpNHBnN 75f

Biaty proszek, wyd: 70%, t.t. 134-138 (lit. 136)%°
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IHNMR

13CNMR

(600 MHz, CDC}) 4: 8,10 (1H, bs); 7,66 (1H, dJ=8,4Hz); 7,35 (1H, d,
J=7,8Hz); 7,18-7,23 (4H, m, 1}}+3Hg,); 7,11 (1H, ddJ=7,0; 7,8Hz); 6,94-
7,01 (2H, m); 6,03 (1H, bs); 5,19 (1H, bs); 4,46 (1H, bgHJ; 4,26 (2H, m,
CO,H+C5H); 3,34 (1H, dd,J= 4,6; 14,3Hz); 3,18 (1H, dd]= 7,5; 14,3H2);
1,41 (9H, s)

(126 MHz, CDC}) 6 173.9; 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 otrzymatem wg. przepisu literaturowetjs.

Kwas pentano-3,3-diylbis(1H-pirolo-2-karboksylowy), 79

IHNMR

13CNMR

An. spal.

Pierwszy etap reakcji prowadzitem w atmosferze argonu. Rtwaru
dipirometanu77 (5,05 g, 25 mmol) w suchym THF (100 mL) w 4G
wkraplatem przez 30 min roztwor chlorku kwasu trichlorooctowego
(8,7 mL, 75 mmol) w THF (30 mL). Po 4h w 4@ dodatem 10% wodny
roztwor NaOH (80mL~ 0,2 mol) i temp. 40C utrzymywatem jeszcze
przez 2h przy intensywnym mieszaniu. Po ostudzeniu mieszaniny do
t.pok. dodatem wode (100 mL), faze wodna przemytem dichlorometa-
nem (2x50 mL), nastepnie faze wodna zgtem do usunigcia resztek
THF-u i zakwasitem stsonym kwasem solnym do pH3. Wydzielo-

ne brunatne krysztalty odsaczytem na lejku ze spiekiem i wysuszytem w
eksykatorze priniowym. Brazowy proszek, wyd:4,96g (68%, 2 etapy),
t.t. 180°C (rozkiad)

(200 MHz, aceton-dg) o: 10,40 (2H, bs); 6,86 (2H, dd= 2,4; 3,8Hz); 6,19
(2H, dd,J=2,4; 3,8Hz); 2,29 (4H, q)= 7,2Hz), 0,80 (6H, tJ=7,2Hz)

(50 MHz, acetor-dg) 0 162,3; 143,1; 122,2; 115,9; 108,6; 44,1; 27,8; 7,9

Obliczono dla GsH,gN,O,:  C-62,06; H-6,25; N-9,65
znaleziono: C-62,07; H-6,22; N-9,56

Otrzymywanie receptorow DEDPM 69 - procedura ogdlnaBoc zabezpieczony amino-
kwas (4 mmol) rozpscitem w 4m HCI w dioksanie (5 mL) i mieszatem przez 2h. Podczas re-

akcji wyracat sie produkt w postaci biatego proszku. Mieszaningy#tm na wyparce. Do wy-
suszonego chlorowodorku aminokwasu dodatem suchy dichlorometan (50 mL), DIPEA (2 mL,
12 mmol) oraz dikwag9 (387 mg, 1,33 mmol). Po ochtodzeniu pod argonem &0 Godatem

EDCI (580 mg, 3 mmol) i HOBt (459 mg, 3 mmol). Mieszanine doprowadzitem do t.pok. i
mieszatem pod argonem przez 12h. Nastepnie dodatem octan etylu (100 mL), faze organicz-
na przemytem 10% NaHSQ(2x50 mL), 10% NaHCQ (2x50 mL) i solanka (30 mL). Faze
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organiczna wysuszytem nad Mgg©zateylem na wyparce. Receptory oczyszczatem chro-
matograficznie w uktadzie aceton:DCM 2:5 (v/v).

H3—meso

CHZ-meso
H>
o o
N. HN
Rl?L Ha Rl
H
a 0 o
Hp—N NH
\ /
R2 RZ

Rysunek 5.1:Schemat numeracji protonéw w receptorach DEDPM

DEDPM-ValNHiPr, 69a

Biaty proszek, wyd: 45% t.t. 172-176

'HNMR (600 MHz, DMSO-dg) 5: 10,86 (2H, s, H,); 7,90 (2H,d,J=7,5Hz; NH));
7,74 (2H, d,J=9,0Hz; NH); 6,75 (2H, dd,J=2,4; 3,6Hz; H), 5,89 (2H, dd,
J=2,7; 3,6Hz; H); 4,21 (2H, t,J=8,4Hz; H,); 3,83 (2H, octJ=6,8Hz,); 2,03-
2,27 (4H, m, CH_1esd; 1,94-2,00 (2H, m, R); 1,04 (6H, d,J=6,8Hz); 1,03
(6H, d,J=6,8Hz); 0,84-0,88 (12H, m, % 0,65 (6H, t,J=7,4HZ; CH;_;ecd

I3CNMR (150 MHz, DMSGO-dg) 6 170,2; 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 G;H5)NgO, +Na:  593,37858
znaleziono: 593,38061

DEDPM-ValNHBn, 69b

Biaty proszek, wyd: 40% t.t. 194-196
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'"HNMR (600 MHz, DMSO-dg) &: 10,90 (2H, s, H,); 8,52 (2H, t,J=6,0Hz; NH));
7,80 (2H, d,J=8,7Hz; NH); 7,19-7,31 (10H, m, R; 6,78 (2H, dd,J=2,7;
3,6Hz; H,); 5,91 (2H, ddJ=2,7; 3,6Hz; H); 4,32 (2H, t,J=8,4Hz; H,); 4,28
(4H, d, J=6,0Hz, B); 2,01-2,18 (6H, M, Chl;es5tRy); 0,875 (6H, d,J=6,6Hz,
R;); 0,865 (6H, dJ=6,9Hz, R); 0,66 (6H, t,J=7,2Hz; CH;_es0

3CNMR (150 MHz, DMSO-dg) 6 171,4; 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 GgH5oNgO, + Na:  689,37858
znaleziono: 689,37964

DEDPM-PheNHiPr, 69c

/ Bialy proszek, wyd: 55% t.t. 153-186

'HNMR (600 MHz, DMSO-dg) &: 10,78 (2H, s, H,); 8,00 (2H, d,J=8,4Hz; NH));
7,85 (2H, dJ=7,7Hz; NH); 7,27 (4H, dJ=7,2Hz, R); 7,22 (4H, tJ=7,2Hz,
R,); 7,13 (2H, tJ=7,2Hz, R); 6,69 (2H, dd J=2,6; 3,3Hz; H); 5,87 (2H, dd,
J=2,8; 3,3Hz; H); 4,58 (2H, dt,J=5,4; 9,2Hz; HK,); 3,77-3,86 (2H, m, R);
2,96 (2H, ddJ= 5,4; 13,6Hz, R); 2,88 (2H, dd,J= 5,4; 13,6Hz, R); 2,01-
2,15 (4H, m, CH_esd, 1,04(6H, d J=6,4Hz, R); 0,96 (6H, d J=6,4Hz, R);
0,63 (6H, t,J=7,2HZ; CH_es)

3CNMR (150 MHz, DMSO-dg) 6 170,4; 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 GgH;)NgO, + Na:  689,37858
znaleziono: 689,37987

DEDPM-PheNHBn, 69d

Biaty proszek, wyd: 62% t.t. 126-128

o

(e}
.... NH HN
N
(o LD
g O
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'HNMR (600 MHz, DMSO-dg) 3: 10,83 (2H, s, H;); 8,53 (2H, ,J=5,7Hz; NH);
8,10 (2H, d,J=8,1Hz; NH,); 7-11-7,31 (20H, m, R*R,); 6,70 (2H, dd,J=
2,7; 3,0Hz; H); 5,87 (2H, dd,J= 2,7; 3,0Hz; H); 4,67 (2H, ddd,J=4,5;
5,1; 10,2Hz; H); 4,23-4,32 (4H, m, R); 3,08 (2H, dd,J=4,5; 13,5Hz, R);
2,93 (2H, dd,J=10,2; 13,5Hz, R); 2,03-2,14 (4H, m, CH,.<); 0,63 (6H, t,
J=7,2Hz; CH_es0-

13CNMR (150 MHz, DMSO-dg) & 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 G;H;)NgO, + Na:  785,37858
znaleziono: 758,37941

DEDPM-TrpNHiPr, 69e

/ Bialy proszek, wyd: 70% t.t. 159-16€

'HNMR (600 MHz, DMSO-dg) 3: 10,80 (2H, s, H;); 10,73 (2H, s, R); 7,92 (2H,
d, J=8,4Hz; NH.); 7,85 (2H, d,J=7,8Hz; NH); 7,64 (2H, d,J=7,9Hz, R);
7,28 (2H, d,J=8,2Hz, R); 7,14 (2H, d,J=2,1Hz, R); 7,03 (2H, t,J=8,2Hz,
R,); 6,95 (2H, t,J=7,9Hz, R); 6,68 (2H, ddJ=2,6; 3,4Hz; H); 5,86 (2H, dd,
J=2,6; 3,4Hz; H); 4,61 (2H, dddJ=5,2; 7,8; 9,1Hz, ; H ); 3,79-3,87 (2H,
m, Ry); 3,10 (2H, dd J=5,2; 14,3Hz, R); 3,01 (2H, ddJ=9,1; 14,3Hz, R);
2,01-2,14 (4H, m, Chl;nesd; 1,03 (6H, d J=6,5Hz, R); 0,95 (6H, d J=6,5Hz,
R,); 0,62 (6H, t,J= 7,3HzZ; CH,_1es)-

13CNMR (150 MHz, DMSO-dg) & 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 G3H5,NgO, +Na:  767,40037
znaleziono: 767,40345

DEDPM-TrpNHBnN, 69f

Bialy proszek, wyd: 55% t.t. 169-17C
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IHNMR

13CNMR

HRMS

(600 MHz, DMSO-dg) o: 10,84 (2H, s, H;); 10,75 (2H, s, B); 8,52 (2H, t,
J=5,9Hz; NH,); 8,01 (2H, d J=8,0Hz; NH,); 7,66 (2H, d,J=8,0Hz, R); 7,30
(2H, d,J=8,3Hz, R); 7,23-7,26 (4H, m, R*R,); 7,13-7,20 (8H, m, R); 7,03
(2H, t,J=8,3Hz, R); 6,96 (2H, t,J=8,0Hz, R); 6,70 (2H, ddJ=2,3; 3,3Hz;
H,); 5,87 (2H, ddJ=2,3; 3,3Hz; H); 4,70 (2H, dddJ=5,2; 8,0; 9,4Hz; H);
4,23-4,31 (4H, m, B; 3,21 (2H, ddJ=5,2; 14,6Hz, R); 3,05 (2H, ddJ=9,4;
14,6Hz, R); 2,03-2,15 (4H, m, CHhles9; 0,63 (6H, t,J=7,3Hz; CH_1es0-

(150 MHz, DMSO-dg) & 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.

Obliczono dla G;H5,NgO, + Na:  863,40037
znaleziono: 863,40212

5.1.3 Syntezy zwiazane z receptorami opartymi na kwasie antranilowym

Ester metylowy 2-nitrobeznoilo-L-fenyloalaniny, 81

No)
o

o

IHNMR

13CNMR

An. spal.

Chlorek kwasu 2-nitrobenzoesowego (757 mg, 3,5 mmol) rezpu
tem w suchym dichlorometanie (50 mL) i urSigtem w zaargonowa-
nej kolbie. Roztwor schtodzitem do°G, dodatem DIPEA (1,13 mL,

HN ;
I\@ 8,75 mmol) oraz chlorowodorek estru metylowego L-fenyloalaniny
o}

(770 mg, 4,2 mmol); mieszanine doporowadzitem do t.pok. i miesza-
lem przez 2h. Nastepnie dodatem octan etylu (100 mL), faze organiczna
przemytem 10% NaHSP(2x50 mL), 10% NaHCQ (2x50 mL) i so-
lanka (30 mL). Faze organiczna wysuszytem nad Mg$@atezytem

na wyparce, a produkt wysuszytem pod wysokazpia. Otrzymatem
1,05g (90%) produktu w postazditego oleju, ktéry wykrystalizowat w
kolbie, t.t. 93-96C

(400 MHz, CDC}) &: 8,04 (1H, dd,)=1,2; 8,0Hz); 7,64 (1H, tdl=1,2; 7,6Hz);
7,57(1H, td,J=1,6; 7,6Hz); 7,41 (1H, dd)=1,6; 7,6Hz); 7,14-7,34 (5H, m);
6,36 (1H, d,J=7,6Hz); 5,13 (1H, ddJ=5,2; 7,6Hz); 3,77 (3H, s); 3,44-3,48
(2H, m)

(125 MHz, CDC}) &6 171,5; 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

Obliczono dla G;H;¢N,O5:  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

NH; Ester81 (950 mg, 2,9 mmol) rozicitem w octanie etylu (50 mL) w ko-
Qfo blie dwuszyjnej o obj. 250 mL, dodatem 10% pallad na weglu (50 mg),

HN kolbe napetnitem wodorem przez dwukrotne wyprignie-napemienie.
oj/\/o\© Reakcje prowadzitem przez 6h z intensywnym mieszaniem przy nadci-

Snieniu wodoru z balonu. Nastepnie roztwoér przesaczytem prze Celit®,
ktéry przemytem procja rozpusczalnika (20 mL), przesaczzyée,
otrzymatem 844mg szarych krysztatow (98%), t.t. 117°C1.8

IHNMR (400 MHz, CDC}) &: 7,00-7,20 (7H, m); 6,59-6,66 (2H, m); 6,50 (1H, d,
J=3,2Hz, NH); 5,22 (2H, bs, NJ; 5,03 (1H, m,); 3,75 (3H, s); 3,18-3,27
(2H, m)

BCNMR (125 MHz, CDC}) 6 172,1; 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 G;H;gN,O5:  C-68,44; H-6,08; N-9,39
znaleziono: C-68,37; 6,15; 9,31

(2S5)-2-(2,4-diokso-1,4-dihydrochinazolin-3(2H)-ylo)-3-fenylopropionian
metylu, 84

Amine 82 (289 mg, 1,0 mmol) zawisitem w toluenie (15 mL), doda-
o tem trifosgen (46 mg, 0,16 mmol), reakcje prowadzitem w temperaturze
N OL wrzenia pod chtodnica zwrotna, ktérej wylot za pomocaaveilikow-
@E:AO o nowego skierwoatem na powierzchnie wody w eksykatorze. Po 16h re-
: akcji, mieszaniang ochtodzitem do t.pok. i odsaczytem osad, ktory wy-
suszytem w eksykatorze prdiowym. Otrzymatem 130 mg produktu w
postaci biatego proszku o t.t. 82-&2.

IHNMR (400 MHz, CDC}) 4: 10,36 (1H, s); 8,04 (1H, d)=8,0Hz); 7,61 (1H, dd,
J=1,6; 7,2Hz); 7,00-7,24 (7H, m); 5,88 (1H, di:5,6; 9,6Hz); 3,75 (3H, S);
3,65 (1H, ddJ=5,6; 14,0Hz); 3,47 (1H, ddI=9,6; 14,0Hz).

BCNMR  (125MHz, CDC}) 6 169,9; 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 GgH,gN,0,: 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 estrow Boc-zabezpieczonych aminokwasow

Otrzymywanie estréw procedura ogolna

Reakcje prowadzitem w atmosferze argonu. Boc zabezpieczony aminokwas (20 mmol) i odpo-
wiedni alkohol (30 mmol) rozpacitem w suchym DCM (50 mL), zaargonowatem i schtodzitem

do O°C. Nastepnie dodatem EDCL (22 mmol, 4,25 g) i DMAP (2 mmol, 244 mg). Roztwor do-
prowadzitem do t.pok. i mieszatem pod argonem przez noc. Miszanineykatg na wyparce

do ok 1/3 objetéci, dodatem octan etylu (50 mL). Faze organiczna przemytem 10% NaHSO
(2x50 mL), 10% NaHCQ (2x50 mL) i solanka (30 mL), nastgpnie wysuszytem nad MgSO
Roztwér zateytem na wyparce. Estry lotnych alkoholi suszytem podzpid, a estry benzylo-

we oczyszczatem chromatograficznie (eluent heksan:octan etylu 8:2-7:3).

Boc-L-ValOiPr, 92b

o Bezbarwny olej. Wyd: 3,849 (74%)

IHNMR (500 MHz, DMSQO-dg) o: 7,06 (1H, d,J = 8,0 Hz); 4,91 (1H, sept] = 6,4
Hz); 3,84 - 3,63 (1H, m); 2,13 - 1,83 (1H, m); 1,39 (9H, s); 1,19 (3H) ¢,
6,3 Hz); 1,17 (3H, dJ = 6,2 Hz); 0,87 (6H, dJ = 6,7 HZ)

13CNMR (125 MHz, DMSO-dg) 6 171,4, 155,7, 78,1, 67,5, 59,5, 29,5, 28,2, 21,6, 21,5,
18,9, 18,3

HRMS Obliczono dla G3H,sNO, +Na™:  282,16758
znaleziono: 282,16777

O.R. [a3’] = —34,8(c=1,2, MeOH)

Boc-L-ValOnBu, 92c

! \)Ok Bezbarwny olej. Wyd: 4,049 (74%)
O N SN

T

HNMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 7,11 (1H, dJ = 8,2 Hz); 4,11 - 3,97 (2H, m); 3,81
(1H, dd,J = 8,2, 6,7 Hz); 2,00 (1H, octl = 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-dg) 6 172,0; 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 G,H,-NO, + Na": 296,18323
znaleziono: 296,18332
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O.R.

[a3®] = —29,2 (c=1,82, MeOH)

Boc-L-ValOBn, 92d

o ML
T

IHNMR

1I3CNMR

HRMS

O.R.

Bezbarwny olej, Wyd: 2,829 (43%)

(600 MHz, DMSO-dg) &: 7,40 - 7,29 (5H, m); 7,21 (1H, d,= 8,0 Hz); 5,16
(1H, d,J = 12,5 Hz); 5,09 (1H, d) = 12,5 Hz); 3,88 (1H, dd] = 8,0, 6,7 Hz);
2,02 (1H, octJ = 6,8 Hz); 1,38 (9H, s); 0,86 (3H, d,= 6,8 Hz); 0,85 (3H, d,
J=6,8H2)

(151 MHz, DMSO-dg) 6 171,9; 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

Obliczono dla G;H,sNO, + Na":  330,16758
znaleziono: 330,16895

[a2] = —31,8 (c=1,1, MeOH) (Lit:3%: -29,7)

Boc-L-PheOiPr, 92f

(@]
ﬂog

Bezbarwny olej, Wyd: 2,929 (64%)

H

I

IHNMR

13CNMR

HRMS

O.R.

(600 MHz, DMSGO-dg) o: 7.80 - 7.04 (6H, m), 4.86 (1H, sept,= 6.2 Hz),
4.08 (1H, dddJ = 9.3, 8.1, 5.8 Hz), 2.95 (1H, dd,= 13.7, 5.6 Hz), 2.86 (1H,
dd,J = 13.5, 9.8 Hz), 1.34 (9H, s), 1.17 (3H, 8= 6.2 Hz), 1.08 (3H, dJ =
6.2 Hz)

(151 MHz, DMSO-dg) 6 171.5, 155.3, 137.6, 129.1, 128.1, 126.4, 78.2, 67.8,
55.5,36.4, 28.1, 21.5, 21.3

Obliczono dla G;H,sNO, + Na":  330.16758
znaleziono: 330.16722

[a3’] = —5.14 (c=1.1, MeOH)
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Boc-L-PheOnBu, 92g

0 Bezbarwny olej, Wyd: 4,04g (63%)
>LOJ\NH
: O~

/‘O

N

HNMR (500 MHz, DMSO-dg) 8: 7.37 - 7.16 (6H, m), 4.15 (1H, ddd= 9.5, 8.5, 5.6
Hz), 4.08 - 3.93 (2H, m), 2.97 (1H, dd,= 13.7, 5.6 Hz), 2.87 (1H, dd] =
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=7.4Hz)

3CNMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 172.1, 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 GgH,,NO, + Na: 344.18323
znaleziono: 344.18309

O.R. [ad’] = —7.55 (c=1.46, MeOH)

Boc-L-PheOBn, 92h

\\ Biate krysztaly, Wyd: 3,969 (56%), t.t. 64-85 Lit. 13262-63C

IHNMR (600 MHz, DMSO-dj) &: 7.54 - 7.01 (11H, m), 5.10 (2H, s), 4.22 (1H, ddd,
J=09.8, 8.1, 5.5 Hz), 3.01 (1H, dd,= 13.7, 5.4 Hz), 2.90 (1H, dd, = 13.7,
9.9 Hz), 1.32 (9H, s)

I3CNMR (151 MHz, DMSO-dg) & 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 G;H,;NO, + Na: 378.16758
znaleziono: 378.16725

O.R. [a’] = —11,6 (c=1.06, MeOH) (Lit:3%: -10)

Boc-L-AlaQiPr, 92j

o Bezbarwny olej. Wyd: 3,239 (70%)

XOTH\E)&OJ\
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IHNMR

1I3CNMR

O.R.

(400 MHz, DMSO-dg) &: 7,22 (1H, d,J = 7,2 Hz); 4,87 (1H, sept] = 6,3
Hz); 3,90 (1H, pJ = 7,3 Hz); 1,37 (s, 9H); 1,24 — 1,12 (m, 9H)

(100 MHz, DMSO-dg) 6 172,6; 155,3; 78,0; 67,6; 49,2; 28,2; 21,6; 21,5; 16,7

[a3®] = —31,0 (c=1, MeOH)

Boc-L-AlaOnBu, 92k

OH\)CL/\/\
TUY"

IHNMR

13CNMR

O.R.

Bezbarwny olej. Wyd: 4,029 (82%)

(400 MHz, DMSO-dg) &: 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,X& 7,3 Hz); 0,87 (3H, t)
=7,4 Hz)

(100 MHz, DMSO-dg) 6 173,2; 155,3; 78,1, 63,9; 49,1, 30,2; 28,2; 18,6; 16,8;
13,5

[a3’] = —35,7 (c=1,09, MeOH), (Lif : -41)

Boc-L-AlaOBn, 92I

XOEH\E)&O/\Q

IHNMR

1I3CNMR

O.R.

Bezbarwny olej. Wyd: 2,959 (53%)

(400 MHz, DMSO-d;) &: 7.40 — 7.30 (m, 1H); 5.15 (1H, d,= 12.7 Hz); 5.08
(1H, d,J = 12.7 Hz); 4.07 (1H, quint = 7.3 Hz); 1.37 (s, 2H); 1.26 (1H, d,
= 7.5 Hz)

(100 MHz, DMSO-dg) 6 173.0; 155.3; 136.1; 128.4; 128.0; 127.7; 78.2; 65.8;
49.2: 28.2; 16.8

[a2°] = 33,6 (c=1,26, MeOH)

Synteza receptoréw 70a,e

UWAGA! Wszystkie procedury zwiazane zyciem fosgenu i trifosgenu powinny byro-

wadzone pod sprawnym wyciagiem z zachowaniem szczegoélnegnebm. Wyparka powinna
byc wyposaona w pompke wodna i umyta payciu roztworem amioniaku.

Chlorowodorek estru metylowego aminokwasu (10 mmol) zawisitem w toluenie (50 mL),

dodatem trifosgen (0,66 g, 6,6 mmol) i ogrzatem do wrzenia. Reakcje prowadzitem pod chtod-
nica zwrotna przez 3h. Na wylot chtodnicy poprzez nasadke katowaylato wa silikonowy,
ktérego koniec doprowadzitem nad powierzchnie wody w krystalnicy aby pocltanidzie-
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lajacy sie w reakcji chlorowodér. Po zahkazeniu reakcji, toluen odparowatem na wyparce, a
otrzymany olej destylowatem pod zmniejszonyraréeniem (89°C / 4 torr dla Val i 115°C /

4 torr dla Phe). Otrzymane izocyjaniany (wyd.: 66% dla waliny i 85% dla fenyloalaniny) rozpu-
Scitem w DMF (50 mL) i dodateno-fenylenodiaming (216 mg, 2,0 mmol dla waliny i 270 mg,

2,5 mmol dla fenyloalaniny), roztwér mieszatem w t.pok. przez 3h. Nastepnie roztwayzate
tem, dodatem octanu etylu (50 mL), faze organiczna przemytem woda (3x50 mL), wysuszytem
nad MgSQ i zatezytem na wyparce. Otrzymany surowy produkt a&zijem chromatograficz-

nie w uktadzie: 5-10% aceton w DCM, a nastepnie przekrystalizowatem z uktadu aceton-woda.
Produkt suszytem w eksykatorze pndowym.

Synteza receptoréw 70b-d,f-i, metoda ogolna

Odpowiedni Boc-zabezpieczony ester aminokw&s) (6 mmol) rozpgcitem w 4m HCI
w dioksanie (5 mL) i mieszalem przez ok 3h. Dla niektorych substratdw obserwowatem wy-
tracanie biatego osadu. Mieszanine zgtem na wyparce, nastepnie zawiesitem w DCM w
kolbie 100 mL, schtodzitem do°C, dodatem 10% NaHC{(20 mL) i intensywnie mieszatem
utrzymujac temp. @C. Po catkitym rozpusczaniu aminokwasu, zatrzymatlem mieszanie, odcza-
lem, & fazy sie oddziela i dodatem roztwér fosgenu w toluenie (4498 mL, 11,6 mmol),
po czym wznowitem intensywne mieszanie. Po 10 min w 10, rozdzielitem fazy w rozdziela-
czu, faze wodna ekstrahowatem DCM (10 mL), potaczone fazy organiczne wysuszytem nad
MgSQ, i zatezytem na wyparce. Surowy isocyjanian rogpilem w DMF (20 mL) dodatero-
fenylenodiamine (162 mg, 1,5 mmol) i mieszatem w t.pok. przez 3h.Nastepnie roztwsy-zate
tem, dodatem octanu etylu (50 mL), faze organiczna przemytem woda (3x50 mL), wysuszytem
nad MgSQ i zatezytem na wyparce. Otrzymany surowy produkt aazijem chromatograficz-
nie w uktadzie: 5-10% aceton w DCM, a nastepnie przekrystalizowatem z uktadu aceton-woda.
Produkt suszytem w eksykatorze prdowym.

Ro /RZ
0 o}
o) y Mo =0
NH a N~@H(1
Rt )—NH N—( Ry
o)
H>
Hs

Rysunek 5.1:Schemat numeracji protonéw w receptorach DAB
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DAB-ValOMe, 70a

Q Biaty proszek wyd: 896 mg (85%) t.t. 152-185
PN

Y

NH

L,

O)\NH

w O\

T

IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 7.92 (2H, s, H), 7.51 (2H, dd,) = 5.9, 3.6 Hz, H),
6.97 (2H, dd,J = 6.0, 3.5 Hz, H), 6.91 (2H, dJ = 8.3 Hz, H,), 4.17 (2H, dd,
J=8.2,5.6 Hz, H), 3.66 (6H, s, B), 2.05 (2H, oct] = 7.0 Hz, R), 0.92 (6H,
d,J = 7.0 Hz, R), 0.90 (6H, dJ = 7.0 Hz, R)

NH

13CNMR (126 MHz, DMSO-dg) & 172.8, 155.7, 131.1, 123.3, 123.2, 57.9, 51.6, 30.5,

19.0, 18.0

HRMS Obliczono dla GgH3oN,Og + Na:  445.205207
znaleziono: 445.20521

An. spal. Obliczono dla GyH5,N,Og:  C-56,86; H-7,16; N-13,23
znaleziono: C-56,75; H-7,06; N-13,21

O.R. [a3’] =-2,77 (c=0.5, MeCN)

DAB-ValOiPr, 70b

Q J\ Biaty proszek wyd: 411 mg (43%) t.t. 120-123
o

O+ _NH

Y
©:NH

NH

(0) NH

\‘\“"H(Oj/

O
IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) 8: 7.96 (2H, s, H), 7.57 - 7.44 (2H, m, k), 6.99 -
6.93 (2H, m, H), 6.84 (2H, d,J = 8.4 Hz, H), 4.95 (2H, sept) = 6.3 Hz, R),

4.11 (2H, dd,J = 8.4, 5.3 Hz, H), 2.05 (2H, octJ = 6.8 Hz, R), 1.25 - 1.19
(12H, m, R), 0.93 (6H, s,) = 6.8 Hz, R), 0.90 (6H, d,J = 6.9 Hz, R)
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3CNMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 171.7, 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 G,H3gN,Og + Na:  501.26836
znaleziono: 501.26922

An. spal. Obliczono dla G,H3gN,O4:  C-60,23; H-8,00; N-11,71
znaleziono: C-59,93; H-7,98; N-11,56

O.R. [aZ’] = —-9.11 (c=0.5, MeCN)
D

DAB-ValOnBu, 70c
Q Biaty proszek wyd: 405 mg (40%) t.t. 134-1356
FE N
OYNH
NH
©:NH
O)\TH
O~
Y

IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 7.93 (2H, s, H), 7.51 (2H, dd,) = 5.7, 3.6 Hz, H),
6.97 (2H, dd,J = 5.8, 3.6 Hz, H), 6.87 (2H, d,J = 8.3 Hz, H), 4.29 - 3.91
(6H, m, Hy+R,), 2.05 (2H, oct] = 6.3 Hz, R), 1.69 - 1.46 (4H, m, R, 1.47
-1.25 (4H, m, B), 1.02 - 0.79 (18H, m, R*R,)

3CNMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 172.3, 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 GgH,,N,Og + Na:  529.29966
znaleziono: 529.30038

An. spal. Obliczono dla GgH,,N,O4: C-61,64; H-8,36; N-11,06
znaleziono: 61,65; H-8,25; N-10,78

O.R. [a3’] =1.62(c=0.5, MeCN)
DAB-ValBn, 70d

Q Biaty proszek wyd: 367 mg (32%) t.t. 150-1%2
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IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 7.97 (2H, s, H), 7.50 (2H, dd,) = 5.9, 3.6 Hz, H),
7.44 -7.30 (10H, m, R, 6.97 (2H, dd,J = 6.0, 3.6 Hz, H), 6.93 (2H, dJ =
8.3 Hz, H), 5.19 (2H, dJ = 12.4 Hz, B), 5.13 (2H, dJ = 12.4 Hz, B), 4.21
(2H, dd,J = 8.3, 5.4 Hz, H), 2.07 (2H, oct] = 6.8 Hz, R), 0.91 (6H, dJ =
6.8 Hz, R), 0.88 (6H, dJ = 6.8 Hz, R)

BBCNMR (126 MHz, DMSO-dg) & 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 G,H36N,Og +Na:  597.26835
znaleziono: 597.26448

An. spal. Obliczono dla G,H3gN,Og:  C-66,88; H-6,67; N-9,75
znaleziono: C-67,27; H-6,81; N-9,10

O.R. [a3’] =2.00 (c=0.45, MeCN)

DAB-PheOMe, 70e

Bialy proszek wyd: 985 mg (76%)) t.t. 141,143

@NH
NH

(@) N
(0]

W

H
~N
(6]
IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 7.98 (2H, s, H), 7.47 - 7.40 (2H, m, ), 7.32 -
7.18 (10H, m, R), 6.99 - 6.94 (2H, m, K), 6.92 (2H, dJ = 7.8 Hz, H,), 4.51

(2H, ddd,J = 13.6, 7.6, 5.7 Hz, k), 3.62 (6H, s, B), 3.04 (2H, ddJ = 13.8,
5.8 Hz, R), 2.97 (2H, dd,J = 13.6, 7.6 Hz, R)

3CNMR (126 MHz, DMSO-dg) & 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 GgH;)N,Og + Na:  541.20576
znaleziono: 541,21088

An. spal. Obliczono dla GgH;)N,O4:  C-64,85; H-5,83; N-10,8
znaleziono: C-64,65; H-6,02; N-10,12
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O.R. [a3’] =7.24 (c=0.45, MeCN)

DAB-PheQiPr, 70f

Biaty proszek wyd: 436 mg (38%) t.t. 115-113
o]
OJ\
O _NH
Y
@[NH
NH
O)\NH
\\“'H‘/O\‘/
@ O
IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) 3: 7.99 (2H, s, H), 7.45 (2H, ddJ = 5.8, 3.6 Hz, H),
7.29 (4H, t,J = 7.3 Hz, R), 7.26 - 7.19 (6H, m, R, 6.96 (2H, dd,J = 5.8,
3.6 Hz, Hy), 6.89 (2H, dJ = 7.7 Hz, H,), 4.85 (2H, sept) = 6.2 Hz, R), 4.45

(2H, dt,J = 7.7, 6.8 Hz, H), 2.98-2.99 (4H, s, B, 1.16 (6H, d,J = 6.2 Hz,
R,), 1.08 (6H, dJ = 6.2 Hz, R)

13CNMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 171.6, 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 G,H;5N,Og + Na:  597.26836
znaleziono: 597.26923

An. spal. Obliczono dla G,H;3N,O4:  C-66,88; H-6,67; N-9,75
znaleziono: C-66,76; H-6,63; N-9,55

O.R. [0Z’] =16.3 (c=0.5, MeCN)

DAB-PheOnBu, 70g

Biaty proszek wyd: 481 mg (40%)) t.t. 123-1286
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IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) 3: 7.99 (2H, s, H), 7.48 - 7.41 (2H, m, H), 7.29 (4H,
t,J=7.4 Hz, R), 7.25 - 7.19 (6H, m, R 7.01 - 6.94 (2H, m, H), 6.91 (2H,
d,J=7.8Hz, H,), 4.40-4.50 (2H, m, H), 4.05 - 3.97 (4H, m, B, 3.03 - 2.95
(4H, mR), 1.51 - 1.44 (4H, m, R, 1.29 - 1.18 (4H, m, R, 0.85 (6H, t,J =
7.4Hz, R)

BCNMR (126 MHz, DMSO-dg) & 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 G4H,,N,Og + Na: 625,29966
znaleziono: 625,30061

An. spal. Obliczono dla G,H,,N,Og: C-67,75; H-7,02, N-9,30
znaleziono: C-68,10; H-7,19; N-9,00

O.R. [0’ =3.97 (c=0.5, MeCN)

DAB-PheOBn, 70h
Biaty proszek wyd: 442 mg (33%) t.t. 142-142
OYNH O/\©
NH
X,
o NH
o L
O

IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 8.00 (2H, s, H), 7.47 - 7.12 (22H, m,
H,+Hy+R,+R,), 7.00 - 6.90 (4H, m, E+R,), 5.10 (4H, s, B), 4.56 (2H, g,
J=7.0Hz, H,),3.09-2.94 (4H, m, R

13CNMR (126 MHz, DMSO-dg) & 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 GyH;5N,Og +Na:  693.26835
znaleziono: 693.26955

An. spal. Obliczono dla GyH3gN,Og:  C-71,63; H-5,71; N-8,35
znaleziono: C-71,46; H-5,81; N-8,12

O.R. [aZ’] = —2.03 (c=0.5, MeCN)
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DAB-GlyOEt, 70i

Q Otrzymatem wykorzystujac ogélna metode z fosgenem. 3akistrat
on tH uzytem chlorowodorek estru etylowego glicyny. Otrzymatem produkt w
Y postaci szarych krysztatow, wyd: 357 mg (65%) t.t. 146°017
©:NH
07 "NH
H‘/O\/
o]

IHNMR (400 MHz, CD,CN) &: 7.57 (s, 2H, H); 7.35 - 7.33 (m, 2H); 7.11 — 7.03 (m,
2H, Hy); 5.85 (2H, t,J = 5.5 Hz, H); 4.14 (4H, q,J = 7.1 Hz, R); 3.86 (4H,
d,J=5.9 Hz, H); 1.22 (6H, tJ = 7.1 Hz, R)

13CNMR (100 MHz, CD,CN) & 170.5; 156.9; 130.8; 126.8; 119.7; 61.2; 43.5; 14.7

An. spal. Obliczono dla GgH,,n,Og: C-52,45; H-6,05; N-15,29
znaleziono: C-52,32; H-6,25; N-14,76

5.1.5 Synteza receptorow DAA

1,8-Diaminoantracef8 otrzymatem zgodnie z przepisem literaturowAfn

Ze wzgledu na podati%o 1,8-diaminoantracenu i 1,8-diizotiocyjaniatoantracenu na utlenia-
nie tlenem z powietrza do dalszych etapéw syntezywatem odtlenowanego dichlorometa-
nu. Rozpuszczalnik schatdzatem do *Z8poddawatem trzykronie cyklowi: wysoka pndia
5 min, argon 2 min. Nastepnie doprowadzitem do t.pom pod argonem. Rozpuszczalnik przeno-
sitem strzykawka, a reakcje z jegayciem prowadzitem pod argonem. Tiomocznikowe recep-
tory (71) byly bardziej stabilne, jednak pozostawianie ich w roztworze w otwartych naczyniach
skutkowato po kilkunastu godzinach zawainym utlenieniem.

UWAGA!!! Wszystkie procedury wiazane zyciem tiofosgenu powinny liyprowadzone
pod sprawnym wyciagiem z zachowaniem szczegoélnej nstszi. Jednorazowa strzykawka
uzyta do pobrania rozpuszczalnika powinna lzaraz po myciu wyptukana roztworem amo-
niaku. Wyparka powinna liywyposaona w pompke wodna i umyta payciu roztworem
amoniaku.
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1,8-diizotiocyjaniatoantracen 97

NCS NCS 1,8-Diaminoantrancen (4,16 g, 20 mmol) roggitem w odtlenowanym
dichlorometanie (50 mL), dodatem wodnego 10% roztworu NakICO

OOO (50 mL). Po zatrzymaniu mieszania do fazy organicznej wprowadzitem

strzykawka tiofosgen (3,46 mL, 80 mmol), nastepnie fazy intenstwnie
mieszatem przez 30 min w t.pok. Dodatlem odtlenowany DCM (150mL)
i rozdzielitem fazy. Warstwe wodna ekstrahowatem DCM (50 mL). Po-
laczone fazy organiczne suszytem nad MgSfatgytem. Surowy pro-

dukt krystalizowatlem z chloroformu otrzymujac ztocisto-brazowe ptat-

ki, 2,519 (43%).

IHNMR (400 MHz, CDCY) &: 8.61 (s, 1H); 8.39 (s, 1H); 7.88 (3H, d= 7.7 Hz); 7.46
—7.34 (m, 5H)

An. spal. Obliczono dla GgHgN,S,: 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 receptoréw DAA 71a-m produra ogélna
Do reakcji wytem handlowo dostepnych chlorowodorkéw estrow metylowych i etylowych
aminokwaséwd2a,e,i,m,n Pozostate chlorowodorki otrzymatem przez odbezpieczenie Boc-
zabezpieczonych estroWdb-d,f-h,j-1 wg. procedury opisanej dla syntezy receptorow DAB
(str. 166). Chlorowodorek estru aminokwasu (3 mmol), DIPEA (0,85 mL, 5 mmol) oraz 1,8-
diizotiocyjaniatoantracefi7 (292 mg, 1 mmol) rozpscitem w zaargonowanej kolbie w odtle-
nowanym DCM (30 mL). Reakcje prowadzitem przez ok 2h., po tym czasnie mieszaning nanio-
stem bezpérednio na kolumne chromatograficzra40 gzelu), elucje prowadzitem poczatko-
wo DCM (30 mL) nastepnie 2-4% acetonem w DCM. Frakcje zawierajace progiwiedacy
na ptytce TLC na niebiesko przy wzbudzesiwviattem oA =354 nm) odparowatem. Rozci-
tem w minimalnej iléci DCM i wytracitem hexanemoétty osad, ktéry odsaczytem na lejku ze
spiekiem. Produkt suszytem w eksykatorzezmiéwym.

R, R,
0] O @] @]
Rl NH Ha /’L Rl

Hio Ha

Rysunek 5.2:Schemat numeracji protonéw w receptorach DAA

173



DAA-AlaOMe 71a

| ! Z6lty proszek, 174 mg (35%), t.t. 164-165

oj:o To
NH Hl\ll\
S}\NH HN s
| X X
4 g

IHNMR  (MHz, DMSO-dg) &: 9.90 (s, 2H, H); 8.67 (1H, sJ = 5.1 Hz, H,); 8.66 (s,
1H); 8.10 (2H, dJ = 7.3 Hz, H,); 8.02 (2H, d,J = 8.4 Hz, H,); 7.60 (2H, d J
=7.0Hz, H,); 7.58 — 7.51 (m, 2H, k); 5.03 (2H, p,J = 7.3 Hz, Hil pha); 3.67
(s, 6H, R); 1.39 (6H, dJ = 7.3 Hz, R).

3CNMR  (MHz, DMSO-dg) 6 182.0; 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 G4H,¢N,0,S, +H:  499,1454
znaleziono: 4,99,1447

An. spal. Obliczono dla G4H,,N,0,S,: 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. [a3’] = —110,24 (c=0,37, DCM)

DAA-AIaQiPr 71b

~ ~ Bezowy proszek, 122 mg (22%), t.t. 204-205
(@) (0] O (0]

J\:NH HN:/E"

S”NH HN s
| X X
o =

IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) 6: 9.92 (s, 2H, H); 8.68 (s, 2H, Hy+Hy); 8.02 (4H,
m, Hy+H,); 7.62 (2H, d,J = 7.1 HzH,); 7.59 — 7.50 (m, 2Hk); 5.48 — 4.65
(m, 4H, Hilphat+R,); 1.37 (6H, dJ = 7.2 Hz, R); 1.23 (6H, d,J = 6.4 Hz,
R,); 1.21 (6H, dJ = 6.4 Hz, R).

3CNMR (126 MHz, DMSO-dg) & 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 GgH;,N,O,S, +H:  555,2095
znaleziono: 555,2100

An. spal. Obliczono dla GgH;,N,0,S,: 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

174



O.R. [a3’] = —106 (c=0,503, DCM)

DAA-AlaOnBu 71c

j\ J Bezowy proszek, 163 mg (28%), t.t. 165-163
0.0 O:/|/O
INH HNT ™

SéI\NH HN S

HNMR (500 MHz, DMSO-dg) 8: 9.95 (s, 2H, H), 8.68 (s, 1H, H,); 8.67 (s, 1H, H);
8.06 (2H, dJ = 7.3 Hz, H,); 8.02 (2H, dJ = 8.5 Hz, H,); 7.60 (2H, dJ=7.0
Hz, Hp); 7.58 — 7.50 (m, 2H, K); 5.00 (2H, p,J = 7.2 Hz, H;); 4.19 — 4.05
(m, 4H, R); 1.67 — 1.50 (m, 4H, R; 1.45 — 1.24 (m, 10H, ; 0.89 (6H, t,J
=7.4Hz,R)

3CNMR (126 MHz, DMSO-dg) & 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 GyH4gN,O0,S, + H:  583,2413
znaleziono: 583,2406

An. spal. Obliczono dla GgH36N,0,S,:  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. [ag’] =-83,3 (c=0,475, DCM)

DAA-AlaOBn 71d

( J\ Q Z6lty proszek, 240 mg (37%), t.t. 99-111
[ XgKe] o0 o)
j\NH HN:/E'.
S)\NH HNAS

IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) 8: 9.93 (s, 2H, H); 8.68 (s, 1H, H,); 8.67 (s, 1H, H);
8.15 (2H, dJ = 7.3 Hz, H,); 8.01 (2H, dJ = 8.4 Hz, H)); 7.56 (2H, d,J = 6.9
Hz, H,); 7.53 — 7.46 (m, 2H, B); 7.45 — 7.28 (m, 10H, R; 5.17 (4H, s, B);
5.14 - 4.95 (m, 2H, i); 1.40 (6H, dJ = 7.2 Hz, R)

BCNMR (126 MHz, DMSO-dg) & 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 GgH;4N,O,S, +H:  651,2100
znaleziono: 651,2100

An. spal. Obliczono dla GgH;4N,0,S,: 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. [a3’] = —89,45 (c=0,45; DCM)

DAA-ValOMe 71e

| | ZoMy proszek, 250 mg (45%), tt. 177-17T®

IHNMR (500 MHz, DMSG-dg) &: 10.05 (s, 2H, H); 8.73 (s, 1H, H,); 8.68 (s, 1H,
Hg); 8.08 (2H, d,J = 7.6 Hz, H,); 7.99 (2H, d J = 8.5 Hz, H,); 7.80 (2H, d,J
=7.0Hz, H,); 7.54 (2H, tJ = 7.8 Hz, H); 4.95 (2H, dd,J = 7.6; 5.3 Hz, H,);
3.70 (s, 6H); 2.26 — 2.15 (m, 2H); 0.98 (12HJss 6.7 Hz)

13CNMR (126 MHz, DMSO-d;) 5 182.7; 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 ggH5,n,0,S,: 555,2100
znaleziono: 555,2096

An. spal. Obliczono dla GgH;,N,0,S,: 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. [a3’] =—220 (c=0,55; DCM)

DAA-ValOiPr 71f

~ ~ Z6lty proszek, 183 mg (30%), t.t. 200-20@
0 0.0

T v

SZNH HN s
~ S
\/ =

'HNMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 10.08 (s, 2H, H); 8.74 (s, 1H, H); 8.68 (s, 1H,
Hg); 8.06 — 7.86 (m, 4H, bi+H,); 7.81 (2H, d,J = 7.1 Hz, H); 7.54 (2H, t,
J=7.8Hz), H; 5.07 —4.92 (m, 2H, R; 4.88 (2H, ddJ = 7.7; 5.0 Hz, H);
2.31-2.15(m, 2H, B; 1.24 (6H, d,J = 6.6 Hz, R); 1.23 (6H, dJ = 6.8 Hz,
R,); 1.00—0.93 (12H, mJ = 6.7 Hz, R)
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1I3CNMR

HRMS

An. spal.

O.R.

(126 MHz, DMSO-dg) 6 182.5; 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

Obliczono dla G,H,,N,0,S, + H:
znaleziono:

611,2726
611,2733

Obliczono dla G,H,,N,0,S,: 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

[a2] = —159,5 (c=0,485; DCM)

DAA-ValOnBu 71g

\ H/ Z6tty proszek, 185 mg (29%), t.t. 173-175
0.0 0.0
/f.,l
NH H,’\L (

HNMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 10.07 (s, 2H, H); 8.73 (s, 1H, Hy); 8.68 (s, 1H,
Hg); 8.07 —7.92 (m, 4H, , K#H,); 7.80 (2H, dJ = 7.1 Hz, H)); 7.54 (2H, t,
J=7.8Hz, H); 4.93 (2H, ddJ =7.8; 5.2 Hz, H); 4.29 — 3.90 (m, 4H, R;
227 -214 (m, 2H, B; 1.74 —1.52 (m, 4H, R; 1.41 — 1.32 (m, 4H, R;
0.97 (12H,dJ=6.9Hz,R); 0.90 (6H, tJ=7.4 Hz, R)

3CNMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 182.6; 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 G4H,4N,0,S, + H:  639,3027
znaleziono:  639,3050
An. spal. Obliczono dla G4H,4N,0,S,:  ¢-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. [a3’] =-172,0 (c=0,62; DCM)

DAA-ValOBn 71h
@ p Z6lty proszek, 148 mg (21%), t.t. 153-155
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IHNMR

1I3CNMR

HRMS

An. spal.

(500 MHz, DMSO-dg) &: 10.08 (s, 2H, H); 8.73 (s, 1H, Hy); 8.68 (s, 1H,
Hg); 8.08 (2H, dJ = 7.7 Hz, H,); 7.99 (2H, dJ = 8.5 Hz, H)); 7.79 (2H, d J

=7.0Hz, H,); 7.63 - 7.48 (m, 2H, k); 7.48 — 7.30 (m, 10H, R; 5.22 (2H, d,
J=12.4Hz,R); 5.17 (2H, dJ = 12.4 Hz, B); 4.98 (2H, ddJ = 7.7; 5.2 Hz,
Hq); 2.27 — 2.15 (m, 2H, B; 0.96 (6H, d,J = 7.1 Hz, R); 0.94 (6H, d,J =

7.1Hz,R)

(126 MHz, DMSO-dg) 6 182.7; 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

Obliczono dla GyH,,N,O0,S, +H:  707,2726
znaleziono: 707,2706

Obliczono dla GyH,,N,0,S,: 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

[a3’] = —141 (c=0,5; DCM)

DAA-PheOMe 71i

|
A~ 04,0
LI

NH
S)\NH

, . Zofty proszek, 292 mg (45%), t.t. 107-11D

L

HN™ s

IHNMR

1I3CNMR

HRMS

An. spal.

O.R.

(500 MHz, DMSG-dg) &: 10.05 (s, 2H, H); 8.71 (s, 1H, Hy); 8.70 (s, 1H,
H,); 8.02 (2H, d,J = 8.5 Hz, H)); 7.89 (2H, d,J = 7.7 Hz, H); 7.57 — 7.45
(m, 2H, R); 7.41 (2H, d,J = 7.0 Hz, H,); 7.37 — 7.08 (m, 10H, #R,); 5.60
—4.90 (m, 2H, H); 3.69(s, 6H, B); 3.17 —3.08 (M, 4H, B

(126 MHz, DMSO-dg) & 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

Obliczono dla GgH4,N,O,S, +H:  651,2100
znaleziono: 651,2087

Obliczono dla GgH4,N,O,S,: 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

[a2°] = —168,3 (c=0,485; DCM)
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DAA-PheQiPr 71;j

Y. Z6lty proszek, 177 mg (25%), t.t. 101-103
<j\/\[NH HNJ/Q
A

S NH HN™ ~s

P &

IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 10.07 (s, 2H, H); 8.73 (s, 1H, H); 8.70 (s, 1H,
Hg); 8.03 (2H, dJ = 7.6 Hz H,); 7.80 (2H, dJ = 7.9 Hz, H,); 7.55 — 7.47 (m,
4H, H,+R,); 7.40 — 7.09 (m, 10H, k¥R,); 5.25 — 5.17 (m, 2H, R; 4.96 —
4.75 (m, 2H, H); 3.17 (2H, ddJ = 13.5; 5.9 Hz, B); 3.09 (2H, dd,J = 13.5;
7.1Hz, R); 1.13 (6H, dJ = 6.2 Hz, R); 1.05 (6H, dJ = 6.2 Hz, R)

1I3CNMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 181.9; 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 GyH,,N,0,S, +H: 707,2726
znaleziono: 707,2726

An. spal. Obliczono dla GyH,,N,0,S,: 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. [a2]=-129,3 (c=0,55; DCM)

DAA-PheOnBu 71k

3 - Z6tty proszek, 257 mg (35%), t.t. 71-76
3 e
S7NH HN’gS
o0

HNMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 10.07 (s, 2H, H); 8.72 (s, 1H, H); 8.70 (s, 1H,
Ho); 8.03 (2H, d,J = 8.5 Hz, H,); 7.82 (2H, d,J = 7.6 Hz, H,); 7.56 — 7.48
(m, 2H, R); 7.45 (2H, dJ = 7.0 Hz, H); 7.30 — 7.17 (m, 6H, B; 7.13 (4H,
m, Hy+R,); 5.30 — 5.23 (M, 2H, {); 4.04 —3.92 (m, 4H, B; 3.16 (2H, ddJ
=13.8; 6.2 Hz, R); 3.09 (2H, ddJ = 13.6; 6.9 Hz, R); 1.49 — 1.40 (m, 4H,
R,); 1.25 - 1.16 (m, 4H, R); 0.82 (6H, t.J = 7.4 Hz, R)

BCNMR (126 MHz, DMSO-dg) & 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 GsH5oN,0,S, +H:  735,3039
znaleziono: 735,3034
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An. spal. Obliczono dla GgH5oN,0,S,: 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. [aZ’] = 136,9 (c=0,55; DCM)

DAA-PheOBn 71l

@ H@ Z6kty proszek, 297 mg (37%), t.t. 99-101

IHNMR (500 MHz, DMSO-@) 4: 10.05 (s, 2H, H); 8.71 (s, 1H, H,); 8.70 (s, 1H,
Hg); 8.02 (2H, d,J = 8.5 Hz, H,); 7.89 (2H, dJ = 7.7 Hz, H); 7.57 — 7.45
(m, 2H, R); 7.41 (2H, dJ = 7.0 Hz, H)); 7.37 — 7.08 (m, 10H, k#R,); 5.22
(2H, d,J = 12.4 Hz, R); 5.17 (2H, d,J = 12.4 Hz, RB); 5.10 — 4.90 (m, 2H,
Hq); 3.69(s, 6H, B); 3.17 —3.08 (m, 4H, R

3CNMR (100 MHz, DMSO-@) 6 181.8; 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 GgH,,n,0,S, +H:  803,2726
znaleziono: 803,2715

O.R. [a3’] =—149,8 (c=0,46; DCM)

DAA-TrpOMe 71m

Z6lty proszek, 240 mg (37%), t.t. 154-157

IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 10.87 (s, 2H, H); 10.07 (s, 2H, R); 8.74 (s, 1H,
H,0); 8.68 (s, 1H, H); 8.00 (2H, d,J = 7.7 Hz, H); 7.84 (2H, d,J = 6.5 Hz,
H,); 7.53 — 7.40 (m, 6H, R¥H,); 7.34 (2H, d,J = 8.0 Hz); 7.12 — 6.98 (m, 4H,
R,); 6.93 (2H, t,J = 7.3 Hz, R); 5.37 — 5.28 (M, 2Hg); 3.31 (s, 4H, R)

3CNMR (126 MHz, DMSO-dg) & 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 GoH3cNgO,S, +H:  729,2318
znaleziono: 729,2315
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An. spal. Obliczono dla GyH3NgO,S,: 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-GIyOEt 71n

~ -~ Zoty proszek, 198 mg (40%), t.t. 160-182
O\]V\O OTO
NH HN

IHNMR (500 MHz, DMSO-dg) &: 10.04 (s, 2H, H); 8.73 (s, 1H, H,); 8.69 (s, 1H,
Ho); 8.04 (2H, dJ = 7.6 Hz, H,); 8.00 (2H, t,J = 5.2 Hz, H,); 7.64 — 7.44 (m,
4H, , Hy+H,); 4.30 (4H, dJ = 5.3 Hz,4); 4.15 (4H, q,J = 7.0 Hz); 1.23 (6H,
t,J =7.0 Hz)

BCNMR (126 MHz, DMSO-dg) & 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 G4H,4N,O,S, +H:  499,1474
znaleziono: 499,1470

An. spal. Obliczono dla G,H,,N,O,S,: 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

Izocyjanian otrzymatem z chlorowodorku estru metyloweguyfeala-

| |
@Jr Hlm niny jak w procedurze dla receptoréw DAB (str. 165). Otrzymany izo-

07 "NH

cyjanian (850 mg, 4,14 mmol) zmieszatem z diamB@ (208 mg,
1mmol) w odtlenowanym DCM (50 mL). Po ok. 2h, mieszanine reak-
cyjna poddatem bezgoednio oczyszczaniu chromatograficznemu, do-
celowy zwiazek wymylem 10% acetonem w DCM. Krystalizowatlem
z uktadu DCM-heksan. Pomadrezowy proszek, wyd 435 mg (70%),
t.t. 183-186C.

IHNMR (400 MHz, DMSO-@) &: 10.54 (s, 2H, H); 8,90 (2H, dJ = 7.7 Hz, H); 8.74
(s, 1H, Hy); 8.73 (s, 1H, H); 8.15 (2H, d,J = 8.5 Hz, H); 7.57 — 7.45 (m,
2H, R); 7.52 (2H, d,J = 7.0 Hz, H,); 7.37 — 7.08 (m, 10H, k#R,); 5.60 —
4.90 (m, 2H, H); 3.69(s, 6H, B); 3.17 — 3.08 (M, 4H, B

BCNMR (100 MHz, DMSO-¢) 6 179.8; 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 GgH3,N,Og:  C-69.89; H-5.54; N-9.06; O-15.52
znaleziono: C-68,20; H-5,80; N-8,56

OR. [aZ]=-13,5 (c=0,56; DCM)

N,N’-bis-(etoksykarbonylometylo)amid kwasu pirydyno-2,6-
dikarboksylowego, 130

Dichlorek kwasu pirydyno-2,6-dikarboksylowego (612 mg, &at)

X
o | N rozpuscitem w suchym DCM (30 mL) pod argonem, schtodzitem do
NH HN 0°C, dodatem DIPEA (2,5 mL, 15 mmol) i chlorowodorek estru etylo-
COOEt COOEt  \vego glicyny (1,1 g, 8 mmol). Mieszaning doprowadzitem do t.pok. i

mieszatem przez 2h. Miszaninge zatEem na wyparce do ok 1/3 obje-
tosci, dodatem octan etylu (50 mL). Faze organiczna przemytem 10%
NaHSQ, (2x50 mL), 10% NaHCQ (2x50 mL) i solanka (30 mL), na-
stepnie wysuszytem nad MgGQRoztwor zatgytem na wyparce. Pro-
dukt suszytem w eksykatorze mdiowym. Biate krysztaty, 850 mg
(77%)

IHNMR (400 MHz, DMSO-@) &: 9.75 (2H, t,J = 6.2 Hz, NH); 8.40 — 8.05 (m, 3H,
Ar); 4.38 — 3.90 (M, 8H, HphatRy); 1.22 (6H, t.J = 7.1 Hz, CH).

I3CNMR (100 MHz, DMSO-@) & 169.7; 163.7; 148.1; 139.8; 124.6; 60.7; 41.0; 14.1
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5.1.6 Syntezy zwiazkoéw znakowanych deuterem

kwas (S)-2-fenylo-2-hydroksy(2-2H)octowy 131

D OH

©>\COOH

"y O

Do D,O (15 mL) dodatem NaOH (2 g, 50 mmol) i kwadR/S}
migdatowy (5 g, 32,9 mmol). Klarowny roztwér przeniostem do na-
czynia Schelnka i ogrzewatem w 120 przez 20 h. Po ostudzeniu do
t.pok. roztwoér zakwasitem ste HCI do pH~ 3 i ekstrahowatem octa-
nem etylu (3x30 mL). Potaczone fazy organiczne wysuszytem MgSO
i zatezytem. Surowy produkt krystalizowatem z chloroformu. Otzyma-
tem 2,869 (56%) kwasu o stopniu deuterowania 87%. Znakowany ra-
cemiczny kwas (2,68 g, 17,5 mmol) zmieszalem z réwnomolowa ilo-
scia §-1-fenyloetyloaminy (PEA104) (2,2 mL, 17,5 mmol), powsta-

ta biata s6l rozpacitem we wrzacym etanolu (16 mL). Po ostudzeniu
do 4°C odsaczytem biate krysztaty, ktére przemytem zimnym etano-
lem (2 mL), po wysuszeniu otrzymatem 2,23g (46,5%) soli, w ktorej
migdalan miat ee=55% (analiza GC po przeksztatceniu w ester izopro-
pylowy!1®), po powtodrzeniu krystalizacji (7,5 mL EtOH) otrzymatem
1,209 soli (25%), ee migdalanu wynosito 87%. Sol zawiesitem w octa-
nie etylu (10 mL) i wytrzasatem i z 10% NaH3QO0 mL, faze organi-
cza zawierajaca kwas migdatowy wysuszytem nad MgB@tezytem.
Wydzielony kwas migdatowy (650 mg) krystalizowatem z dichloroeta-
nu (5mL), otrzymalem 450 mg kwasu migdatowego (wyd. kryst: 70%)
0 ee=96,5%; stopfedeuterowania 87%. Catkowita wydaptosyntezy

to 9%.

I3CNMR (100 MHz, DMSO-dy) & 174,26; 140,29; 128,24; 127,77; 126,75; 72,14 (t
J=22,3Hz, G)

(2H5)-Fenyloglioksalan etylul06 otrzymatem zgodnie z przepisem literaturowsAh

183



Kwas (S)-pentadeuteromigdatowy, 109

Otrzymatem zgodnie z przepisem literaturowdfh Ester106 (2,0 g,
10,9 mmol) rozpacitem w suchym THF (10 mL) w naczyniu Schlenka
pod argonem i schtodzitem de78°C, po czym dodatem (+)-(IPGBCI
(107, 1,7m w heksanie, 7 mL, 12 mmol). Po trzech godzinach mieszania

w temp. -78°C, ogrzatlem do t.pok. Dodatem octan etylu (30 mL) i faze
organiczna przemytem 10% NaH$@0 mL), 10% NaHCQ (20 mL)

i solanka (20 mL). Faze organiczna wysuszytem nad MgSfpawo-

atlem na wyparce. Produkt poddatem chromatografii heksan:octan etylu
8:2 - 5:5. Zebrane frakcje zawierajace produkt byly zanieczyszczone
pochodnymi reduktora. Zanieczyszczony ester rézpem w etanolu

(20 mL) i dodatem wodny roztwoér NaOH (1,2 g, 30 mmol w 10 mL wo-
dy). Po ok. 2h mieszania dodatem wody (30 mL), faze wodna przemy-
tem dichlorometanem (2x20 mL), nastepnie faze wodna zakwasitem ste-
zonym HCIl do pH- 3. Wytracony bialy osad odsaczytem i wysuszytem
w eksykatorze praniowym. Wyd. 940 mg (55%), ee=89%. Kwas ten
krystalizowalem z dichloroetanu, otrzymatem 850 mg kwasu o ee>99%
i stopniu deuteracji 98%

I3CNMR (100 MHz, DMSO-dg) & 174.8; 140.7; 128.3 4t J=24,2 Hz); 127.8 ¢,
J=22,9 Hz); 126.9 ¢, J=24,5 Hz); 73.0.

AcetylowanieD-fenyloalaniny deuterowanym chlorkiem acetylu (SZIIDCI) przeprowa-
dzitem wg. przepisu literaturowed®’, produkt krystalizowatem z acetonu, bezbarwne krysz-
taty, t.t. 171-172C.

5.1.7 Syntezy zwiazkow do immobilizacji na fazie stacjonarnej i modyfi-
kacje powierzchni faz stacjonarnych

2-(4-hydroksyfenylo)-2-oksooctan etylLi{9) otrzymatem zgodnie z przepisem literaturowAith

HO
(@)
OYLO/\
(@]

119
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2-(4-propargiloksyfenlo)-2-oksooctan etylu, 121

o Fenol (19) (3,92 g, 20 mmol) rozpscitem w DMF (60 mL), dodatem
mo\/ Swiezo destylowanego bromku propargilu (2,8 mL, 25 mmol),3O;

° (5,5 g, 40 mmol), mieszatem intensywnie przez 16h w t.pok. Nastepnie
zatgytem na wyparce, dodatem octanu etylu (100 mL), faze organiczna
przemytem woda (3x100 mL), wysuszytem nad MgSQatezytem na
wyparce, otrzymany olej suszytym pod wysokaznid. Pomiaraczo-

\\

wy olej, wyd: 4,99 (98%).

IHNMR (400 MHz, CDC}) &: 8,01 (2H, dJ = 8,5 Hz); 7,05 (2H, dJ = 8,5 Hz); 4,77
(2H, d,J = 1,5 Hz); 4,42 (2H, g = 7,1 Hz); 2,57 (1H, tJ = 1,9 Hz); 1,41
(3H,t,J=7,1 Hz).

BCNMR (125 MHz, CDC}) 6 184,7; 163,9; 162,7; 132,4; 126,1; 115,0; 77,3; 76,5;
62,2;: 55,9; 14,1.

An. spal. Obliczono dla G3H,,0,: C-67,23; H-5,21
znaleziono: C-67,68; H-6,01

(kwas S)-2-(4-propargiloksyfenlo)-2-hydroksyoctowy, (117)

OH Procedura analogiczna jak dl@9. Do reakcji wzialem ketoester21

J@ACOOH (1,37 g, 5,9 mmol), po dwéch etapach otrzymatem hydrosky k&js (
o

Zz 117) z wydajncscia 510 mg (42%) o czys$oi optycznej ee=87%

IHNMR (400 MHz, CDC}) &: 8,19 (s, 1H); 7,34 (2H, d] = 8,3 Hz); 6,95 (2H, dJ =
8,3 Hz); 4,94 (s, 1H); 4,78 (s, 2H); 3,53 (s, 1H),

13CNMR  (125MHz, CDC}) 6 174,5; 156,7; 133,5; 127,9; 114,5; 79,4; 78,2; 72,1; 55,4

An.spal. Obliczono dla GH,,0,: C-64,07; H-4,89
znaleziono: C-64,22; H-5,05

AcTyrOMe (123), otrzymatem na drodze acetylowania chlorowodorku estru metylowego

tyrozyny!3®

(2S5)-2-acetloamino-3-(4-propargiloksyfenylo) propionian metylu,
Ac-I-Tyr(Propargil)OMe, 124

e~ COOMe Prodcedura analogiczna do otrzymywadil. Z fenolu 123 (2,06 g,

o - HNYO 8,71 mmol) otrzymatem zwiazek24 w postaci brunatnych krysztatow

z wydajncscia 2,12 g (90%), t.t. 78-8C

\\
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HNMR (400 MHz, CDC}) &: 7,01 (1H, d,J = 8,7 Hz); 6,89 (1H, dJ = 8,7 Hz); 5,95
(1H, d,J = 7,2 Hz); 4,84 (1H, dt) = 7,8; 5,7 Hz); 4,66 (1H, dJ = 2,4 Hz);
3,72 (s, 2H); 3,09 (1H, dd] = 14,0; 5,8 Hz); 3,03 (1H, dd] = 14,0; 5,6 Hz);
2,52 (1H, tJ = 2,4 Hz); 1,98 (s, 2H)

3CNMR  (125MHz, CDC}) 6 172,1; 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 GsH;,NO,: C-65,44; H-6,22; N-5,09
znaleziono: C-65,15; H-6,15; N-5,16

kwas (2S5)-2-acetloamino-3-(4-propargiloksyfenylo)proanowy,
Ac-I-Tyr(Propargil)OH, 132

coon ESter 124 (1,98 g, 7,28 mmol) rozgcitem w mieszanine meta-

/om\fo nol:woda 3:1 (40 mL) i dodatem wodorotlenek litu (LiOH,, 640 mg,

15,2 mmol). Po dwdch godzinach mieszania w t.pok., zdégn mie-

szanine do usuniecia metanolu, nastepnie zakwasite@riti€l do pH~

3, wytracony kwas ekstrahowatem do octanu etylu (20 mL). Faze orga-

nicza po oddzieleniu od wodnej wysuszytem nad Mg$@atezytem.

Uzyskany olej suszytem pod wysoka prda, & wykrystalizowat po 4h.

Otrzmyatem szary proszek, wyd: 1,69 g (90%), t.t. 143°TA5

IHNMR (400 MHz, DMSO-dg) 6: 12.63 (s, 1H); 8.17 (1H, d] = 8.0 Hz); 7.16 (2H,
d,J=8.4 Hz); 6.90 (2H, tJ = 10.0 Hz); 4.75 (2H, d) = 2.2 Hz); 4.40 — 4.29
(m, 1H); 3.54 (1H, tJ = 2.2 Hz); 2.97 (1H, ddJ = 13.9; 4.8 Hz); 2.77 (1H,
dd,J=13.8; 9.5 Hz); 1.78 (3H, 51 = 9.6 Hz)

B3CNMR (125 MHz, DMSO-dg) § 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 G4H;5sNO,: C-64,36; H-5,79, N-5,36
znaleziono: C-64,02; H-5,82; N-5,30

Azydek oktylu (L26) otrzymatem wg literaturowej procedur3p

Modelowa reakcji ,,click”: 132 + 126

l? Alkin 132 (80 mg, 0,30 mmol) i azydek26 (47 mg, 0,30 mmol) roz-
W\L puscitem w DMF (5 mL) i dodatem CuSQ(CuSQ -5H,0, 7,5 mg,
IR o 0,03 mmol) i askorbinian sodu (9 mg, 0,045 mmol). Po 4h mieszania w

on t.pok. mieszanine zatgtem na wyparce z pompa olejowa. Otrzymatem
produkt zanieczyszczony katalizatorem 6w substratéw
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IHNMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 8,20 (s, 1H); 8,17 (1H, d] = 8,1 Hz); 7,15 (2H, d,
J=8,4 Hz); 6,93 (2H, dJ = 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] = 13,8; 8,4 Hz); 1,84 — 1,75 (m,
5H); 1,41 - 1,14 (m, 10H); 0,84 (3H,3,= 6,7 Hz)

B3CNMR (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; 4,0)

5.2 Miareczkowania

5.2.1 Procedura przygotowania roztwordw i analiza niepewn&ci

Jak pokazatem w rozdziale 2.3.2.1 sttavyznaczona za pomoca miareczkowania jest bardzaliwa

na wiele potencjalnych rodzajéw btedéw. Nawet przy optymalnie dobranyzkrsggeh i prostym mo-
delu wiazania niepewrs wyznaczonej statej zatg od wielu czynnéci zwiazanych z przygotowaniem
probki. Swiadomat potencjalnych zrodet bledéw pomogta mi zoptymalizovpeocedure przygotowa-

nia roztworéw oraz oszacowaniepewn&t pomiaru. Obok zoptymalizowanej przeze mnie procedury
dla miareczkowa pod kontrola UV-Vis, przedstawitem procedure stosowana w Zespole dla miareczko-
wah NMR. Spobob przeprowadzantzest etapéw dla miareczkoiaNMR wynikata z konieczngci
oszczednegoaywania rozpuszczalnikéw deuterowanych.

Nawazki przygotowywatem na wadze Metler Toledo XS205 zapewniajaca odczyt masy z doktadno-
scia 0,01 mg. Mase pustych naézftara), oraz nacZyz nawaka (brutto) wyznaczatem przynajmniej
dwukrotnie, @ do uzyskania spéjnych wynikowA(m < 0,05mg) Niepewnst pomiaru masy ocenitem
na 0,05 mg. Przy nave&ach przekraczajacych 5mg wzgledny btad wynosit <1%. Uznakenwiek-
szy btad mae wynika& z czyst&ci wzytych zwiazkéw. Dla receptoréw oszacowatem btad wynikajacy
z obecn@ci zanieczyszczena 2% i uwzglednitem go w tabeli w pozydfl. Sole TBA wywane jako
G sa bardzo higroskopijne, dlatego ich odamnie obarczone jest wigkszym btedem. Jakkolwiek w Ze-
spole staramy sie przenogprocje soli maliwie szybko z zaargonowanego stoika do zakrecane; fiolki
to jednak kontakt z powietrzem jest nieunikniony i btad wynikajacy z pochtonietej wody oszacowa-
lem na 0,2mg przy typowej nawee 20-30mg. Bardziej istotny wydaje mi sie problem cz§sitcoli
TBA — zawart&ci wody. Doktadne dosuszenie soli jest bardzo trudne, praktycznie nieveqgest take
utrzymywanie statej zawarsoi wody. Btad wynikajacy z tego faktu oszacowatem na 5% i zawartem w
Mg dla miareczkowania NMR. Majac na uwadze, higroskopijne wisciowdsci soli TBA sa jedna z
gtébwnych przyczyn diej niepewnéci w stgeniu przygotowanego roztworu zdecydowatem zastoéwoa
w swoich miareczkowaniach odmienne pdigg. Przygotowywatem nawki nie soli, lecz odpowied-
niego kwasow (migdatowego lub AcPheOH), ktére sa substancjami trwymi, krystalicznymi i niehigro-
skopijnymi. Nastepnie nawie rozpusczatem w ok 1 mL metanolu i dodawtem stechiometryczaa ilo
wodortlenku TBA. Wodorotlenek TBA jest dostepny handlowo w postaci 1,0 mofdwztworu w me-
tanolu. Alkacymetrycze miareczkowania, ktore przeprowadzitem dla dwéch butelek odczynnika pocho-
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dzacych z ranych dostaw daty rzeczywiste ggnia odczynnika wynoszace,946+ 0,016 mol dm—3

i (1,064+ 0,015 mol dnm3. Niepewndt stgzenia TBAOH (1,5%) zawarlem w niepewsm masy mo-

lowej G. Po dodaniu TBAOH roztwor zatgtem i suszytem pod wysoka pmdia w 40°C. Nastgpnie
przeniostem il§ciowo wyptukujac acetonitrylem do kolby miarowé25,00+ 0,04) mL. Przy miarecz-
kowaniach NMR, do nawsek H i G odpowiednia objeft rozpuszczalnika deuterowanego dodawatem
strzywka 1 mL z podziatka 0,01 mL. O ile roztwér H jest dosgzcighczony i przyjowatemze obojet&c
roztworu jest rowna objeéei rozpuszczalnika, tak dla roztworu G to uproszczenie nie jest zasadne. Przy
duzym stgeniu czastkowa objet8o molowa G ma znaczenia — finalna obfgt@oztworu jest wigksza

od objet&t rozpuszczalnika. Btad wynikajacy z tego zjawiska oszacowatem na ok. 30 pL przy rozpusz-
czaniu 50 mg G w 300 pL rozpuszczalnika. Bardzo razci®ne roztwory H do miareczkowaJV-Vis
przygotowatem dwuetapowo. Nawrke H rozpécitem w koblie miarowej5,00+ 0,02 mL (V1), porcje
pobratem pipeta automatyczna (zwykle ok. 200 uL, btad <0,8%j rozciehczytem w kolbie miaro-

wej (25,00+ 0,04 mL (V3). Roztwéry H przenositem do probéwek NMR za pomocy strzykawki 1 mL,
za5 objetGci roztworéw H w kuwecie wyznaczatlem na podstawigevaa — przy ok. 2 g roztworu btad
wazenia wynoszacy 1 mg jest nieistotny. Ostatecznie podczas miareczkowania NMR porcje titranta doda-
watem recznie strzykawkami Hamilton o obj. 25 i 100 pL; dokta&ndozowania objesei strzykawka

25 uL wynosi ok 0,3 uL. Miareczkowania pod kontrola UV-Vis prowadzitem z zastosowaniem pompy
strzykawkowej, ktérej doktadrsd przesuwu tloka G wynosi 0,5nL (btad 0,01% dla porcji 5puL),
wigkszy bfad wynika z doktadrsai wykonania strzykawki, ktéry producent okl na< 1937,

Podsumowaniem povigzych szczegotow praktycznej strony przygotowania roztworéw jest niepew-
nost molowego stosunku reagentéw w roztworze w dowolnym punkcie miareczkowania — ostatni wiersz
Tabeli. Z przeprowadzonej przeze mnie analizy wynika,niepewnst tego stosunku dla miareczko-
wah NMR maze siggé nawet 11%. Zoptymalizowana procedura dla miareczkow¥-Vis pozwala
osiagn& niepewn&t <3%. Jak wynika z Wykresu 2.7 (str. 36) dla odpowiednio niskichestgegantow
(K-[H]y < 1) btad w stgeniach przektada sig na taki sam btad w wyznaczonej statej. Oznazeania-
reczkowania NMR prowadzone wg. porszej procedury cechuje minimalna niepesmoa poziomie
10%, ktéra mae by wieszka w zalendsci od jakéci zebranych danych.

Trzeba jednak zaznaaozyze jezeli dwa miareczkowania prowadzone sa z wykorzystaniem tego sa-
mego roztworu, wéwczas c&eopisanych btedéw znosi sie. Z tego powodu wszystkie pary miarecz-
kowanh stizace do wyznaczenia selektyv@wd prowadzitem z wykorzystaniem tego samego roztworu
receptora, jedno po drugim.

5.2.2 Miareczkowania UV-Vis

Sposéb przygotowania roztworéw przedstawitem pogjy Do pomiaréw mytem acetonitrylu jakéci
HPLC o zawartéci wody <0,2%. Miareczkowania prowadzitem w sposéb zautomatyzowany, porcje
roztworu soli TBA dodawatem do roztworu receptora za pomoca pompy strzykawkowej w 30 krokach.
Pomiar widm UV-Vis rozpoczynatem po wymieszaniu roztworu, tj. 15 s od zekenia dodawania por-

cji titranta. Dla receptorow DAB mierzytem widmo w zakresie 240-300 nm, z krokiem co 2 nm przy
uSrednianiu 0,5 s na jedna dhuagarali. Dla receptorow DAA obserwowatem zakres 340-440 nm, z kro-
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Tabela 5.1:Zestawienie zrodet btedéw na poszczegdlnych etapach przygotowania roztworéw
do miareczkowania oraz wptyw tych btedéw na okreslenie molowych stosunkéw
reagentéw podczas miareczkowania

Miareczkowanie NMR Miareczkowanie UV-Vis
My 10+0,05 mg 160,05 mg
My | 500+10 g/mol 50@:10 g/mol
Roztwér H Vi | 2,5+0,03 mL 50,02 mL
V2 - 250+0,5 L
V3 - 25+0,04 mL
Vpom | 0,5+0,01 mL 20,001 mL
me 40+0,2 mg 380,03 mg
ROZtWOF G Mg | 400+20 g/mol 1522 g/mol
Vi| 0,4+0,03 mL 25+0,04 mL
Porcja titr. 5+0,3 uL 5+0,001 pL
cq | 8,00+2,4% mmol/L 4+2,1% pumol/L
ce | 0,25+9,0% mol/L 10t1,3% mmol/L
Wielkosci pochodne Ny | 4,0£3,1% pumol 80+2,1% nmol
ng | 1,25£11% pumol 50+1,3% nmol
ne/ny | 0,31+11% 0,63+2,5%

my, Mg - nawaki H i G; V; - objetdst, w ktérej rozpuszczatem nawgke H lub G;V, objetdt roztworu
pobrana do rozcigzenia do objetriVa; Vpom - 0bjetdst roztworu przeniesiona do naczynia
pomiarowego (kuwety lub probowkiy;i;r objetd&t porcji titranta.

kiem 2,5 nm i Grednianiem 0,4 s. Stenia i objet&ci titranta zostaly dobrane aby zape@vstopié
skompleksowania na koniec miareczkowapia= 0,7— 0,90. Dla receptorow DAB miareczkowanych
migdalanem nie obserowatem poziomego plateu, porde@mion migdalanu wykazuje absorpcje w mie-

rzonym zakresie.

Na poniszych wykresach przeprowadzonych miareczkowaznaczone sa punkty &eiadczalne,
krzywa teoretyczna bedaca ich dopasowaniem, oraz procentowe udziaty formy H i HG w mieszaninie
(odpowiednio czerwona i niebieska krzywa). Maty wykres pepprzestwaia w postaci stupkéw rozktad
resztek. Sinusoidalny rozktad dajacy sie zamytaw kilku przypadkach ma znikoma amplitude rzedu
0,5% wart&ci AAM®| jest nastepstwem btedéw w ggniach reagentow.
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5.2.3 Eksperymenty Joba

Eksperymenty Joba prowadzitem pod kontréld NMR, przy stgeniu ok 0,0, co zapewniato do-

bra czut& pomiaru. Pordej przedstawiam wykresy Joba dla czterech receptoréw, anionengbyt (
migdalan TBA. Dla receptor&9a Sledzitem przesuniecia wygnatu pochodzacego od pirolowego NH,
dla receptoréw serii DAB i DAASledzitem przesuniecia syngtadéwch pochodzacych od wewnetrzych
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atomow grupy (tio)mocznikowe;.

a) b)

00 01 0,2 03 04 05 0,6 0,7 0,8 09 1,0 00 0,1 02 03 04 0,5 06 0,7 08 09 1,0
X(H) A

0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 06 0,7 08 09 1,0 0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 08 09 1,0
x(H) x(H)

Rysunek 5.2:Wykres Joba dla a) 69a wskazuje na mieszang stechiometrie¢ HG + HG,, b)
70a i c) 71e) wskazuja prostg stechiometrie 1 : 1, wykres d) btednie sugeruje
prosta stechiometrie dla receptora 71m (a-CDCl;, b,c,d-CD;CN)

5.3 Miareczkowania konkurencyjne

5.3.1 Miareczkowania z receptorem odniesienia

Miareczkowania konkurencyjne prowadzitem w MeCN{dawart&t wody <0,05%). Steenie bada-
nego receptora wynosito 0,04, stezenie achiralnego receptora odniesienia 0)d0Hoczatkowa ob-
jetost w probéwceV = 0,5mL. Stgenie chiralnych soli TBA wynosito 0,1%. Roztwér anionu do-
dawatem w 8miu krokach po 6,25 L za pomoca mikrostrzykawka,d® osiagniecia 1 ekw. anionu
(NH. + Nyret = Nanion). Pozwalato to uzyska7 punktéw spetniajacych warunek (3.4). Pxgaia sygna-
téw mierzytem z doktadngcia do 3 miejsc po przecinku. Maksymalne przesunig®i&’f dla receptora
odniesieniar0i wyznaczytem za pomoca miareczkawadpowiednim anionem pod kontrotal NMR.
Wynosity oned™® = 9,170 ppm dla Man d"® = 9,307 ppm dla AcPhe. Wai0 maksymalnego prze-
sunigca dla badanego recepotra udoktadniatem numerycznie pod katem najwigkszé&cspdjnikow

migedzy wszystkimi punktami daviadczalnymi — minimalizacja (“;—S")Z

. Niepewn&t kazdego po-
miaru oszacowatem jako odchylenie standardowe wynikéw dla poszczegoélnych puniddwadiczal-
nych i przemnaytem przez wspétczynnik t-Studenta, wynoszacy 2,01 (d#a7 i przedziatu ufnéci

95%).
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5.3.2 Miareczkowanie bez receptora odniesienia

Miareczkowania konkurencyjne z wykorzystaniem racemicznego migdalanu prowadzitem w MeCN-d
Stezenie soli w prébce wynosito 0,04, a poczatkowa objeso 0,5 mL. Stgenie receptora ograniczone

jego rozpuszczalrszia wynosito 0,02. Porcje receptora do osiagniecia 1 ekw. dodawatensmio

krokach po 25 uL, nastepnie dodatem dwie porcje po 100 pL uzyskujac punkty 1,51 2,0 ekw. Za maksy-
malne przesunigcie jednego z enancjomeréw migdalanu przyjatemSartstatniego punktu miarecz-
kowania (2 ekw.)p™M#* dla drugiego udoktadniatem numerycznie tak, jak opisatem geyvyAnalogicz-

nie przeprowadzitem pomiary z zastosowaniem pseudoramicznicznej-znakowanej deuterem mieszaniny
migdalanu. Dla usprawnienia pomiaru do mieszaniny dodatem po 5 pL QITICl;, ktére sheyty za

sygnaty odniesienia. Niepewsbpomiaru oszacowatem w obu wariantach tak, jak dla miareczkowania

ze wzorcem.

5.3.3 Pomiary ELSE i ELLE

Przygotowaniezywic jonowymiennych

Zywica z przeciwjonem hydroksylowym Amb-OH
Handlowo dostepnaywice Amberlite-400-Cl (100 g, ok. 140 mL) unsigitem w szklanej kolumnie do
chromatografii i przeptukatem 5% NaOH (1 L) w powolnym przeptywie (ok. 30 mLThinaz kropla
wycieku dodana do 0t AgNO; powodowata tylko stabe zmetnienie. Nastepnjeiice przemytem wo-
da destylowana (1,5 L, przeptyw ok. 60 mL miY), az pH wycieku wynosito ok 8-9. W kolejnym kroku
ztoze przemytem metanolem (0,5 L, 60 mL mit), po odsaczeniu suszylem na wyparcezpiowej w
40°C.

Otrzymywanie zywicy z chiralnym karboksylanem, metoda ogoélna
Zywice Amb-OH (5 g, 9mmol grup funk.) zawiesitem w roztworze chiralnego kwasu (15 mmol) w
metanolu (25 mL) i mieszalem mechanicznie przez 10 min. Po opadnigeciu ziaren, rozpuszczalnik zde-
kantowatem zywice trzykronie wyptukatem metnolem, ktéry oddzielalem przez dekantacje, nastepnie
reszte metanolu odparowatem na wypai@pwice suszytem przez noc pod wysoka pméa. Dla kwasu
migdatowego otrzymatem 6,1Zxywicy (przyrost 1,12g), zas po zagniu potaczonych porcji metanolu
otrzymatem 920 mg osadu. Oba wyniki spéjnie wskazuja na obsadzenie grup funkcyjnyghviog
wynoszace 1,8 mmoltd.

Eksperyment ELSE
W zakrecanej fiolce 2 mL umseitem 10 umol receptora, 60 nagwicy (ok 100 pmol anionu), dodatem
200 pL acetonitrylu i 100 L 0,08 TBACI w MeCN (5 pumol. Wrzucitem mieszadetko magnetyczne
(4x1 mm) i zakrecitem fiolke. Intensywnie mieszatem przez 3h. Mieszaning przesaczytem przez warstwe
Celitu®(ok. 5mm) w pipecie zatkanej zwitkiem waty, przesacz zbhieratem do zakrecanej fiolki 2 mL. Dla
pomiaréw z migdalanem Celit przemytem izopropanolem (500 pL), dodatenH€l w izopropanolu
(100 uL). Fiolke zakrecitem nakretka z uszczelka silikonowo-teflonowa. Derywatyzacje prowadzitem w
90°C przez 30 min. Nastepnie roztwor ochtodzitem do t.pok., dodatem wode (500 pL) i ekstrahowatem
otrzymany ester do n-heksanu (200 it®) Dla pomiaréw z aminokwasami, Celit przemytem aceto-
nitrylem (500 pL), dodatem jodek izopropylu (2 pL, 20 umol). Fiolke zakrecitem nakretka z uszczelka
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silikonowo-teflonowa. Derywatyzacje prowadzitem w°8przez 1 R1°.

Eksperyment ELLE
Racemiczny wodny roztwér migdalanu sodu Q,2doprowadzitem do pH=6 dodajac kroplami 01
HCI i NaOH. W zakrecanej fiolce unseitem 10 umol receptora, dodatem 500 uL QyOtoztworu
TBACI w DCM i 500 pL wodnego roztworu migdalanu sodu. Fazy intensywnie mieszatem na miesza-
dle magnetycznym przez 3h. Po zaprzestaniu mieszaniu i rozdzieleniu fazzyciy mikrostrzykawki
250 pL pobieratem ostemie faze organicza, ktéra przenositem do kolejnej fiolki, w ktérej prowadzitem
derywatyzacje tak jak w metodzie ELSE.

Analiza GC enancjomeréw migdalanu
Estry izopropylowe kwasu migdatowego ekstrahowane do n-heksanu analizowatem na kolumnie Chirasil-
Dex-CB (25m, Agillent). Warunki rozdziat¥astrz= 3 UL, split=8:1tco = 130°C, przeptyw 2 mL min?,
tinj = 230°C, tgetek = 250°C, tr[min]: 8,1((S-Man) i 8,9 (R)-Man).

Analiza GC mieszaniny aminokwasow
Estry izopropylowe N-acetylowych pochodnych aminokwaséw analizaowatm na kolumnie Chirasil-Val
(25m, Agillent). Warunki rozdziatuVnasyrz = 3L, split=8:1,tc = 60°C 3 min, ramp. 5C min—1;
120°C , przeptyw 1,5mL min?, tinj = 230°C, tgetek = 250°C, tg[min]: 8,5 (p-Ala), 9,7 (-Ala), 12,2
(D-Val), 13,6 (-Val), 15,4 p-Leu), 17,6 (-Leu), 24,7 O-Met), 25,9 (-Met), 27,4 p-Phe), 28,4 (-
Phe).

5.4 Pomiary MS

Roztwory do pomiaréw MS przygotowatem zyciem acetonitrylu klasy LC-MS (Merck).

Pseudoracemiczne mieszaniny soli TBAtrzymatem poprzez zmieszanie rownomolowyclséio
znakowanego i nieznakowanego enancjomeru kwasu (po. ok. 0,2 mmol), mieszaningciteapwv
metanolu (5 mL), za pomoca pipety automatycznej dodatem doktadnie 1 ekw. mianowanego roztworu
TBAOH w metanolu 1,065 mol dire. Metanol odparowatem na wyparce, pozostaty olej suszytem pod
wysoka prania. Olej rozp&citem w acetonitrylu i przeniostem Bgiowo do kolby miarowej 10 mL,
rozcienczytem do 10 mL, otrzymugoztwor o znanym szeniu.

Pomiar RPI
Do typowego pomiaru Msaywatem mieszaniny receptora i pseduoracemicznej solizesigch odpo-
wiednio: 2,5x 1076 M i 2,5 x 10~° M. Takie stgenia gwarantowahze intensywngt syngtow od kom-
pleksow byta w optymalnym przedziale czétodetektora (5« 10° - 5 x 10° cps)

Aparat: 4000 Q-TRAP (Applied Biosystems)
Zrédhu jonéw - Electospray Turbo lon
Ustawienia zrédta jonow:
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gaz kurtnowy curtain gas CUR 20 psi

gaz rozpylajacy ionsourcegasl GS1 20  psi
potencjat deklasteringu declustering potential DP 0 \%
napigcie iglicy lon Spray (IS) 4500 V

Roztwér dozowany byt pompa strzykawkowa z szydkia 10 uL mint. Analiza intensywnéci piku
o wybranej wartéci m/z realizowana byta aparaturowa proceddratiion.

5.5 Fazy stacjonarne

Impregnowanie handolwych ptytek TLC
Plytki pokrytezelem krzemionkowym 60 (Merck) o wymiarach 10x10 cm zanurzatem na 5 s w roztworze
wybranej soli TBA w metanolu, po wyjeciu ptytke osuszatem recznikiem papierowym, nastepnie suszy-
tem przez 8h w eksykatorze pmdiowym. Kontrolna ptytke odniesienia zanurzatem w czystym metanolu
i suszytem w taki sam sposob. Receptory nanositerzei@a pomoca kapilary, ptytke analizowatem
przy wyciu lampy UV 366 nm.

Piytki pokrywane samodzielnie
Do wody destylowanej (90 mL) dodatem 25% roztw6r TMAOH w metanolu (10,3 mL, doktadrerses
2,42 moldnT3, 25 mmol) oraz enancjomerycznie czysty kwas migdatowy (3,8g, 25 mmol, 0,5 mygg)li/g
mieszatem ado catkowitego rozpuszczenia kwasu. Do roztworu dodatem nasteginikezemionkowy
(50 g, 10% gipsu), wymieszatem do uzyskania jednorodnej zawiesiny. Wazstwgozporowadzatem
szklanych ptytkach 20x20cm za pomoca recznego aplikatora Camag Agialvearstwy ustawiona na
0,50 mm. Opisana porcja zawiesiny mogtem powlec 4-5 ptytek. Plytki pozostawitem do wyschnigcia na
noc. Bezpérednio przed zyciem, ptytki suszytem przez 2h w suszarce w tempC8®nalizy prowa-
dzitem na pocietych ptykach o wielkoi 10x10 cm. Receptory nanositem n&l za pomoca kapilary,
ptytke analizowatem przyayciu lampy UV 366 nm.

CSP-1
Zywice Amberlite-400 z jonami hydroksylowymAmb-OH (5,0 g) zawiesitem w roztworze kwasu
(S)-migdatowego (1,7 g, 11,2 mmol) w metanolu (30 mEZywice przeptukatem czystym metanolem
(3x30 mL) oddzielajac rozpuszczalnik przez dekantacje, reszte rozpuszczalnika usunatem na wyparce.
Nastepniezywice roztartem w mozdzmi na drobny proszek i suchym ziem napetnitem obudowe do
kolumny HPLC o wymiarach 10 cm x 4,6 mm ID.

CSP-2
Zel krzemionkowy do HPLC (6,59, Watsil spherical, 100 A, 5 pum, 36@nt) wysuszylem przez aze-
otropowe odpoarowanie wody z toluenem. Suaky zawiesitem w suchym toluenie (35 mL) i doda-
lem 3-bromopropylotrichlorosilan (65 pL, 0,25 mmbl, reakcje prowadzitem w temp. wrzenia pod
chtodnica zwrotna, pod argonem, z mieszaniem mechaninczym przez Zedmidsaczytem na lejku
ze spiekiem G5 i przemytem toluenem. Analiza elementarna p#kisuszonego w 5 pod wyso-
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ka pr&nia data wynik: C-1,55%; H-0,37%; Br-0,92%, co odpowiada obsadzeniu powieretthk 1
czast. na 10 nf(75 pmol g1).
Nastepniezel zawiesitem w toluenie (35 mL) z heksametylodisilanem (HMDS, 2 mL), reakcje prowa-
dztem w temp. wrzenia, pod chtodnica zwrotna, pod argonem, z mieszaniem mechanicznym przez noc.
Zel odsaczytem i przemylem. Analiza elementarna data wynik: C-2,0%; H-0,55%, Br-0,89%, co wska-
zuje na przytaczenie grup trimetylosililowych do powierzchni.
Zel zawiesitem w acetonitrylu (30 mL), dodatem tributyloamine (2 mL) reakcje prowadzitem w temp.
wrzenia z mieszaniem mechanicznym przez a@t.odsaczytlem i przemytem. Analiza elementarna da-
ta wynik C-2,73%; H-0,71%; N-0,10%, co jest zgodne z catkowitym podstawieniem bromu przez grupe
tributyloaminowa. Wyniki analizy elementarnej dla bromu nie byly powtarzalne, co za tym idzie miaro-
dajne.
Zel zawiesitem w cykloheksanie i zawiesina napetnitem obudowe kolumny do HPLC. Byeiiypom-
py do HPLC przez kolumne przegeitem 200 mL 0,M roztworu §)-migdalanu TBA w acetonitrylu
(140-krotny nadmiar wzgledem jonoéw bromkowych na kolumnie), w wolnym przeptywie 0,1 mL/min.
Nastepnie kolumne przemytem czystym acetnitrylem (100 mL). Tak przygotowana kolurymwatam
do analiz.

Zel krzemiokowy z grupami azydkowymi (CSP-4)Pokrywanie powierzchni krzemionki bromo-
proylotrichlorosilanem oraz HMDS przeprowadzitem tak jak @@&P-2
Zel krzemionkowy modyfikowany grupami bromopropylowymi zawiesitem w DMF (30 mL) i dodatem
azydek sodu (2 g), reakcje prowadzitem w8@rzez noc. Krzemionke odsaczytem, przemytem DMF
i THF, wysusztem. Analiza elementarna: C-2,2%, H-0,49%, N-1,6%, Br-brak, wskazyzeateakcja
substytucji przebiegta do kea. Obecn& grup -N, potwierdza pasmo 2115 cm na widmie IR (w
KBr). Obsadzenigelu - 1 czast. na 10 {75 pmol g 1).

Procedura typowej reakcji dipolarnej cykloaddycji miedzy modyfikowana krzemionka (CSP-
4) a kwasami 117118
Modyfikowanyzel CSP-4(500 mg, 37 pmol grup §) zawiesitem w DMF (5 mL), dodatem odpowiedni
kwas z podstawnikiem propargilowym (1 mmol), CuS@2 mg, 0,05 mmol) oraz kwas askorbino-
wy (12 mg, 0,07 mmol). Reakcje prowadzitem przez 1-3 dni, testowatem temperatury 25, 20.i 80
Opcjonalnie dodawatem ligari®7 (26 mg, 0,05 mmol). Postep reakcji ocenialem 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 uzyskatem za pomoca programu Spartan (Wavefunction Inc.), optymalizacje
struktury przeprowadzitem za pomoca pétempirycznej metody PM6. Uzyskane geometrie maja charakter
jedynie pogladowy.
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Praca zostata zawna przy pomocy program8lieX z wykorzystaniem nastepujacych pakietéw, ktére
bardzo wspomogty prace z numeracja zwiazkéw chemicznych, notacja wzoréw czasteczek i zapisem
reakcji chemicznych:

— chemcompunds
— chemstyle

— mhchem
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