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1. WPROWADZENIE

Kwasy aminofosfonowe nalezg do obszernej klasy zwigzkéw fosforoorganicznych

posiadajgcych grupe aminowq oraz fosfonowa. Czesto termin kwasy aminofosfonowe jest
rozszerzany na zwigzki z grupami fosfinowymi i/lub zawierajagcymi azotowe analogi funkc;ji
aminowej (np. hydrazyny, hydroksyloaminy, etc.) [Kuhkar&Hudson, 2000] ™.

Gtéwne typy zwigzkéw spetniajgce kryterium nazwy kwasy aminofosfonowe i ich

pochodnych zestawiono w Tabeli 1-1.

Tabela 1-1. Kwasy aminofosfonowe

o) o] o
1,0, 1,0 In_R
HZN—R—R H HZN—R—P\ H HZN—R—P\
O-H R R'
Kwas aminoalkilofosfonowy Kwas aminoalkilofosfinowy Tlenek aminoalkilofosfiny

0
H2N+ﬁ{;g(0H)2
2

I
H,N—C—P(OH),
H2

0
H2N+CHZj;P(OH)2

i
H2N+(H3j?P(OH)2

i
H2N+(H3j:P(OH)2

Gly?
[szereg a-AA"]

B-Ala®

y-Hala’

5-Nval®

Kwasy w-aminoalkilofosfonowe

Kwasy N-alkilo-w-aminoalkilofosfonowe (R-AA")

§)
R—H~chzj;lFl>(0H)2

%)
R2N+ﬁ{7g(om2
2

o)
RSN*—PS{;H(OH)Z
2

i
NH(3_n)+ﬁ—P(OH)2]n
2

R-AAP R,-AAP Rs-AAP
Pochodne kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych (AAP)
0 [6) ) ) o)
H H 1l_OH H N1_O-R H Il
HZN—(lj—P(OH)Z HZN—(I:—P\ HZN—(I:—F: Y—H—Clt—P(OH)Z
R O-R' R O-R' R
AAP AA"(ORY) AA"(OR")( OR?) Y-AA®

Kwasy w-hydrazyno-, hydroksyloamino- i fosfonio-alkilofosfonowe

0
I
HZN—H+CH:{;P(OH)2
2

0
HO—H+c|_:|jFIF|>(OH)Z

0
HZN—o+cH:{F|I=|’(OH)2
2

o
Rf—[—ﬁ{;g(omz
2

Gwattowny wzrost zainteresowania zwigzkami

dekadach) jest odzwierciedlony przez ponad 5000 prac do roku 1987 [Soroka, 1987'7;

klasy P-C-N (szczegdlnie w ostatnich

[21.

Ryglewski&Kafarski, 1996[3]], i ponad 6000 prac dotyczgcych amino-fosfonianéw do roku

2001 [Kafarski&Lejczak, 2001][4], a takze liczbg monografii i prac przegladowych [Kabachnik i




w-cy, 1968 [5]; 1974[6]; Petrov i w-cy, 1974[7]; Praier&Rachon, 1975[8]; Redmore, 1976[9];
Kukhar&Solodenko, 1987[101; Engel, 1988[11]; Kudzin 1996, 20051; Kudzin i w-cy 20111, 20117
[1215). " yziel&Genet, 1997 Kukhar&Hudson, 2000'"]. Waga biologicznej aktywnosci
aminofosfonianéw znalazta swoje odbicie w opublikowaniu szeregu monografii
[Kukhar&Hudson, 2000™; Hildenbrand i w-cy, 1983""; Collinsova&Jiracek, 2000"&
Romanenko&Kukhar, 2006[19]; Wardle i w-cy, 2007[201; Orsini i w-cy, 2010[21]], wigczajac serie
przegladow Wroctawskiej Szkoty Aminokwaséw i Peptydéw [Kafarski& Mastalerz, 198422,

Kafarski&Lejczak, 1991, 2001, 2009'* 2> 24,



2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. KWASY AMINOFOSFONOWE

Chronologicznie pierwszy kwas aminofosfonowy - kwas 4-dimetyloaminofenylofosfonowy
(4-Me,-AP?) — zostat opisany przez Michaelis’a i Schenk’a w 1890 a pierwszy kwas

aminofosfonowy z pierwszorzedowa grupa aminowg — kwas aminofenylofosfonowy (3-AP°)

2 [26 h [27-30]

przez Nijk’aw 192 ], Szereg N,N-dialkilowych i arylowych pochodnyc , atakze kwas
4-aminofenylofosfonowy (kwas fosfanilowy, 4-AP") BY otrzymano w kolejnych 2 dekadach

(Tab. 2-1.).

Tabela 2-1. Pierwsze kwasy aminofosfonowe - kwasy aminoarylofosfonowe

o)
(@) Il N 0] (@)
I P(OH), 7\ I
Me,N P(OH), Me,N P(OH), | H,N P(OH),
H,N
4-Me,-AP" 3-AP° 2-Me,-AP*" 4-AP”
[Michaelis&Schenk, 890]% [Nijk, 1922] ©2° [Ptazek&Sasyk,1934] ! [Bauer, 1941] BV

Chemia kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych (1-AA”) — analogéw aminokwaséw biatkowych
(1-AAS) miata swéj poczatek wraz z opracowaniem przez Pikl’a w roku 1943 B syntezy
najnizszego homologu tej klasy - kwasu aminometylofosfonowego (Gly’) (Tab. 2-2.). Bardziej
intensywne badania nad tg klasg zwigzkéw podjeto w okresie powojennym, wtaczajgc
badania Chavane opublikowane w 1947 r. nad witasciwosciami fizyko-chemicznymi kwasow

w-aminoalkilfosfonowych (w-AA"; n=1-10) 33381,

Tabela 2-2. Reprezentatywne kwasy aminoalkilofosfonowe

0 0 o o
I I Vi H T
H,N—C—P(OH), HN-c-PoH), (H0)2P~[—C{;?—C—OH
H2 HZ HZ
NH,
Gly? w-AA° Glu"*?

Interesujgce wiasciwosci chelatujgce pierwszego fosfonowego kompleksonu - NMPDA 371
oraz EDTMP - fosfonowego analogu EDTAR® staty sie impulsem do dalszych badan nad

syntezg nowych aminofosfonianowych kompleksonéow (Tab. 2-3.).
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Tabela 2-3. Reprezentatywne kompleksony i ich aminofosfonowe analogi
[Kabachnik i w-cy, 1968]

[Struktura / Symbol]

CH,CO,H CH,CO,H CH,CO,H
N—CH,CO,H N—CH,CO,H N—CH,P(0)(OH),
CH,CO,H CH,P(0)(OH), CH,P(0)(OH),
NTA NMPDA NDMPA
CH,P(O)(OH), CH,CO,H CH,CH,COH

N—CH,P(O)(OH), N—CH,CO,H N—CH,CO,H
CH,P(0)(OH), CH,CH,P(O)(OH), CH,P(O)(OH),
NTMP NEPDA NMPAPr

H H
N NH, N
[ CH,COH [ [ CH,P(O)(OH),
/CHZCOZH N/CHZP(O)(OH)Z /CHzp(O)(OH)Z
N N N
H H
EDDA EDMP EDDMP
?HZP(O)(OH)z ?HZP(O)(OH)Z ICHZP(O)(OH)Z
N. N. N
[ CH,COH [ CH,CO,H [ CH,P(O)(OH),
- CH.COH \ - CHP(O)(OH), - CHP©)OH),
I I I
CH,P(O)(OH), CH,P(0)(OH), CH,P(0)(OH),
EDDMPDA EDTMPA EDTMP
H—CMe P(O)(OH) H
CH,P(0)(OH), [ : 2 N—CMe,P(0)(OH),
) X (
(I CH,P(O)(OH), «
N CHPOO); N~ CMe,P(O)(OH,
! N—CMe,P(0)(OH),
CH,P(O)(OH), PDADIP [X=CH,]; H
CHDATP OPDADIP [X=0]; DETADIP [R=H];
SPDADIP [X=S] DETAPTMP [R=CH,P(0)(OH),]

2.2. WLASCIWOSCI BIOLOGICZNE KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH

Analogia strukturalna aminokwaséw biatkowych (1-AAS) i analogéw fosfonowych (1-AAP)
sugeruje potencjalng biologiczng aktywnosé kwaséw aminoalkilofosfonowych i uzasadnia ich
wystepowanie w materii biologiczne;j.

Badania biochemiczne nad kwasami aminoalkilofosfonowymi zostaty zainicjowane przez
dwa donioste odkrycia: synteze i badania enzymatyczne fosfonowego analogu kwasu
glutaminowego (GIuV'P)Bg] oraz izolacje z materiatu biologicznego kwasu 2-
aminoetylofosfonowego (B-AIaP)[4°] (Tab. 2-2.). Odkrycia te stymulowaty kolejne programy

naukowe skierowane na eksploracje w dziedzinie biologicznie aktywnych fosfoniandéw i
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wykazaty na szerokie rozpowszechnienie kwaséw aminofosfonowych w uktadach
biologicznych  (bakterie, pierwotniaki, bezkregowce) [Hildenbrand i w-cy, 1983!*7.;
Kafarski&Mastalerz, 1984%] (Tab. 2-4.).

Tabela 2-4. Wystepujace w naturze kwasy aminofosfonowe
[Hildenbrand i w-cy, 1983[17]; Kafarski&Mastalerz, 1984[22]]

P

AA Pierwsza izolacja
Struktura Symbol Organizm Literatura
Ciliated protcozoa Horiguchi&Kandatsu, 1959, 1962 140, 41]
(Orzeski)
[ P . . Kittredge i w-cy, 1962";
HZN/\/p(om2 P-Ala Organizmy morskie Kittredgs&Hugh\:es 1964
. . Shimizu i w-cy, 1965[44]; Alhadeff i w-cy,
Tkanki ludzkie 1970, 1971; Tan&Tan, 1989"”
B-MeAIaP Morskie bezkregowce Quin&Quin, 2001[48]
IIZ!(OH) B-MeAla” Anthopleura
MenH(3_n)N/\/ 2 [S—MezAIaP Xantogrammica Kittredge i w-cy, 19671
B-Me,Ala" (ukwiat)
Z th iat .
0 ASpB'P oalr: uls SO.CIa us Kittredge&Hughes, 19644
o (R=0H) (koralowiec)
HO)K(\IF!’OH Tkanki ludzkie Tan&Tan, 1989™"!
| B- . .
NH, R Asp Streptomycis hygroscopicus . [50]
-cy, 1
P(H)(R=H) (bakt. G+) Seto i w-cy, 1983
O Q GluY ™Mo ) .Streptomy cls Bayer i w-cy, 1972
k(\/ p—OH viridochromegenes
HO I
NH, R Glu™ ™ Streptomycis hygroscopicus Seto i w-cy, 19830% 52
I .
HZNﬁ/P(OH)Z Iser’ Acanthazc,;::gac)'astellan/ Korn i w-cy, 19737
OH
Actinomycetes strain;
Ho— H—_ @ Actinomedura
1 P . [54]
P(OH), yr spiculosospora nov. Kasa i w-cy, 1982
HN (bakt.G+)
0 FR-900098, Streptomyces Okuhara | w-cy 1980155
J\ PN (R=Me) rubelloinurinus sp. nov. ’
R N PO_H
) 32 FR-31564
OH _ Streptomyces lavendulae
(R=H)
O] . 2[56]
Okuhara i w-cy, 1980
FR-32863 Streptomyces lavendulae
RJ\N/\/\PO H N ptomy
| 82 (R_H)I
OH
Q Streptomyces
-332
RJ\N PO_H, FR('?/ISe)89 rubellomurinus Okuhara i w-cy, 1980 =6l
6H OH subsp. indigoferus.
H N o
—C—C=C—C—p~ Fredenh i w-
HN (]: ﬁ_ﬁ |C_|: P\ L-APP Rhizokticyny (A, B, D) re enlga;g;g]' w-ey,
CO,H ? OH
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Eksperymenty biochemiczne wykazaty, ze kwasy aminofosfonowe sg zdolne do tworzenia
stabilnych zasad Schiff’a z pirydoksalem i co za tym idzie do uczestniczenia w warunkach

[L23%8]  Analogia strukturalna aminokwaséw

fizjologicznych w reakcjach transaminacji
fosfonowych i biatkowych implikuje réwniez mimetyczne zachowanie AAP wyrazane np.
przez inhibicje szeregu enzymatycznych reakcji, charakterystycznych dla naturalnych
aminokwasow %,

Wg. Lejczak, juz w potowie lat 80-tych literatura dot. biologicznej aktywnosci
aminofosfonianéw przekraczata 1000 pozycji. W badaniach wykazano miedzy innymi,
inhibicyjne dziatanie kwaséw aminofosfonowych i ich pochodnych dla ponad 60 enzyméw,
wszystkich gtéwnych klas enzymatycznych (591,

Reprezentatywne przyktady 1-aminoalkilofosfonianowych inhibitoréw enzymatycznych

zestawiono w Tabeli 2-5.

13



Tabela 2-5. Kwasy 1-aminoalkilofosfonowe — inhibitory enzyméw

Inhibitor Enzym Autorzy/Literatura
GIyP Serine transhydroksymetylotransferaza (EC 2.1.2.1.) Kafarski&Mastalerz, 1984 22
Alkaline phosphataza (EC 3.1.3.1) Landt i w-cy, 1978 160]
L-Alaniny racemaza (EC 5.1.1.1) Neuzil&Cassaigne, 1980 fe1]
D-Ala-D-Ala syntetaza (EC 6.3.2.4) Kafarski&Mastalerz, 1984 221
Al Alaniny dehydrogenaza (EC 1.4.1.1) Kafarski&Mastalerz, 1984
D-Aminokwasowa transferaza (EC 2.6.1.21) Soper&Manning, 1981 1621
L-Alaniny racemaza (EC 5.1.1.1) Neuzil&Cassaigne, 1980 [6”;
Neuzil i w-cy, 1975 [63];
Lambert&Neuhaus, 1972 [64];
Adams i w-cy, 1974 ©,
Allen i w-cy, 1978 [65];
Atherton i w-cy, 1979 [67];
Badet&Walsch, 1985 [68];
Coppie i w-cy, 1988
D-Ala’ D-Ala-D-Ala syntetaza (EC 6.3.2.4) Neuzil i w-cy, 1975 ©;
Atherton i w-cy, 1979 167
L-Ala® D-Ala-D-Ala syntetaza (EC 6.3.2.4) Neuzil i w-cy, 1975 *)
TFA-Ala” Alkaliczna fosfataza (EC 3.1.3.1) Liljia i w-cy, 1975 7°
] Y
val® Valyl-t-RNA syntetaza (EC 6.1.1.9) Neale, 1970 "";
Anderson&Fowden, 1970 21
Led’ Leucyl-t-RNA syntetaza (EC 6.1.1.4) Neale, 1970 7]
lleu” Leucyl-t-RNA syntetaza (EC 6.1.1.4) Neale, 1970 U7,
Strater&Lipscomb, 1995 (73]
AspB'P Asparaginy syntetaza (EC6.3.1.1) Kafarski&Mastalerz, 1984
Aspartaza (EC 4.3.1.1) Kafarski&Mastalerz, 1984 7
Asp""P Asparaginy syntetaza (EC 6.3.1.1) Kafarski&Mastalerz, 1984
Glu*? Glutaminy syntetaza (EC 6.3.1.2) Kafarski&Mastalerz, 1984 7
y-Glutamylcysteiny syntetaza (EC 6.3.2.2) Sekura&Meister, 1977 ¥
Gly*"™el Glutaminy syntetaza (EC 6.3.1.2) Logush i w-cy, 1986
ArgP Arginaza (EC 3.5.3.1) Kafarski&Mastalerz, 1984 2
Argininy transamidaza (EC 3.5.3.6) Lacoste i w-cy, 1975/1972 "®
Pro’ Angiotensin-converting enzyme [ACE] Petrillo&Spitzmiller, 1979 77
Phe’ Pirogronianowa kinaza (EC 2.7.1.40) Izbicka-Dimitrijevic i w-cy, 1981 178]
Fenylalanyl-t-RNA syntetaza (EC 6.1.1.2) Anderson&Fowden, 1970 2
Fenylalaniny ammonialyaza (EC 4.1.3.5) Janas i w-cy, 1985 [79];
Laber i w-cy, 1986 (0]
Ter Tyrozynaza (EC 1.10.3.1) Cassaigne i w-cy, 1967 e,
Lejczak i w-cy, 1987 (2]
Tyrozyny aminotransferaza (EC 2.6.1.5) Iron i w-cy, 1981 18]
Tyrosyl-t-RNA syntetaza (EC6.1.1.1) Iron i w-cy, 1981 (&3],
Anderson&Fowden, 1970 72
GIu™™™¢I_ Fosfinotricyna (,,Phosphinotricin”).
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Potencjalne biochemiczne wtasciwoéci AA® stanowity silny bodziec dla programéw

badawczych ukierunkowanych na

metabolizm fosfonowych pochodnych, zwfaszcza

zwigzkow klasy P-C-N [12,84]

Wynikiem powyzszych badan byty dwa spektakularne
wydarzenia: odkrycie silnej aktywnosci antybakteryjnej mieszanych fosfonopeptydéw (np.
Ala-Ala”) ®7) " oraz odkrycie herbicydalnych aminofosfonianéw, w tym herbicydu
fosfonometylenoglicyny; PMG 1.

Odkrycia z zakresu biochemii spowodowaty szybki rozwdj na polu syntezy fosfonopeptyddéw
(26, 8689 j herbicydow aminofosfonowych!?® ®! (Tab. 2-5.). Obecnie liczba opisanych
fosfonopeptydow przekracza 200.

Reprezentatywne herbicydy aminofosfonowe sg przedstawione w Tabeli 2-6.

Tabela 2-6. Reprezentatywne aminofosfonianowe herbicydy [Sikorski&Logush, 1988] &
[Struktura / Symbol]
Hz HzO H2 HZO H2 Hz
Os - Ci -G 1 Osc-Csy C~Bon Oy .Co  _ .Ci
(i“, l}l P(OH), | | (OH), CI: H N P(OH),
OH H OH  NH, OH
PMG APMG HPMG
0
e 22 $F')>(0H) EO|C|: H ) N E(OH)
< .C— tO-C_H
05 4y PO R | e
OH CH:‘FI(OH)Z EtO-ﬁ A (OH), o) R'
20 0 H
NDMPA EMAMP AC-AA°
(@] O (0] O
8.0 R I R T
HZN\/P\/ \H / \CI:/ \C/ \O/ ()/ \(I:/ \C/ \Ala_A|a
O-H H7O N, ™ H2 m,
AMP BASTA BIALAPHOS
9 X o)
P(OBU), . | n
<:>< A __POR),
_ R—-N" “P(OR) NH
N-—Bu g 2 OIP(OR)22
TRAKEPHON MAP PrAMDP

Najwazniejsze wydarzenia zwigzane z badaniami nad kwasami aminofosfonowymi:

e odkrycie pierwszego aminofosfonianowego inhibitora enzymu - syntetazy glutaminy

[Mastalerz, 1959][39];

e odkrycie naturalnego aminokwasu B-Ala” (pierwotniaki zwacza owiec) [Horiguchi &

Kandatsu, 1959][401;
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e odkrycie herbicydu glifosatu [Franz i w-cy 1974]®;

e odkrycie przeciwbakteryjnej fosmidomyciny [Okuhara i w-cy, 1980]"°>°¢ i alafosfaliny
[Allen i w-cy, 1978]%;

e odkrycie przeciwnadciénieniowego fozynoprylu [Karanewsky i w-cy,1988]'°%;

e odkrycie neuroaktywnych aminofosfonianéw [Tinge-Moreaud, 1978]%Y;

e bisfosfoniany o aktywnosci antiosteoporetycznej [Russell, 2006]1°%;

e odkrycie przeciwwirusowych fosfonianowych nukleozydéw acyklicznych (ACPNs) [de
Clercq i w-cy, 1986;. de Clercq, 2011]1% %4,

Gtéwne odkrycia w zakresie badan biologicznych nad wifasciwosciami aminofosfonianéw,

ktére byty grupg zwigzkédw niemal nieznang do roku 1959 [Kafarski&Lejczak, 2009]14,

prezentuje Tabela 2-7.

Tabela 2-7. Gtéwne wydarzenia w biochemii aminofosfonianow

O
H
H,0,,4-c-c-con | HOLC-C-N-C—POH _H L ZHC
H2N+c|_:j5PosH2 05 +H2—]?rln4 : CTHNTR, PO | mn-c—n-C-pop,
2 2 Me Me
B-Ala” Glu” Glyphosate
i Alafosfali
pierwszy odkryty AA? inhibicja enzymow p lerwszy globalny 3 tolS) .a tmlf
wyst. w nature [Mastalerz, 1959] herbicyd klasy PCN antybioty
[Horiguchi&Kandatsu, 1959] [Franz, 1974] [Allen i w-cy, 1978]
0] O
PO:H, o 'F',\/u\
H HN{C{mC-OH i R N
H203P+C+C—COZH H, po.H R‘C_N+3%P03Hz OH - CHex
H2 n [\IjH 32 OH 2
’ P BNPs Fosmidomycyna Fosinopril
Neuroaktywne AA Anty;s;tsiglpc;:)%?]/czne [Okuhara i w-cy, 1980]'%! [R=Ph-(CH,)s-]
' [Karanewsky i w-cy, 1988]
NH, Cyt
N SN Ade
¢l J H,0,P_ O Ade
NN H,0,P.__O
~~
H203onj/ o HOP O
HO
[(S)-HPMPA HPMPC; Cidofovir PMPA; Tenofovir Adefovir; PMEA
pierwszy antywirusowy
lek typu ACPN Handlowe leki antywirusowe
[De Clercq i w-cy, 1986]
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Znaczenie zwigzkdw klasy PCN obrazuje wielokierunkowos$¢ prowadzonych nad nimi badan

PH\[95
)[ ]

dotyczgcych: metod syntezy kwaséw aminofosfinowych (AA i aminofosfonowych

[10,16,101-103]

’

(AAP)[LA21596-1001 S tvwnoséci optycznej AAP i ich syntezy asymetrycznej

whasciwosci  fizycznych™® % analizy™®™7 badan  strukturalnych™®  wtasciwosci

b [5110,119-127] .[17,22,109,128-130]

kompleksujacyc , wystepowania w materii ozywionej , whasciwosci

[4,11,22,59,89,131-145]

biologicznych , farmakologicznych™4*7!; [13,148-156]

; agro-chemicznych ,

aplikacji przemystowych 5,7.157159] 'y atalizatoréw w syntezie organiczne;j [160, 161]

2.3. BADANIA NAD SYNTEZA KWASOW 1-AMINOALKILOFOSFONOWYCH

Witasciwosci kwaséw aminofosfonowych i ich pochodnych oraz potencjalne perspektywy ich
wykorzystania w wielu dziedzinach wywotaty rosngce zapotrzebowanie na wydajne metody
syntezy tej klasy zwigzkéw [1,5-15,96,162-163]

Liczne metody syntezy kwasédw aminoalkilofosfonowych mozna klasyfikowaé wg

prezentowanego ponizej systemu (Sch. 2-1.).
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2 1 H 1l
R\ _R N*—C—P(OR"Y,
N—H 0=C };{
3
R ¢ , R Hoo o,
PORY, HN—-C—P(ORY),
H 6. R
5.2.
[
11 H,N—C—P(OR",
/ H2
1 5.1.
R j SRR
= —C— 4
L0 N — /N—Cli—P(OR ),
R
) 1.2-1.3. R R
PX3 \
\
N—C—X
/ H,
2. 3.2,33
R 3.1.
Nyl
/C—N Y o

2 I 4,
/ q Y*—C-P(ORY,
R—ICII—P(OR4)2 2

\ O

R, Rt = H, alkil, aralkil, aryl; R%, R3 = H, H; H, alkil; H, aralkil; H, aryl; cykloalkil; alkil, aryl;

R4 = alkil (Me, Et, iPr), aryl (Ph), aralkil (Bn)i H; X=0, S; X1 = CI, HO, RO, ArO; X2 = Cl, Br, RO;
Y = BnO, PhNH; Y! =R, NH,, RNH, R,N, HO; Y2 = CI, HO (3.2.); Me, Ph, RO-C(0)-(3.3.);

N* = N,, NO,, H,N-NH

Schemat 2-1. Klasyfikacja metod syntezy kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych

Metody syntezy kwaséw 1l-aminofosfonowych mozna podzielié¢ na nastepujgce kategorie:
1. Metody przebiegajgce z rownoczesnym tworzeniem systemu wigzan P-C-N:

1.1. Metoda Kabachnika-Fieldsa;

1.2. Amidoalkilowanie estrow kwasu fosforowego(lll);

1.3. Amidoalkilowanie chlorkéw kwasu fosforowego(lll);

2. Metody addycji do wigzan wielokrotnych zwigzkdw z funkcjg P-H [P-H - P—C—N]

(hydrofosfonylowanie i/lub hydrofosfinylowanie imin, triazyn, hydrazynéw, azyn, oksymoéw,

nitrondéw i nitryli).
3. Metody polegajgce na a-C — aminowaniu fosfonianow [P + N = P-C-N]:

3.1. Aminowanie redukcyjne 1-ketofosfoniandéw;
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3.2. Nukleofilowe aminowanie alkilofosfonianow;

3.3. Elektrofilowe aminowanie alkilofosfonianow.

4. Metody oparte na nukleofilowym podstawieniu udziatem nukleofila fosforoorganicznego
[P + X-C-N = P-C-N + X] (reakcja Arbuzowa, metody pochodne).

5. Metody wykorzystujgce modyfikacje szkieletu weglowego aminofosfonianéw

[P-C(R)-N—> P—C(R*)-N]:

5.1. Nukleofilowe lub elektrofilowe alkilowanie pochodnych fosfonoglicyny;

5.2. Modyfikacje tancucha bocznego aminoalkilofosfonianu.

6. Metody wykorzystujgce modyfikacje funkcji fosforogennej zwigzkéw typu P-C-N

[P-C-N - P *-C-N]

(utlenianie kwaséw 1-aminoalkilofosfinowych do analogéw 1-aminoalkilo-fosfonowych).

7. Metody wykorzystujgce modyfikacje funkcji azotogennej zwigzkéw typu P-C-N

[PCN - PCN*] (redukcja 1-azydoalkilofosfonniandéw i 1-nitroalkilofosfonnianéw, redukcja
oksymow, hydrazondéw i azyn 1-ketofosfoniandw, itp.).

8. Inne metody.

Gtéwne wydarzenia w chemii fosfonowych analogéw aminokwaséw biatkowych (kwaséow 1-
aminoalkilofosfonowych z pierwszorzedowa grupa aminowa: R’=R*=H; Sch. 2-2.) miaty

miejsce na przetomie lat 1970/1980 i zwigzane byly z adaptacjg dwdch reakcji - reakcji

amidoalkilowania Engelmana-Pikla 52 oraz reakcji kondensacji Biruma [164]

(1641 ktéra

Przetomowym osiggnieciem w opisywanej dziedzinie byta kondensacja Biruma
otwiera fatwy dostep do zwigzkéw fosfonowych klasy N-C-P - synteza

ureidoalkanofosfonianéw [CmAAP(OR),] i urylenebisalkanofosfonianéw ([Cm[AAP(OR)],).

o) 0
R L I H I,
\ — > R—N-C—-N—-C—P(R),
c=0 I 5 H |
/ R R
H & x
1 L solvent R!R?-Cm-AAP(R?),
HN—C—N-R EE—
R* A HoT
+ 3
- N=C—PR), T om0,
PR",(OR) — x:< iR + H2N—C—H—CI:—P(R ),
NTERE: "
R = alkyl, aryl, R O CM-AAP(R3). (X=0):
RY, R2 = H, H; H, alkyl; alkyl, alkyl TR o)
X=0,S Cm[AAP(R3),], (X=0); 2

Tcm[AAP(R3),], (X=S)

Schemat 2-2. Kondensacje Biruma
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Zakres pochodnych syntetyzowanych wg. procedury Biruma zostat rozszerzony do innych
amidowych komponentéw, w tym sulfonamidéw i karbaminianéw!*®>17%,

Produkty kondensacji Birum’a zawieraja charakterystyczny dla 1-AA° uktad wigzari P-C-N.
Préby degradacji, przeprowadzone przez Biruma dla zwigzkéw Cm-AA°(OPh), i/lub Cm-
[AAP(OPh),],, wykazaty stabilno$¢ ugrupowania amidowego w zastosowanych warunkach

degradacji (Sch. 2-3.).

0 0
R s ol I H T, H,0/MeCN I T
\ R=N-C—N—-C—-P(R’, —— HNN—C—N—C—P(OH),
=70 e H Alth H o
Hoo o+ R R R
(I)I 1 solvent RIR2Cm-AAP(OR,), Cm-AAP
H,N—C—N—R —_—
Ile A o .
HH I HH S
+ N—C—P(OR’),  HCIH,0/MeCN N—C—P(OH),
o=( R o= R
P(OR)) H 3 Alh H
H T 1 N=¢—R
R O 3
Cm-[AAP(ORS3
[AAP(OR®),], (),

Schemat 2-3. Degradacje produktdw kondensacji Biruma

Modyfikacje reakcji Biruma w ktérych jako substraty amidowe wykorzystano zamiast
mocznika (tiomocznika) N-fenylotiomocznik (A: metoda PTC aminofosfonianowa), N-
fenylomocznik (B: metoda PC aminofosfonianowa) i/lub O-benzylokarbaminiany (C: Z-
aminofosfonianowa metoda Birum’a-Oleksyszyn’a) (Sch. 2-4.). Modyfikacja reakcji
amidoalkilowania Engelmana-Pikla przez Oleksyszyna doprowadzity do procedur syntezy,
przewyzszajgcych metody wczesniej opisane, zaréwno pod wzgledem prostoty jak i

wydajnosci [2,12-15, 172-176]
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S

A Il H 1l
R = Ph—N—C—N—C—P(OPh),
c=0 ACOH HooH D
H Ptc-AAP(OPh),
+
i > Ph—N—C—N—C—P(OE
_— —N—C—N—C— t
H,N—C—=Y Tol-H/BF, H H 1 (OED,
R
+ Pc-AAP(OEY),
o) o)
P(ORY, c L
——> Ph—C—-0—C—N—C—P(OPh),
AcOH H, H F'{

Z-AAP(OPh),

@]

HCI/H,0/A :

H
——= HN-C-P(OH),

AAP
HCI/H,0/A h 9
—— HN-C-P(OH),
R
AAP
0

HCI/H,0/A H T
e HZN—CII—F’(OH)2

AAP

R = alkyl, aryl, aralkyl; R = Et, Ph; X= 0O, S; Y = Ph-NH, BnO

Schemat 2-4. Metody syntezy kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych wykorzystujgce

kondensacje typu Biruma

W rezultacie badan nad syntezg lista fosfonowych analogéw aminokwaséw biatkowych

szybko zostata wypetniona (Tab. 2-8.), wptywajgc na przyspieszenie badarn dotyczacych

biochemicznej i biologicznej aktywnosci AAPH,
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Tabela 2-8. Fosfonowe analogi biatkowych aminokwaséw

Kwas Aminofosfonowy

Pierwsza i/lub
reprezentatywna praca

Kwas Aminofosfonowy

Pierwsza i/lub
reprezentatywna praca

Struktura /(AA?) Struktura / (AA")
P(O)(OH),
H,N—C— P(O)(OH), Pikl, 1943"%; Chavane, 19475, @A( Subotkowski | w-cy, 1981%%%;
Hz Oleksyszyn &Subotkowska, N NH, Chen i w-cy, 198319
(Gly)) 198277 H Rogers&Stern, 1992%
(Trp’)
P(O)(OH)
H 2
H,N—C—P(0O)(OH), Chalmers&Kosolapoff, 1953 7%, ’ﬁ\j/\( Merrett i w-cy, 1988%%;
I\I/Ie Oleksyszyn & Tyka, 1977[172]; N NH, McCleary&Tuck, 1989[197];
Al Kudzin & Stec, 1978 H Khomutov, 19907*¥
(Ala’) (His")
H
H 7). H,N—C—P(O)(OH
HZN_ C_ P(O)(OH)Z Chambers&lsbell, 1964 [172], 2 ( )( )2 Baylis i w-cy, 1984[189];
| Oleksyszyn&Tyka, 19777 H,N—(CH,) Hamilton i w-cv. 1993%%
CHMe, (val) Kudzin&Stec, 1978"7" 2 24 v
(Lys')

H
H,N— (I:_ P(O)(OH),
CH,CHMe,
(Led®)

Berlin i w-cy, 1968“80];
Oleksyszyn&Tyka, 197777,
Kudzin&Stec, 19787

H,N— IC—|J— P(O)(OH),
N~ C,
NH

(Argh)

Lacoste i w-cy, 19720

HZN—(TI— P(O)(OH),

Berlin ea, 1968™%%;
tukszo&Tyka, 1977"%";

H
H,N—C~C(0)OH

Chambers&iIsbell, 1964

CH,-P(O)(OH ith i w- [201]
CH(Me)Et e Kudzin&Stec 197871 ,-P(O)(OH), " Smith i w-cy, 1990
e (Asp™)
H
H 1179], e 1 2
HZN_CI;_ P(O)(OH), g?akmbers&lsbell, 1964[172],. H,N (I: P(O)(CH), Soroka&l\/las[tz%l-‘:-zzré,].1976 , 1976
eksyszyn&Tyka, 19777 CH.-C(O)OH ;
CH.Ph . [171] 2 ( ) . [204]
2 P Kudzin&Stec, 1978 Campbell i w-cy, 1982
(Phe ) (Aspa—P)
H
. . . 771, A
O\ Eﬁtrﬁlifii"kfﬁ*&”fr 11§s7c?uszlf HN=G=P(O)OH), Issleib i w-cy, 1983%";
N P(O)(OH), 1983[183¥’ ’ CH,-P(O)(OH), Kudzin i w-cy, 199414
H 3 PP
(Pro”) (Asp™)
H
H —_ —_ 1 2
HzN_Cl:_ P(O)(OH), Zygmunt&Mastalerz, 1978, HN (|: P(O)(OH), 5°r°ka&MaS[t2?Jl%Z;]‘1976 ,1976
CH.-OH 1981 Lejczak i w-cy, 1984"*" CH,-C(O)NH, '
2 (SerP) (Asn®)
H
H N_(H:_ P(O)(OH) H,N—C—C(O)OH Mastalerz, 1957%; Mastalerz,
27 2 Kudzin&Stec, 1980"" SH.CH -P(0)(OH) 195927,
CH,CH,SMe (Met") 272 Vi Chambers&lsbell, 1964™"
(GIu"™)
H H N—(HZ—P(O)(OH) .
HzN_(F_ P(O)(OH), Kudzin &Stec, 198315 | 2 Oleksyszyn i w-cy, 1982%°%;
CH,-SH , Y ! CHZCHZ'C(O)OH Antczak&Szewczyk, 19857
(Cys’) (GIu“’P)
H 189 H N_CH:_P(O)(OH) 205
H,N—C—P(O)(OH), Baylis i w-cy, 1984, 275 2 Issleib i w-cy, 1983%%;
(IZH(M &)-OH i Bongini i w-cy, 19941 CH,CH,-P(O)(CH), Kudzin i w-cy, 1994
(Thr") PP
(GIu™)
H Lejczak i w-cy, 19872, H
H,N— CI:_ P(O)(OH), Krzyzanowska& - S_(H:_ CI:_ P(O)(OH), Kudzin, 198121
CH,Ph-OH . Pilichowska, 1988"°Y; 2 NH, 2 !
(Tyr’) Drescher i w-cy, 1995 p
([Cys']a)
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2.4. WEASCIWOSCI FIZYCZNE KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH

W fazie statej oraz w silnie polarnych rozpuszczalnikach aminokwasy wystepuja w
niskoenergetycznej, bipolarnej strukturze jonu obojnaczego. Sie¢ jonowa krystalicznych form
jest przyczyng wysokiej temperatury rozktadu aminokwaséw, a takze stabej rozpuszczalnosci
w rozpuszczalnikach niepolarnych.

Istotnym dowodem na wystepowanie jonowej, dipolarnej struktury aminokwaséw jest brak
typowych pasm absorpcji grupy NH,/N*Hs i P(O)(OH),/P(0)(O)(OH) w widmach IR oraz
struktury krystalograficzne. Przegladu danych rentgenowskiej analizy strukturalnej

aminokwaséw dokonali Choi i McPartlin**®,

2.4.1. TEMPERATURY TOPNIENIA KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH

Badania krystalograficzne AA” wykazaty na wystepowanie tych zwigzkéw w stanie statym w
formie jonéw obojnaczych [Choi&McPartlin, 2000]™*#.  Skutkiem wystepowania
aminokwaséw fosfonowych ~w formie jonu obojnaczego (zwitterion) sg ich wysokie
temperatury topnienia czy rozkfadu.

W Tabeli 2-9. przedstawiono wartosci temperatur topnienia (rozktadu) fosfonowych

analogéw aminokwaséw biatkowych z reprezentatywnych prac.
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Tabela 2-9. Poréwnanie temperatur topnienia/rozktadu aminokwaséw biatkowych (AA®)

i ich fosfonowych analogéw (AA”)

AAC

[Literatura]

Temp. topn./ AAP Temp. topn./dekomp.
dekomp.™¥ [°C] [°c]

Gly

285[Moedr|tzer 1972][212]
b 286 5[Chambers&|ssbel| 1964] [179]
292 Gly >300[Chalmers&Kosolapoff 1953] [178]

338_344[Soroka 1989][213]

Ala

271_273[0Ieksyszyn iw-cy, 1978][173],
275- 276[Kudzin&$tec 1978 1[171], ’

290 AlaP 278[Berlm i w-cy, 1968][180]
283- 285[Chambers&|ssbel| 1964][179],

’
340[Chalmers&Kosolapoff 19531 [178]

Val

261_262[Kudzin&5tec, 1978][171],
271[Chambers&lsbell, 1964](179], ’
Berlin i w-cy, 1968][180],

274[ erlin i w-cy 1 ]’

315 val® 276-27glAsan0 i w-ey, 1973][214],

279- 283[Soroka 1990][175]
280- 281[Berry|w cy, 1972][215]

Leu

A 1973][214
271- 272[ sano i w-cy, 1[ ];

337 LeuP 279[Berlln i w-cy, 1968][180]
293- 294[Baylls iw-cy, 1984][189]

lle

256-258 [d][Hammerschmldt&Wuggenig, 1999][216];

284 leP 274Beriin i w-cy, 1968][150],
276- 277[Asan0|w cy, 1973][214]

Pro

266- 267[Subotkow5k||wcy 1980][182],

’
222 ProP 275[Isslelb|w cy, 1982][217]
275- 280[Petr|l|o&$pltzm|ller 1979][77]

Phe

225- 227[Cha|mers&KosoIapoff 1953][178],

267- 269[Kudzm&5tec 1978][171]

284 Phep 276- 277[Asano i w-cy, 1973][214]

281[Chambers&lsbel| 1964][179] ’

Ser

80[Zygmunt&MastaIerz 1978][184]

186-188 [d][Lechaklw cy, 1984][186]

228 SerP 95- 110[Hammerschmldt&Wuggemg 1999][216]
214[Baylls iw-cy, 1984][189]

210- 212[Huber|wcy 1985][218]

Thr

234-23 6[Renaud&Seebach 1986][219]
212-2 15[Baylis i w-cy, 1984][189],

217-219, 218-220, 228-230, 230-233

[Bongini i w-cy, 1996][220]

255 Thr”

Tyr

258-260Maier, 1990][151];
344 Ter 277[Be|ankin iw-cy, 1997][221]

Met

283 MetP 270_272[Kudzin&5tec, 1980][187]

Cys

2 28_234[Zygmunt&Mastalerz, 1981][222],

220 Cys" 251 5.257 glkudzin&Stec, 1983][188]

[Cys],

260 [Cysp]z 2572 5,g[Kudzin, T98TI210]

Arg

238 ArgP 168_169[ArgP(H)][Cowartiw-cy, 1996][223]

Lys

[Jezowska-Bojczuk i w-cy, 1994](224],
275-277 ezowska-Bojczuk i w-cy, ;

224 LySP >3QBaViis i w-cy, 1984](189]

His

277 HiSP 255-256 [Merrett i w-cy, 1988][196]
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b 260_261[Subotkow5ki iw-cy, 1981][193];
Trp 282 Trp 280-287[Chen w-cy, 1983]1194]
234- 238[Soroka&MastaIerz 1976][202]
Asp*?
p 221 226 [d][Khomutov i w-cy, 1996][225]
228[Chambers&lssbe|l 1964][179]
AspB—P 228- 232[Soroka&MastaIerz 1976][202]
ASp 270 225-230 Varlet i w-cy, 1979][226]
233- 235[Issle|b|wcy 1983][205]
AspP,P 234- 236[Kudzm&MaJchrzak 1989][227]
234- 236[Kudzm i w-cy, 1994][112]
247- 252[Soroka&MastaIerz 1976][203]
P
Asn 236 Asna 268- 273[Vasella&Voeffray 1982][228]
Glua P 167- 169[OIeksyszyn i w-cy, 1982][208]
8 247- 252[Soroka&MastaIerz 1976][202]
GIuP*
Glu 249 227-232 [d] [Soloshonok i w-cy, 1992][229]
236- 238[Issle|b|wcy 1983][205]
P,P
Glu 237.93glKudzin iw-cy, 1904)(112]

(AA®) Jakubke&Jeschkeit [211];[d] -

dekompozycja (rozktad)

Analiza danych Tabeli 2-9. wskazuje na znaczne rdéinice w wartosciach literaturowych

temperatur topnienia. Tylko w nielicznych pracach Autorzy sugerowali termiczny rozktad

analizowanych aminokwasow (Ser

P[186], Aspa-P[zzs], Asn"1228] GIUB-P[zze])_

W Tabeli 2-10. przedstawiono temperatury topnienia szeregu reprezentatywnych kwaséw w-

aminoalkiIofosfonowych[154].

Tabela 2-10. Temperatury topnienia reprezentatywnych kwaséw

w-aminoalkiIo-fosfonowych[154]

0
H2N+ﬁ{;||3|(OH)2
2

n

n=1

n=2

n=3 n=4 n=6 n=8

Temp. topn.

[°c]

328

272,5+0,5

278 275 274 254,5+0,5
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2.4.1.1. TERMOGRAWIMETRIA KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH

Prekursorem i autorem jedynej pracy wtaczajgcej metody termoanalityczne do chemii
aminofosfonianéw byt Kurt Moedritzer™™? (Rys. 2-1.). O przyczynie sprawczej wiasnych
badan termograwimetrycznych Autor pisze w sposdb nastepujgcy: The discrepancy in the
reported melting points for the aminomethylphosphonic acid and our own findings (melting
at 285°, subsequent resolidification and melting with decomposition at 333°) prompted us to
explore this phenomenon in detail by thermoanalytical methods.

Termogram DTA kwasu aminometylofosfonowego (Rys. 2-1.1.) prezentuje tagodng
endoterme z poczatkiem w 219°C (ekstrapolacja) i pikiem w 244°C. Pik silnej endotermy
pojawiajacy sie w 290°C prezentuje pierwszy punkt topnienia, z ekstrapolowanym
poczatkiem dekompozycji w 317°C i gwattowny rozktad z maksimum przy okoto 329°C.
Termogram TGA (Rys. 2-1.2.) wskazuje na niewielki spadek masy prébki do 290°C (ok. 4%) i
szybki spadek masy powyzej tej temperatury (prawdopodobnie odszczepienie czgsteczki

wody).

Rysunek 2-1. Wyniki badan termograwimetrycznych kwasu aminometylofosfonowego

Py\[212
(Gly")™**?
110}
244° ;
= 100
329° (>5 I
290° 90
1 " 1 1 Il 1 1 1 | X 1 1
100 200 300 °C ) 100 200 300 °C
Rys. 2-1.1. Rdznicowa analiza termiczna GIyP Rys. 2-1.2. Termograwimetryczna analiza (TGA) GIyP
[DTA: Differential thermal analysis]
Termogram wykonano skaningowym kalorymetrem rdéznicowym | Analize wykonano aparatem Perkin-Elmer TGS-1 w strumieniu N, w
Perkin EImer Model 1B w strumieniu N, w programie 20°C/min. programie temperaturowym 5°C/min.
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2.4.2. ROZPUSZCZALNOSC KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH

Dostepna literatura naukowa nie zawiera ilo$ciowych danych dotyczacych rozpuszczalnosci
aminokwaséw fosfonowych. Wystepujgce opisy, formutowane byly na analogii do

aminokwaséw karboksylowych 7 1!

, a wiec:

e dobra rozpuszczalnos¢ niskich homologdéw z tendencjg zmniejszenia wraz ze wzrostem
masy czgsteczki;

e minimum rozpuszczalnosci w punkcie izoelektrycznym, ze wzrostem w roztworach
alkalicznych i kwasowych (Sch. 2-5.);

e niska rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach organicznych;

e wzrost rozpuszczalnosci wraz ze wzrostem rzedowosci grupy aminowe;.

O + O . O

. H 1 . HIT o HO H I o
H,N—C—P(OH), =—— HN—C—P— HN-C—P~
| | 2507
R R

i
O\H O

Schemat 2-5. Wzrost rozpuszczalnosci AA” w zasadowych i kwasowych roztworach
poprzez wychodzenie z formy jonu obojnaczego

Bardzo niska rozpuszczalnos¢ aminokwaséw fosfonowych w rozpuszczalnikach organicznych
wykorzystywana jest podczas oczyszczania tych zwigzkéw na drodze krystalizacji: do
gorgcego roztworu aminokwasu w wodzie dodaje sie alkoholu do zmetnienia roztworu i
odstawia do ostygniecia.

Rozpuszczalnos¢ chlorowodorkéw kwasdéw 1-aminoalkilofosfonowych w alkoholach przy
bardzo niskiej rozpuszczalnosci wolnych aminokwaséw w tych rozpuszczalnikach
wykorzystywano do preparatywnej izolacji AAP z mieszanin hydrolitycznych. Hydrolizaty
aminofosfonianowe (przedostatni etap wiekszoéci metod syntezy AA?) po zatezeniu do
formy chlorowodorku AA” x HCl i rozpuszczeniu w etanolu stracano na drodze usuniecia

chlorowodoru (Sch. 2-6.).
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O + e) @)

H T H L H O EtOH + H Il o
Y-N-C—P(OR), ——>= HN=C—P(OH), ——>= HN—C—P
o am MO e UL
cl ~H

Schemat 2-6. Obnizenie rozpuszczalnosci AA” w hydrolizatach kwasowych na drodze
neutralizacji chlorowodorku (wprowadzenie w forme jonu obojnaczego)

Do wyprowadzania aminokwaséw fosfofonowych z ich halogenowodorowych soli stosuje sie

najczesciej tlenek propylenu, wprowadzony przez Chambersa i Isbellal?”® (Sch. 2-6.).

L H O L H I o
HN—C—P(OH), H3N—?—F|>/O
EtOH
AAPXHCI W/ AAP <
o HO  Cl

Schemat 2-7. Metoda Chambersa i Isbella izolacji AAP z roztworéw chlowodorkéw (HCIxAAP)

Kwasy 1-aminoalkilofosfonowe wykazujg réwniez rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach
kwasowych. Wykazano np. dobra rozpuszczalnoé¢ AA® w TFA (Tab. 2-13.) i kwasie

octowym!%,

2.4.3. WIDMA ABSORPCYJNE AMINOALKILOFOSFONOWYCH
2.4.3.1. WIDMA UV KWASOW AMINOFOSFONOWYCH

Widma UV kwaséw aminoalkilofosfonowych sg podobne do widm aminokwaséw
karboksylowych. Alifatyczne AAP sg praktycznie transparentne w zakresie powyzej 220 nm,
podczas gdy aminokwasy z aromatycznymi podstawnikami (np. Pgly”, Phe”) wykazuja niska
absorbancje. Widma UV reprezentatywnych kwaséw 1-aminoalkilo-fosfonowych oraz 1-

aminoaralkilofosfonowych przedstawiono na Rysunkach 2.2. (2-2.1., 2-2.2., 2-2.3.).
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0 : .
200 240 200 340 400
Wavelength [nm]

File: Mame

3-HalaP . dx

Rys. 2-2.1. Widma UV 0,1 M wodnych roztwordw: Gly® (n=1) i 3-Hala" (n=3)
[Spektrofotometr UV-VIS JASCO V-630]

Podczas gdy w zakresie widzialnym Swiatta reprezentatywne AAP sg transparentne, to w

zakresie UV wystepuje dosy¢ duza absorpcja aminokwaséw aromatycznych.
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1 R R

Abs
0.5 R R
D T
200 400 GO0 200
Wavelength [nm]

File Name
% ———— GlvP abs 0,0001M HCl F.dx
& ——— PglyP Abs 0,0001M HCl. .dx
& ———— m-NozPGlyP abs 0,0001M HC Fdx

e = [pholyE Abs 0,0001M HCl F.dx

Abs

EDDD 230 300 230 400
Wavelength [nm]
File Mame
& GlyP Abs 0,0001M HCl F.dx
= PalyP Abs 0,00010 HC. .dx
- r-MOZPGEE Abs 0,00010 HCl F.dx
- 2 MphglyP abs 0,0001M HZl F.dx

ys. 2-2.2. Widma UV wodnych 10 M roztworéw: Pgly’, O,N-Pgly” i 1-NphPgly® w 0,1 M HCI
[Spektrofotometr UV-VIS JASCO V-630]
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Abs

1]
200 400 G600 00
Wavelength [nm]
File Mame
] GlyP Abs 0,0001M MaoH I1dx
= PglyP Abs 0,0001M MNaOH F.dx
= m-MO2ZPGlyP Abs 0,0001M MaOH F.dx
o 2 MphglvP Abs 0,00010 MaCH F.dx
2 v
Abs
D T
200 250 200 350 400
Wavelength [nm]
File Mame
& GlyFP Abs 0,0001M MaoH ILdx
- PglyP Abs 0,0001M MNaOH F.dx
] m-MNOZPGlyP Abs 0,0001M MaOH F.dx
= 2 hphglyP Abs 0,0001M MaCH F.dx

ys. 2-2.3. Widma UV wodnych 10™ M roztworéw: Pgly’, O,N-Pgly”, 1-NphPgly" w 0,1 M

NaOH [Spektrofotometr UV-VIS JASCO V-630]
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2.4.3.2. WIDMA IR KWASOW AMINOFOSFONOWYCH

Na rysunkach Rys. 2-3. przedstawiono dla ilustracji widma IR reprezentatywnych kwasow

aminofosfonowych, w tym widma:

e serii w-aminoalkilofosfonowych (Rys. 2-3.1., 2-3.2.);

e kwaséw  l-aminoetylofosfonowego (Ala") i 1-amino-1-metyloetylo-1-fosfonowego
(Mala®) (Rys. 2-3.3.);

e kwaséw 1-aminometylofenylofosfonowego (Pgly’) i 1-amino-1-metylo(4-metylofenylo)-1-
fosfonowego (p-MePgly’) (Rys. 2-3.4.);

e kwaséw 1l-aminometylonaftylofosfonowego (1-Nphg|yp) oraz 2-aminometylonaftylo-

fosfonowego (2-Nphgly®) (Rys. 2-3.5.).

Widma IR mino znaczacych rdéznic w budowie chemicznej badanych kwaséw
aminoalkilofosfonowych s bardzo podobne i przypominajag widma aminokwasow
karboksylowych 'Y, Prezentowane widma sa bardzo ztozone i wiekszo$¢ pasm absorpcji nie
moze byc¢ przypisana w sposodb jednoznaczny drganiom okreslonych grup. Wszystkie widma
maja szerokie, trudne do interpretacji pasmo absorpcji w granicach od 1700 cm™ do 3650
cm-l [230].

Podsumowania badann nad spektrometrig strukturalng IR aminokwaséw fosfonowych

dokonali Kukhar i Solodenko % (Tab. 2-11.).

Tabela 2-11. Charakterystyka IR kwasow aminofosfonowych i ich pochodnych
[Kukhar & Solodenko, 1987][1°]

Charakterystyczne pasma absorbcji .
- = Literatura
Grupa Region [cm™]

P _ ) [Belov i w-cy, 1977][231]

AA P=0 1150-1250 [Baylis i w-cy, 1984][189]

p B [Belov i w-cy, 1977][231]

AA P-O 1000-1100 [Baylis i w-cy, 1984][189]
P + . [Richtarski i w-cy, 1975][23Z]
AA NH; 2000-3200i 1560-1600 [Oleksyszyn i w-cy, 1978][173]
P . . ) [Richtarski i w-cy, 1975][232]
AA N'Hs, C-H, O-H 3000 [Oleksyszyn i w-cy, 1978]""%
AA’(OR), NH, 3280-3380 i 1500-1620 [Oleksyszyn i w-cy, 1979]**

AATH P-H 2300-2400 [Baylis i w-cy, 1984]"*

32




Rysunki 2-3. Widma absorpcyjne IR reprezentatywnych kwaséw aminoalkilofosfonowych

0
Hg\h}ﬁ{;g(omz
2

a0

1N W
N

0 . | |
4000 3000 2000 1000 400
Wavenumber [crm-1]

—
‘_E%

Rys. 2-3.1. Widma transmisyjne IR Gly” (n=1) i 2-Ala” (n=2) [FTIR JASCO 4000 (KBr)]

N |
o \ ﬂ,l\]
JRN ot
[ WA e A |

Nt/ |

80

Rys. 2-3.2. Widma transmisyjne 3-Hala’ (n=3) i 4-Nvala’ (n=4) [FTIR JASCO 4000 (KBr)]
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100

Wm‘“\\ AN f

an

BaaN\e Al M

o S N A | 1

IR A/ PAmRd | I
| INRYRY

1 . . .
4000 3000 2000 1000
Wavenumber [cm-1]

Ala’ Mala”
0 ~ CH, O ~-
.8 1° R
H,N—C—FP H,N"—C—FP
| N\ H | N H
CH, © CH, ©

Rys. 2-3.3. Widma transmisyjne Ala” i Mala” [FTIR JASCO 4000 (KBr)]
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R
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F
[ A

=

0
4000

2000
Wavenumber [cm-1]

400

Pgly”

p—MePegP

Rys. 2-3.4. Widma transmisyjne Pgly” i p-MePgly” [FTIR JASCO 4000 (KBr)]

100

i

55
\or

A

[510]
N \/\\

|

|-

$

\

” ANV

1,

0
4000

2000
Wavenurnber [crm-1]

2-Nphgly”

Rys. 2-3.5. Widma transmisyjne o-NphGly® i B-NphGly’[FTIR JASCO 4000 (KBr)]
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2.4.3.3. SPEKTROSKOPIA NMR KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH

Spektroskopia NMR, w odrdznieniu od metod omawianych wczesniej (UV, IR), pozwala na
petng charakteryzacje grupowa i strukturalng kwaséw aminoalkilofosfonowych. Podobnie jak
do charakteryzacji aminokwasdéw karboksylowych, do aminokwaséw fosfonowych stosuje sie
spektroskopie *H-NMR i *C-NMR. Obecnos¢ fosforu w czasteczce aminokwasu pozwala na
wykorzystanie techniki *'P-NMR i szybka klasyfikacje grupowa zwigzkéw P-C, a w wielu

przypadkach takze na indywidualng identyfikacje aminokwasu fosfonowego.

2.4.3.3.1. SPEKTROSKOPIA 3!P-NMR

Spektroskopia 3p_.NMR jest technikg analityczng, nalezgcg ze wzgledu na tatwa
interpretacje widm fosforowych do rutynowych technik NMR. Przesuniecia chemiczne
zwigzkoéw fosforowych mierzy sie wzgledem 85% wodnego roztworu kwasu fosforowego (V)
6(31P)=0 ppm, jako zewnetrznego wzorca. Sygnaly lezgce przy nizszym natezeniu pola
/wyzszych czestotliwosci majg dodatnie wartosci 6.

Wartosci przesunie¢ chemicznych dla reprezentatywnych klas pochodnych oxy-kwaséw

fosforu przedstawiono w Tabelach: 2-12., 2.13.

Tabela 2-12. Przesuniecia chemiczne *'P NMR reprezentatywnych klas oxy-pochodnych
fosforu [Crutchfield i w-cy, 1968][234]

(RO);P=0 2,1(Me) | 1,01(Et) | -0,7(Pr) | -3,3(iPr)
(RO)3P 139,7 (Me) | 137,6 (Et) | 138, (tBu) | 138,1 (Ph)
R-P(0)(OR); 32,3(Me) | 30,0 (Et) | 27,4 (Pr)
RsP 240 (H) | -62(Me) | -20,1(Et) | 61,9 (tBu) | -17,3 (Ph)
RsP=0 36,2 (Me) | 48,3 (Et) | 66,5(tBu) | 28 (Ph)
(RO),P(O)H 10,8 (Me) | 7,6 (Et)
RO-P(0)(OH), 1,2 (Me) | 2,3 (Et) -2,4 (iPr)
(RO),P(0)OH -4,8(Me) | 0,93(Et) | -4,8(iPr)
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Tabela 2-13. Przesuniecia chemiczne 1P NMR zwigzkow fosforu [Kuhl, 2008][235]

200 150 100 50 0 -50 -100

RPH, —

R,PH O ———
R3P “

R,PX ——
P(NR); —

P(OR);3 =

P(SR); —
PX3

P(OR),X ——

CPX, ——
CPXN —t—

0=PX, ———
0=P(OR)X, [RS—
0=P(OR),X D
0=P(OR); —
S=P(OR), p—
O=P(R)(OR),
S=P(R)(OR), J—
O=P(R)(OH),
(RO),POH
R,P(=0)OR

#
RP(=0)X, —l—'—
—|
.|—|-

LJI

CP(=0)XN |
RsP=0, RsP=S

R,P(=0)X e ——

P(OR)s e ——

R4PX —
h
0

Ar;P=CR,

200 150 100 50
5 (ppm)

-50 -100

Widma 3P NMR najczesciej sg rejestrowane w postaci tzw. widm z odsprzeganiem
(,decoupling”). Widma P NMR dla réwnomolowej mieszaniny: kwasu metylofosfonowego
(MPA), GIyP i NazsPO4 w 2,0 M KOH z odsprzeganiem i bez odsprzegania zamieszczono na
Rysunkach 2-4.

31p, integracja

Z powodu na niejednoznacznos¢ jadrowego efektu Overhauser’a dla jgder
widm fosforowych moze byé stosowana jedynie w sposéb przyblizony, w obrebie tej klasy

zwigzkow.
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Rysunki 2-4. Widma *!P NMR dla réwnomolowej mieszaniny: MPA, AMDP, Gly’, NasPO,
w 2,0 M KOH (10% D,0)
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Rys. 2-4.2. Widmo bez odsprzegania sprzezen P-H
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Rys. 2-4.1.1. Widmo >'P mieszaniny: MPA, AMDP, Gly® i NasPO, bez odprzegania
(rozciag dla MPA i Gly)

Dla wolnych kwaséw fosfonowych obserwuje sie silna zalezno$¢ przesuniecia 8(*'P) od

stopnia jonizacji [112-114, 236, 237]

Zaleznos¢ przesuniecia 8(*'P) od stopnia jonizacji zilustrowana jest na Rysunkach 2-5.

Rysunek 2-5. Zalezno$¢ 8(*'P)=f(pH)dla wybranych kwaséw fosfonowych

[ppm]
40
35 -
30
—o—1# 6R
25
——2# 5RS
20 3# 6RSO
15 6 44 SRSO
10 = 5# SRS02
5
O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
[pH]

Rys. 2-5.1. Zalezno$¢ 8(3'P)=f(pH) dla MPA, Met”, Met[S(0)]° i Met[S(0),]" [Kudzin i w-cy, 1994]"**
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0 . . . . . . .

0 2 4 6 8 10 12 14 pH

Rys. 2-5.2. Zaleznosc¢ 6(31P)=f(pH) dla kwasu Aspp’P [Kudzin i w-cy, 1994][112]

Obserwowany jest takze silny wptyw struktury na widmo: podstawnika R, rzedowosci grupy
aminowej , odlegtosci grupy aminowej od fosfonowej (Tab. 2-13.).
Wptyw odlegtosci grupy aminowej od fosfonowej na przesuniecia chemiczne aminokwasow

przedstawiono na Rysunku 2-6.
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Rysunki 2-6. Widma >!P NMR 6-sktadnikowej mieszaniny zawierajacej: MPA, Gly®, 2-Ala”,
3-Hala®, 4-Nval® i HsPO, (wzorzec wewnetrzny) [Kudzin i w-cy, 2012]%3!
[Widma >'P-NMR byty rejestrowane na spektrometrze Bruker Avance Ill 600 przy 242.9 MHz.]
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Rys. 2-6.1. Widmo *'P NMR 6-sktadnikowej mieszaniny zawierajacej: MPA (25,29 ppm),
Gly" (10,57 ppm), 2-Ala” (18,77 ppm); 3-Hala" (23,66 ppm), 4-Nval® (24,20 ppm),
Hs;PO, (0,40 ppm) w roztworze buforowym AcOH/AcOK (pH=4,5)
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Rys. 2-6.2. Widmo *'P NMR 6-sktadnikowej mieszaniny zawierajgcej: MPA (22,75 ppm),
Gly® (18,08 ppm), 2-Ala” (18,60 ppm); 3-Hala’ (20,67 ppm), 4-Nval® (22,41 ppm),
K3PO4 (5,31 ppm) w 2 M KOH (10% D,0)

Zatgczone wyniki wskazujg na analityczne znaczenie przesunie¢ chemicznych 6(P) kwasdéw

fosfonowych, pod warunkiem utrzymania statych warunkéw pH roztworow.

W Tabeli 2-13. przedstawiono przesuniecia chemiczne 6(P) uzyskane dla szeregu

reprezentatywnych kwaséw fosfonowych. Biorgc pod uwage przebieg funkcji 6(P)=f(pH)

wybrano 4 punkty pomiarowe, w ktdrych obserwowano ptaski charakter krzywej, tzn.: 2 M

KOH, bufory (przy 4,5i 7 pH), oraz 2 M HCI.

41



2.4.3.3.2. SPEKTROSKOPIA ‘H-NMR

Badania spektroskopowe protonowego magnetycznego rezonansu jagdrowego aminokwaséw
wykazaty, ze przesuniecie chemiczne protondw aminokwasdéw, a takze state sprzezenia
proton-proton zalezg od stopnia dysocjacji czgsteczki. Na wykresie zaleznos¢ przesuniecia
chemicznego od wartosci pH ma posta¢ krzywej charakterystycznej dla krzywej
miareczkowania. W pomiarach NMR aminokwaséw, peptydéw i biatek uzywa sie zazwyczaj
H,O lub D0, a jako standardéw wewnetrznych m. in.: tetrametylosilanu (TMS),
heksametylodisiloksanu (HMDS) i soli sodowej kwasu 4,4-dimetylo-4-silapentano-
sulfonowego (DSS).

Widma 'H NMR wolnych kwaséw aminofosfonowych, ze wzgledu na bardzo niska
rozpuszczalnos¢ w rozpuszczalnikach organicznych, moga by¢ rejestrowane jedynie w

roztworach wodnych, badz w roztworach kwasu trifluoroctowego (TFA).

D,O 9 o)
2 + -
Era
1.1. 2 OD

D
. Do TFA-D Qo o
Hs’“‘%ﬁ{?ﬁ — D3N*+(H:~hﬁ/ = DaN‘Hj‘hP\
2 OH 1.2. 2 oD 2 oD
P
AA TEA 2TFA

H

Ho &
0
H3N*+ﬁ+n ||D|\/OH
2 OH

TFA 2TFA

0

TFA-H . l_OH

T e
S 2 OH

Schemat 2-8. Reakcje zachodzace w roztworach AA” w D,0 (1.1.), TFA-D (1.2.) i TFA-H (1.3.)

W wodnych roztworach kwaséw aminofosfonowych w D,0 lub CF3CO,D zachodzi szybka
wymiana protonéw grup fosfonowych i amoniowej na deuteron, w wyniku czego nie s3

obserwowane na widmie *H NMR (Sch. 2-8.).
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Widma kwaséw aminofosfonowych w kwasach trifluorooctowym (TFA) lub trifluorometylo-
sulfonowym (TFMSA) przedstawiajg nizszg rozdzielczos¢, jednakze zawierajg protony grup
amoniowych i amidowych, a takze inne protony wystepujgce w zakresie miedzy 0 a 11 ppm.
Przyktady wykorzystania TFA jako rozpuszczalnika do 'H NMR dostarczajg widma

zamieszczone na Rysunkach: 2-7., 2-8. oraz Tabeli 2-14.

Tabela 2-14. Wykorzystanie TFA jako rozpuszczalnika do 'H NMR

Nr Rozpuszczalnik AAP Literatura
ArGly" [Ar=Ph] Berlin&Gaudy, 19682>"
RCys' [R=CoHjp1; N=1-4] Kudzin, 1981
Cys’; HCys'; [Cys'15; [HCys' T, Kudzin&Stec, 1983171
1 CF3CO,H
e RHC\/SP [R: CeH13-Cy6H3] Kudzin i w-cy, 198911%!
1-AA”; Ala(F)"; Asp™” Kudzin&Majchrzak, 19897
1-AA7 Oshikawa&Yamashita, 19892
CF5SO;H
2 [zewn. Asp™’; GIu™"; Hglu™® Kudzin i w-cy, 1994"*?
lock na CDCls]
CF3S03H/CD5NO, . .
3 Cys(SOsH)"; Heys(SOsH) Kudzin i w-cy, 2005*"
(10:1)
(AC)-AA”: (AC): Ac, Prp; Btr, Piv, Bz; o 242
AA®: GIY"; Ala”: Val®; Pgly’, Phe” Kudzin i w-cy, 2005
TFA-AA® Cudain 20071243
CF5CO,H-CDCl; [AA": GIy’; Ala"; Val®; Pgly’, Phe’] uazin tw=cy,
4 (3:4) mca-AA’; Gly-AA"; MeGly-AA”;

Me,Gly-AA®; H,N-Gly"-AA®
[AAP: GIyP; AIaP; VaIP; PegP, PheP]

Kudzin i w-cy, 2008

MPA; Gly’; 2-Ala"; 3-Hala’; 4-Nval®

Kudzin i w-cy, 2012%%
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Rysunki 2-7. Widma "H-NMR: MPA i kwaséw w-AA” w roztworze TFA-CDCl; (1:1)
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Rys. 2-7.2. Widmo *H-NMR Gly”
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Rys. 2-7.5. Widmo *H-NMR 3-Hala’
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Rys. 2-7.6. Widmo 'H-NMR 4-Nval”




Rysunek 2-8. Widma *H-NMR kwaséw w-AA” w roztworze D,0
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Rys. 2-8.1.1. Widmo 'H-NMR Gly® po supresji sygnatu 4,74 ppm (pochodzacego od wody)
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Rys. 2-8.2.1. Widmo 'H-NMR Ala” po supresji sygnatu 4,74 ppm (pochodzgcego od wody)
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Rys. 2-8.3.1. Widmo '"H-NMR 2-Ala" po supresji sygnatu 4,74 ppm (pochodzgcego od wody)
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Rys. 2-8.4.1. Widmo '"H-NMR 3-Hala" po supresji sygnatu 4,74 ppm (pochodzgcego od wody)
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Rys. 2-8.4.2. Widmo *H-NMR 4-Nval® po supresji sygnatu 4,74 ppm (pochodzacego od wody)
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2.4.3.3.3. SPEKTROSKOPIA *C-NMR

Spektroskopia *C NMR stosowana byta do charakterystyki analitycznej kwaséw

aminofosfonowych i pochodnych (Tab. 2-15.).

Tabela 2-15. Spektroskopia >C-NMR i > N-NMR kwaséw aminofosfonowych

Nr AAP NMR Rozp. Literatura

1 GIyP 3C NMR D,0 Cameron i w-cy, 1993[154]; Berte-Verrando i w-cy, 19957%
N NMR solid | Harris i w-cy, 1989

2 Ala’ BCNMR D,0 Huber i w-cy, 1985 Gtowacki&Topolski, 1989"**":

Hanessian&Bennani, 1994[248]; Cameron i w-cy, 19934
3 val® BC NMR D,0 Huber i w-cy, 1985™; Huber&Vasella,1987"*"; Gtowacki
&Topolski, 1989

4 LeuP “C NMR D,0 | Gtowacki&Topolski, 1989”*"; Seebach i w-cy, 1989™>"

5 leu” BCNMR D,0 Hammerschmidt&Wuggenig, 1999

6 Pro” BCNMR D,0 Petrillo&Spitzmiller, 1979[77]; Kaname i w-cy, 2001™%"

7 Phe’ BC NMR D,0 Green i w-cy, 19967

8 Met" BC NMR D,0 | Huber&Vasella, 19877*

9 | 3-Hala" 3CNMR D,0 | Gtowacki&Topolski, 1989"*

10 Ser’ BCNMR D,0 Hammerschmidt i w-cy, 20007

11 ThrP B3¢ NMR D,0 Bongini i w-cy, 1996[2201; Matczak-Jon i w-cy, 19984

H,0 Simov i w-cy, 2002">”

12 Asp BP BC NMR D,0 Smith i w-cy, 1990”°"; Yokamatsu i w-cy, 1996>°%

13 | Asn® BC NMR D,0 | Vasella&Voeffray, 198272

14 | Glu" BCNMR D,0 | Yokamatsuiw-cy, 1996

15 Arg" “C NMR D,0 | Cowart, 1996

Dla aminokwasow karboksylowych sygnaty rezonansowe (standardem jest TMS) znajdujg sie
w nastepujacych obszarach: dla wegli Ca 40-65 ppm; dla wegli CB 17-70 ppm; dla wegli Cy i
C6 17-50 ppm. Sygnaty aromatycznych i heteroaromatycznych atomoéw wegla wystepujg w
zakresie 110-140 ppm [Jakubke&Jeschkeit, 1989][211].

Widma C NMR dla reprezentatywnych aminokwaséw fosfonowych przedstawione sg na

Rysunkach 2-9.
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Rysunki 2-9. Widma 3¢ NMR serii kwasow w-aminoalkilofosfonowych (D,0)
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Rys. 2-9.1.1. Widmo *C NMR Gly" (rozciag)
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Rys. 2-9.3. Widmo “3C NMR 2-Ala" (rozciag)
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2.4.4. SPEKTROMETRIA MAS W CHARAKTERYZACJI KWASOW
AMINOALKILOFOSFONOWYCH

Charakter wewnetrznych soli kwaséw aminofosfonowych ograniczat zastosowanie

standardowych technik MS do ich analizy. Niska lotnos¢ kwaséw aminofosfonowych

uniemozliwiata bezposrednig analize na drodze GC-MS czy EI-MS. Nielotne AA”

przeprowadzano w lotne pochodne, z zablokowanymi funkcjami fosfonowg i aminows,

zwykle diestry amino- lub N-acylaminoalkanofosfonianowe [Kudzin&Sochacki, 2000]™%! (Sch.

2-9).

o . o) o)
. H II_O I H I
HN—C—P = Y=C-N-C—P(OR),
R OH R

Schemat 2-9. Derywatyzacja nielotnych kwaséw aminofosfonowych do lotnych pochodnych

Rozwdj spektrometrii mas w ostatnich dekadach, w tym opracowanie nowych technik
analizy, jak FAB-MS czy ES-EI-MS umozliwit réwniez analize wolnych aminokwasow

fosfonowych i innych funkcjonalizowanych kwaséw fosfonowych (Tab. 2-16.).

Tabela 2-16. Gtowne jony widma MS-FAB reprezentatywnych kwaséw aminofosfonowych
[Cameron i w-cy, 1988; 1993] !*** 1*¥

AA° m/z vs wzgledna intensywnos¢ [%]
M+H M + H-17 M + H-80 M+G 2 M+1
Gly’ 112 (100) 95 (18) 30 (27) 204 (48) 223 (2)
Ala” 126 (100) 109 (1) 44 (63) 218 (89) 251 (7)
Hala” 140 (70) - 58 (100) 232 (36) 279 (16)
2-Ala” 126 (100) - - 218 (35) 251 (5)
3-Hala’ 140 (100)
4-Nvala” 156 (100) 72 (2)
6-Nhleu” 183 (100) 100 (15)

VG Micromass ZAB-1F instrument
[matryca glicerynowa, wigzka Xe (8 kV)]

[MH-82]" = [MH- H3PO;]"
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2.4.5. STEREOCHEMIA KWASOW 1-AMINOALKILOFOSFONOWYCH

Poréwnanie budowy: kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych i aminokwaséw biatkowych (L-AAS,
konfiguracja R) przedstawiono w Tabeli 2-17.

Zestawienie skrecalnosci optycznej ([M]p I/lub [a]p) aminokwaséw biatkowych (AAS) i

fosfonowych (AA”) przedstawiono w Tabeli 2-18.

Tabela 2-17. Poréwnanie budowy aminokwaséw biatkowych i kwaséw
1-aminoalkilo-fosfonowych

COH COH POH, POH,
HN—C—H H C—NH H,N—C—H H C—NH
| d 2 N { 2
R R R R
L-AAC S-AAS [wyj. Cys] L-AA° R-AA” [wyj. Cys]

Tabela 2-18. Skrecalnosci optyczne aminokwaséw biatkowych (AAS) i fosfonowych (AA?)

AA® Skrecalnosci optyczne AAP Skrecalnosci optyczne

[Jakubke&Jeschkeit, 1989]%?*" [Dhavan&Redmore,1987] %Y

H,0? 5 M HCl,;/° R S
Ala 1,6 (1,8) 13,0 (14,6) Ala’ -17,0 MM NaOH) 17,0 (M Na0F)
Val 6,6 (5,6) 33,1 () val® +0,6 (TMNOH) -0,6 M0
Leu -14,4 (-11,0) 21,0 (16,0) Leu® -28,0 ™MNaOH) 27,0 TMNOH)
lle 16,3 (12,4) 51,8 (39,5) lle” -8, 5{IMNOH)
[Hammerschmids&Wuggenig, 1999][216]
Pro -99,2 (-86,2) -69,5 (-60,4) Pro” 64,0 ™MNOH -60,0 ™M NaOH)
Phe -57,0 (-34,5) 7,4 (-4,5) Phe’ -49,0 ™ NaOH) 52,0 MNOH)
Ser 7,9 (-7,5) 15,9 (15,1) ser’ -30,0 ™M NaOH) 35,0 (IMN2OH)
Thr -33,9 (-28,5) -17,9 (-15,0) Thr® -10,2"%)
[Simov i w-cy, 2002][255]

Tyr -18,1 (-10,0) Tyr® -53,0™HD
Met -14,9 (-9,8) 34,6 (23,2) Met’ -40,4 ™NaOH) 3g,1 IMNOH)
Cys -20,0 (-16,5) 9 (6,5) Cys’
Arg 21,8 (12,5) 48,1 (27,6) Arg’
Lys 19,7 (13,5) 37,9 (25,9) Lys”
His -59,8 (-38,5) 18,3 (11,8) His"
Trp 68,8 (-33,7) 5,7 (-2,8) Trp’
Asp 7 (5,0) 33,8 (25,4) Asp”? -32,6 %0
Asn -7,4 (5,6) 7,4 (-5,6) AsnP? -33,0 "0
Glu 17,7 (12,6) 46,3 (31,8) Glu'® -20,0 ™ NaOH) 21,0 ™M NaOH)

(Ml lub ([a]p)
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2.5. WEASCIWOSCI CHEMICZNE AMINOKWASOW FOSFONOWYCH

Wiasciwosci chemiczne aminokwaséw fosfonowych sg okreslone przez obecnos¢ w
czasteczce grupy fosfonowej i grupy aminowej, a w mniejszym stopniu: rzedowosci grupy
aminowej, oddalenia grup aminowych-kwasowych i rodzaju faricucha bocznego.

Gtéwne typy opisanych reakcji chemicznych AAP przedstawiono na Schemacie 2-10.

RN +C+P(OH)2

RI-C— N+C+P(0H)2

0 0

1 HN+C+”/O 2. CF;E—H‘PEAFH(OMG)Z
0 2
_H+(H;;hg(0H)2

0
—H+(H:2~hg(0H)2<—

Schemat 2-10. Reprezentatywne reakcje kwaséw w-aminoalkilofosfonowych [Kudzin i w-cy,
2012]:

1.1. N-Metylowanie aminoestru Me,-Ala’(OEt), z nastepcza hydroliza [Myers&libril, 1957] 7,

1.2. R= 2-Ala’, R*=Ph [Isbell i w-cy, 1972][258]; 2-Ala’, 3-Hala” R'=Bn [Yamauchi i w-cy, 1986][259];

1.3. R = [CH,]1;NHCH,CH,: (AA°/H,NCN /NaOH,, = 1:8:3; temp. wrz., 20h) [Cameron i w-cy, 1988]"%,
1.4. R = [CH,],NHCH,CH, (n=): AA?/S-Metyloizotiomocznik/NaOHaq = 1:2:4; 60-90°C, 4h [Cameron i
w-cy, 19881 [AA": n=1-3];

2. (n=1-3); Gluf/TFA-AA"(OMe), [Kudzin i w-cy, 1994]**

Podobne reakcje zachodza dla aminokwaséw fosfonowych serii a-AA”. Reaktywno$é
pochodnych kwasow aminofosfonowych jest przedmiotem przeglagdéw Pietrowa [Pietrow,

1975] [7], Kuhkara [Kuhkar&Sosholonok, 1987] (101 ; Kafarskiego [Kafarski, 1985] (861
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2.5.1. WEASCIWOSCI KWASOWO-ZASADOWE AMINOKWASOW FOSFONOWYCH

Ze wzgledu na charakter dwubiegunowy aminokwaséw ich wtasciwosci kwasowo-zasadowe

zalezg w duzym stopniu od pH srodowiska. ROwnowagi dysocjacji protolitycznej dla szeregu

kwasow w-aminoalkilofosfonowych przedstawia Schemat 2-11.

|| OH

HN‘P

H,AAPE)

E—
<—

+

-H

HN+

H,AAP

||O

—>_ HN‘P

II o 'H

HAAP®)

- H

Schemat 2-11. Réwnowagi dysocjacji protolitycznej dla szeregu kwasoéw
w-aminoalkilo-fosfonowych

||0

HN*P

AAPR)

State dysocjacji (pK) dla szeregu kwaséw w-aminoalkilofosfonowych przedstawia Tabela 2-

19.
Tabela 2-19. Kologarytmy statych dysocjacji (pK) AA” [Kudzin i w-cy, 2012]'%!
pK Gly? a-Ala” B-Ala” y-Hala" &-Nval’
<1; <1;
pK, 1o 1o 2,74+0,05 2,80+0,05 2,85+0,05
5,3240,02; 5,7510,02;
’ 7 ’ ’ ’ ’ + + +
pK, o 43 497 6,52+0,03 7,12+0,03 7,57+0,02
10,04+0,04; 10,44+0,04;
K ! i ! i 11,17+0,05 11,18+0,05 11,23+0,05
P 10,45/° 10,67 I HEED e
pK; 3,16 3,38 4,62 4,96 5,71

*Kudzin i w-cy, 2005"%*
State wyznaczone przez dr P. Urbaniaka, Ut
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3. BADANIA WtASNE

Rozdziat dotyczy badan nad wybranymi witasciwosciami fizyko-chemicznymi oraz
biologicznymi kwasow aminofosfonowych podjetych w celu unifikacji charakterystyki tych
zwigzkow:

e w obszarze niepublikowanych danych w dostepnej literaturze naukowej;

e w obszarze fragmentarycznych danych literaturowych;

e literaturowych stwierdzen o duzym stopniu ogdlnosci.

Wykonane badania stanowig réwniez baze graficzng przegladu nt. kwaséw

aminofosfonowych, w przygotowaniu.

3.1. SYNTEZA/RESYNTEZA WYBRANYCH REPREZENTATYWNYCH KWASOW
1-AMINOALKILOFOSFONOWYCH | POCHODNYCH

Do badan nad charakterystyky fizyko-chemiczng kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych oraz
biologiczng kwaséw 1-(N-acyloamino)alkilofosfonowych wytypowano modelowe zwigzki,

otrzymywane wg. procedur zilustrowanych na Schematach: 3-1. (AAP), 3-2. [(AC)-AA™].

O
1 H |l
R—N—CIZ—P(OH)2
R
R-AAP
[1] R1-NH,;
B | [2] HP(O)(OEY),
[3] BMHCI; A
[1] Bz-NH,/PCl,/ .
R! O ACOH: o [1] Ptc-NHz./P(OPh)S, o
Il [2] BM HCI, A N [2] 5M HCI; A g0
HZN_?_P(OH)Z - /C:O —_— HZN_?_P(OH)Z
R D R A !
A(R)AP (1] Mo "
c | [2] HP(O)(OEY),
[3] SMHCI; A

HoIT
Me,N—C—P(OH),
Et

Me,-HalaP

Schemat 3-1. Synteza kwasdw 1-aminoalkilofosfonowych
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3.1.1. METODA PTC-AMINOFOSFONIANOWA

Kwasy 1-aminoaralkilofosfonowe

otrzymano wg.

metody Ptc-aminofosfonianowej,

polegajgcej na trdjsktadnikowej kondensacji aldehydu, N-fenylotiomocznika i fosforynu

trifenylowego

degradowanych do odpowiednich aminokwaséw (Sch. 3-1.1.) [Kudzin&Stec, 1978

do

AcOH

\7

-

Ar\
/C=O + P(OPh),
H
HZN\
C=S
/
O
H Il
HZN—(ll—P(OH)2
Ar
AAP

fenylotiokarbamoiloaminofosfoniandw

Ptc-AA°(OPh),,
] [171].

H |1l
Ar—Cll—P(OPh)z

HN

\

C=S

/

HN

O

J 5M HCI, rfl., 8h

o)

. H T
HN—C—P(OH),

cr

Ar

(Ph-NH, + Ph-OH + H,S)

Schemat 3-1.1. Synteza kwasow 1-aminoaralkilofosfonowych wg. metody
Ptc-amino-fosfonianowe;j

dalej

Ptc-AAP(OPh),

Tabela 3-1.1. Otrzymane kwasyl-aminoaralkilofosfonowe
CH,

O | O i |t | o
Q CH, H,C CH Q_\
Pgly’ o-MePgly’ | m-MePgly” | p-MePgly” 2,4|,D6g-|\l\//lpe3- 4-HO,C-Pgly” Phe’
ool lo o] &

O,N NO, Cl
o P m » | p-NO,Pgly’ p-BrPgly’ o-Clpgly’ 1-Nphgly® 2-Nphgly’
NO,Pgly NO,Pgly

Zwigzki nowe
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3.1.2. HYDROFOSFONYLOWANIE IMIN

Kwasy 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowe otrzymywano na drodze hydrofosfonylowania
odpowiednich imin i nastepcza hydrolityczng degradacje produktéw posrednich 1-(N-
alkiloamino)alkilofosfononianéw [R-AAP(OEt),].

Zapis reakcji oraz aminokwasy otrzymane tg metodg przedstawiono w Tabeli 3-1.2.

Tabela 3-1.2. Synteza kwasoéw 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych

R*—NH,
i 1 R?
+ _ R n-poe, ) Lo » Lol
— N — R=N-C—P(OE), —> R=N—C—P(OHY),
o R R R R
R R R2AAP(OEY), R2AAP
0 0 0 Me O o)
H Il H H T R H oI
MeSC-H—Cli—P(OH)Z Me-H—(ll—P(OH)Z Et-H—(ll—P(OH)z Et-H—(ll—P(OH)Z Me-H—Cli—P(OH)Z
Me Et Et Me Ph
tBu-Ala’ Me-Hal’ Et-Hal’ Et-Mal” Me-Pgl”

Zwigzki nowe

3.1.3. REAKCJA AMIDOALKILOWANIA PCl;

Kwasy: Gly?, Mala®, 1-AcH” otrzymano wg procedury Pikla-Oleksyszyna [Oleksyszyn,
1986][174] i Soroki [Soroka, 1987] 2 wychodzgc ze zwigzku karbonylowego, amidu i trichlorku

fosforu. Zapis reakcji oraz aminokwasy otrzymane tg metodg przedstawiono w Tabeli 1.3.

Tabela 3-1.3. Synteza kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych wg. procedury Oleksyszyna/Soroki
[Oleksyszyn, 1986™*; Soroka, 1987"]

[1] PCI,/ACOH;
R AcNH, R_OAc  [215M HCl: i, RQ
=0 + — C > H,N-C—P(OH),
R AcC R NHAc R
o) HC O 0
I Ui I
H,N—C—P(OH), H,N—C—P(OH), <:><P(OH)2
H, !
CH, NH,
Gly? Mala® 1-AcH®

63




3.1.4. SYNTEZA KWASOW 1-(N-ACYLOAMINO)ALKILOFOSFONOWYCH

Kwasy 1-aminoalkilofosfonowe poddawane N-acylowaniu dziataniem bezwodnika octowego

badZ chlorooctowego, ulegaty konwersji do pochodnych 1-(N-acyloamino)alkilofosfonowych

(Sch. 3-2).
H.N-H,0 I H Il
——————> H,N-C-C—N—C—P(OH),
H, H ]
Gly-AAP
o 1. [R-C(0)],0/
H 1l R-CO,H 9 H (IDI R=CICH, MeNH,-H,0 I H Il
HN=C—P(OH), R-C—N—C—P(OH), Me-N-C-C—N—C—P(OH),
2. H,0 H T HH, H I
AAP R= CICH, [McAc-AAP] MeGly-AAP
R=CH, [Ac-AAP]
Me,NH-H,0

el MezN—CH:Z-(I:I—H—(?—IIZI’(OH)z
Me,Gly-AAP
Schemat 3-2. Schemat konwersji kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych do pochodnych
1-(N-acyloamino)alkilofosfonowych [Kudzin i w-cy, 2005][242]
i konwersji kwaséw 1-(N-chloroacetyloamino)-alkilofosfonowych [Mca-AA"]
do odpowiadajacych fosfonopeptydéw [Gly-AA®, MeGly-AA® i Me,Gly-AAP]
[Kudzin i w-cy, 2008][244]

Otrzymane kwasy 1-(N-acetyloamino)alkilofosfonowe przedstawiono w Tabeli 3-2.1.

Otrzymane fosfonopeptydy [Gly-AA®, MeGly-AA”, Me,Gly-AA”] przedstawiono w Tabeli 3-2.2.

Tabela 3-2.1. Konwersja AA” do kwaséw 1-(N-acyloamino)alkilo-fosfonowych

Ac—Gly® Ac—Ala® Ac—Hal’ Ac—Nva" Ac-Val® Ac—Met” Ac—Pgly” Ac—Phe”

Tabela 3-2.2. Konwersja AA” do fosfonopeptydéw

Gly-Gly’ Gly-Ala” Gly-Pgly’ | Me-Gly-Gly* | Me,-Gly-Gly* | Me-Gly-Ala” | H,N-Gly-val®

Zwigzki nowe

Procedure syntezy fosfonopeptyddéw opublikowano w pracy:
Kudzin, Z.H.; Depczynski, R.; Kudzin, M.H.; Drabowicz, J. 1-(N-Chloroacetylamino)alkyl-
phosphonic acids - synthetic precursors of glycylo-phosphonopeptides and related

compounds. Amino Acids, 2008, 34, 163-168; (w-atorstwo, doktorat D. R.).[244]
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3.2. WEASCIWOSCI FIZYCZNE AMINOKWASOW FOSFONOWYCH

3.2.1. BADANIA NAD ROZPUSZCZALNOSCIA AMINOKWASOW

Rozpuszczalnos¢ kwaséw aminofosfonowych stanowi jedng z wiasciwosci fizycznych
wptywajacych na potencjalne aplikacje tych zwigzkéw w chemii materiatowe;.

Oprécz  ogdlnych stwierdzedn na temat wyzszej rozpuszczalnosci kwaséw
aminofosfonowych (AA?) w roztworach zasadowych i/lub kwasowych [Petrov i w-cy, 1974,
Kukhar&Solodenko, 1987]'®7% szersze badania podstawowe w tej dziedzinie nigdy nie
zostaty podjete oraz opublikowane. Metody opisane w literaturze dotyczace wyznaczania
rozpuszczalnosci aminokwaséw karboksylowych potraktowatem jako podstawe do badan
wiasnych nad rozpuszczalnoscig kwaséw aminoalkilofosfonowych.

Wartosci rozpuszczalnosci aminokwasdw w wodzie zostaty wyznaczone w latach
1930tych przez Daltona i Schmidta [Dalton&Schmidt, 1933; 1935]"°*** oraz Dunna i w-kéw
[Dunn i w-cy, 1933][262’263]. W latach 1990-tych podjeto badania nad termodynamicznym
opisem tej wtagciwosci [Chen i w-cy, 1989; Liu i w-cy, 1998]126+26%!,

Przeprowadzono takze badania nad rozpuszczalnoscig aminokwaséw w rdznych
wodno-alkoholowych rozpuszczalnikach, w tym w ukfadach: woda - metanol [Gekko,
1981],266 woda - etanol [Cohn i w-cy, 1934; Nozaki&Tanford, 1971][267’268] , woda - 1-
propanol i woda - 2-propanol [Orella&Kirwan, 1989; 1991; Fereira i w-cy, 2004][269’272] , woda
- 1-butanol [Gude i w-cy, 1996][272] i woda - 1-PEG [Yang i w-cy, 2008][273].

Deya i Lahirib [Deya& Lahirib, 2010][274] przeprowadzili badania nad wptywem pK i pH
nad rozpuszczalnoscig aminokwasow w wodzie i w roztworach mocznika.

Ostatnio opublikowane badania nad termodynamikg rozpuszczania kwaséw 1-amino-

alkilofosfonowych, w uktadach AA”— mocznik - woda [275,276]

sktonity nas do opublikowania
wynikéw dotyczagcych rozpuszczalnosci kwasédw 1l-aminoalkilofosfonowych w wodzie w

temperaturze 25°C #77],
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3.2.1.1. BADANIA NAD ROZPUSZCZALNOSCIA AMINOKWASOW FOSFONOWYCH

Do badan wykorzystano reprezentatywne aminokwasy fosfonowe szeregéw: 1-aminoalkilo-
fosfonowych, w-aminoalkilofosfonowych, 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych i 1-(N,N-
dialkilo-amino)alkilofosfonowych. Do serii dla celéw poréwnawczych, wprowadzono kwas 1-
hydroksypropylofosfonowy.

Struktury aminokwasow wykorzystanych do badad nad rozpuszczalnoscig zestawiono w

Tabeli 3-3.
Tabela 3-3. Struktury i symbole™ uzytych kwaséw aminofosfonowych
0 0 H N
I H Il H I H Tl H,N—C—P(OH),
HN=C—P(©H), | HN=C=P(OH), | HN=C=P(OH), | HN=C—P(OH), Br
H, Me Et iPr
Gly° Ala” Hala" val® Nval®
o) o) o) o) TIRT
H Il H I H Il H Il H.N—C—P(OH)
HN=C=P(OH), | HN=C—P(OH), | HN-C—P(OH), | HN-C—P(OH), 2 |+ 2
C1S-M
iBu sBu tBu nBu |-|22 €
Leu’ lleu® Tleu® Nleu® Met”
(@] O Me O
H Il H (l)l Me—N (H: IF|>0H I\/Ie\N E :DIOH H,N cI: IIDIOH
H,N—C—P(OH), HN—C—P(OH), e~N=G—P(OH), N=C=P(CH), | HN—=C—P(OH),
| C-Ph Et Me  Et Me
Ph 5
2
Pgly’ Phe’ Me-Hala" Me,-Hala" Mala®
e f 9
M
Et—N—-C—P(OH
N=G=P(OH), HZNJrﬁ{;P(OH)Z
Me 2
Et-Mala” 3-Hala’

Dla wyznaczenia rozpuszczalnosci AAPw wodzie, reprezentatywne aminokwasy rozpuszczano
do nasycenia a nastepnie oznaczano stezenie kwasu w nasyconym roztworze.
Do otrzymania nasyconych roztworéw AA” w wodzie zastosowano dwie metody:

e metode krystalizacji polegajaca na rozpuszczeniu AA” w temperaturze ok. 80°C

i nastepcza krystalizacje w gradiencie temperatury (80°C do 25°C);
e metode sonikacyjng wykorzystujaca sonikacje AA” w temperaturze 25°C.
Do oznaczania stezenia AA” w badanych roztworach stosowano:
e metode pH-metrycznego miareczkowania AA;

¢ metode wykorzystujaca ilosciowe oznaczenia z uzyciem techniki **P-NMR.
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3.2.1.1.1. OZNACZANIE AMINOKWASOW FOSFONOWYCH W WODZIE

Najbardziej popularnymi metodami stasowanymi w badaniach nad rozpuszczalnoscia
aminokwasOw naturalnych sg metody grawimetryczne (odparowanie nasyconego roztworu
aminokwasu do statej masy) 28, poniewaz aminokwasy fosfonowe tatwo tworza roznego
typu hydraty - procedura grawimetryczna nie jest w tym przypadku dogodna do
zastosowania.

Do oznaczania stezen aminokwaséw w roztworach wodnych zaproponowano dwie metody:
e metode pH-metrycznego miareczkowania kwaséw aminofosfonowych (fosfonowych);
e metode NMR-owa wykorzystujagca oznaczenia >'P NMR pozadanego kwasu

aminofosfonowego w obecnosci fosforoorganicznego wewnetrznego wzorca.

3.2.1.1.1.1. METODA MIARECZKOWANIA pH-METRYCZNEGO

Kwasy aminofosfonowe (np. Gly’) sa kwasami di-protonowymi, mocniejszymi od amino
karboksylowych, miareczkowanie pH-metryczne jest wygodng metodg oznaczenia tych
zwigzkéw w zakresie stezen od 10°M do 1 M. Dodatkowym argumentem przemawiajgcym
za stosowaniem opisywanej metody do okreélania stezenia AA” jest mozliwo$¢ oznaczenia w
oparciu o pierwszy, drugi lub obydwa punkty inflekcji krzywej miareczkowania (Sch. 3-3., Rys.

3-1.).

PH 12,00 -
10,00 -
8,00 -
6,00 - —— Gy
4,00 - GlyP
2,00 ]

0,00 T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00

stopien neutralizacji

Rysunek 3-1. Krzywe miareczkowania Gly i Gly” roztworem KOH
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o)
. i PKy . @ PK, I
H.N—C—C H.N—C—C H,N—C—C
H, OH k H, o K H, o
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Schemat 3-3. Réwnowagi tworzace sie podczas miareczkowania roztworéw Gly i Gly”
roztworami zasady

3.2.1.1.1.2. METODA NMR-OWA
3.2.1.1.1.2.1. KORELACJA POWIERZCHNI SYGNALU 3'P DLA AA” | WZORCA

Podstawe metody P-NMR-owej oznaczania AA® przedstawiono na Rysunkach: 3-2., 3-3.
Rysunki przedstawiaja widma P NMR dla mieszaniny: MPA (0,01 mmola), Gly" (0,02
mmola), AIaP(O,Ol mmola), HaIaP(O,Ol mmola), VaIP(O,Ol mmola), Mala® (0,004 mmola) w
2,0 M KOH (Rys. 3-2.) i roztworze buforowym (Rys. 3-3.).

MPA i Na,Hs.,PO,4 stanowig tzw. wewnetrzne wzorce, gdyz na podstawie stosunkow
integracji AA°/MPA lub AA"/Na,H;.,PO,4 i znajomosci stezenia/iloéci wzorcdw w badanym
roztworze mozna wyznaczyé/oszacowac ilosci AA.

Z Rysunku 3-3. wynika brak réwnoséci powierzchni AA” i MPA mimo réwnomolowosci
badanej mieszaniny [MPA : Gly" : Ala": Hala": val’: Mala® =1:2:1:1:1:0,08*%] (*0,08 M
dotyczy stezenia nasyconego roztworu Mala’). Dlatego do uzycia metody *!P-NMR do
oznaczania stezeri AA” potrzebna jest kalibracja, tj. ustalenie stosunku powierzchni sygnatéw
AAP/wzorzec (np. Gly’/MPA) zarejestrowanych dla roztworéw zawierajacych jednostkowe
stezenia tych zwigzkow.

Poréwnanie widm wykonanych dla serii: MPA, GIyP, Ala®, Hala®, val’, Mala® w 2 M KOH
(Rys. 3-2.) oraz w 2 M AcOK-AcOH (Rys. 3-3.) wskazuje na znacznie wezsze sygnaty dla
roztworu w zasadzie. Réwniez dla roztworu AA" w 2 M KOH bardziej zdefiniowany jest

stopien jonizacji poszczegdlnych aminokwasoéw (di-aniony) (Sch. 3-4.).
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pH~0

pH~4

Schemat 3-4. Dystrybucja form AA” w funkcji pH roztworu
(pH~0 - 2 M HCI; pH~4 -2 M AcOK; pH~14 -2 M KOH)

pH~14

Rysunek 3-2. Widma *'P NMR mieszaniny: MPA (0,01 mmola), Gly’ (0,02 mmola), Ala” (0,01

mmola), Hala” (0,01 mmola), Val® (0,01 mmola), Mala” (0,004 mmola) w 2,0 M KOH
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Rysunek 3-2.2. Widmo 1P NMR bez odsprzegania

69




Rysunek 3-3. Widma P NMR mieszaniny: MPA (0,01 mmola), Gly® (0,02 mmola), Ala" (0,01

mmola), Hala” (0,01 mmola), Val® (0,01 mmola), Mala® (0,004 mmola) w 2 M AcOK-AcOH
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Rysunek 3-3.1. Widmo *'P NMR z odsprzeganiem P-H

[rel

24.3462

242770
"\\* 24.2113
_ 241427
16.4945
10.4621
0.2416

—13.8186
—13.2277
— 12.5905

10

20.8385
Foa

1.0000

T T T T T T

[ppm]

o -

Rysunek 3-3.2. Widmo 1P NMR bez odsprzegania P-H

Znacznie doktadniejsze wyniki mozna otrzymac dla mieszanin dwuskfadnikowych: wzorzec -
AA".

Reprezentatywne widma *'P NMR dla mieszanin: MPA-AA” (2 M KOH) oraz K3PO,-AA? (2 M
KOH) przedstawiono na Rysunkach: 3-4., 3-5.

Widma *'P NMR dla mieszanin: K,H3..PO4 (5,20 ppm) oraz Nval® (21,81 ppm) w 2 M AcOK-

AcOH przedstawiono na Rysunku 3-6.
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Rysunek 3-4. Widma 31p NMR dla mieszanin: MPA (20,2 ppm), Ala” (22,1 ppm) w 2M KOH
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Rys. 3-4.3. Dla stosunku stezeri MPA:Ala"=1:3
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Rysunek 3-5. Widma *'P NMR dla mieszanin: K3PO, (5,20 ppm), Nval® (21,81 ppm) w 2 M

KOH
& J )
—x T T T ‘F'l T T T T T T T T | y T T T
20 10 0 [ppm]
. P
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Rys. 3-5.2. Dla stosunku stezen K3POy : Nval™ = 1:2
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Rys. 3-5.3. Dla stosunku stezen K3POy, : Nval”=1:3
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Rysunek 3-6. Widma *'P NMR dla mieszanin: K,H3.,PO4 (5,20 ppm), Nval” (21,81 ppm) w
2 M AcOK-AcOH
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Rys. 3-6.3. Dla stosunku stezer KnH3.nPO, : Nval®=1:3
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Wspétczynniki korelacyjne dla AA” wzgledem wzorca okreélajace stosunek powierzchni
sygnatu AA” do powierzchni sygnatu wzorca mozna wyznaczy¢ wykonujgc rejestracje widm
P NMR roztworéw, dla zmiennego stosunku molowego wzorca i AAP. Serie taka ilustruja
widma na Rysunkach: 3-4. (MPA : AIaP), 3-5. (K3POy : NvaIP), 3-6. (KnH3.,POy4 : NvaIP).

Wyznaczone na podstawie widm 3p NMR wspotczynniki korelacyjne przedstawiono w

Tabelach: 3-4. (MPA vs. AA?), 3-5. (KsPO, vs. AAP).

Tabela 3-4. Wspodtczynniki korelacyjne powierzchni sygnatu AA” w stosunku
do MPA w 2M KOH

AA°
AA? Gly’ Ala® Hal® Val®
Gl | G2 | G3 | A1 | A2 | A3 H1 H2 | H3 | V1 | V2 | V3
[MPA]: 1: 1
p 1:1 1:2 1:3 11 1:2 1:3 11 1:2 1:1 ) 1:2
[AAT] 0,5 0,5
Mo | 1,30 | 1,30 | 1,21 | 1,42 | 1,19 | 1,31 | 105 | 1,08 | 1.05 | 0,95 | 0,95 | 0,93
s3p/3 1,27 £ 0,05 1,31+0,12 1,06 + 0,02 0,94 +0,01

[MPA]:[AAP] — stosunek stezed [MPA] i [AAP] rowny odpowiednio: 1:1, 1:2i 1:3;

*p mpa/aap - stosunek powierzchni sygnatu MPA do powierzchni sygnatu AA° przypadajgcych na réwnomolarne
stezenia zwigzkow;

231P/3 —$rednia z trzech oznaczen

Tabela 3-5. Wspdtczynniki korelacyjne powierzchni sygnatu AA” w stosunku do
KsPOsw 2 M KOH

AA"-K;PO, Nval’-K;PO, Mala"-K;PO,
[AA™]: N1 N2 N3 M1 M2 M3
[KsPO,] 0,5:1 11 2:1 1:4.8 1:2.48 1:1,27
P yipazan 0,82 0,85 0,84 1,19 1,16 1,24
s3p/3 0,84 + 0,02 1,20 + 0,04

[K3PO4]:[AAP] —stosunek stezen [K3PO,] i [AAP] rowny odpowiednio: 1:0,5, 1:1i 1:2;
*p mpa/aap - Stosunek powierzchni sygnatu MPA do powierzchni sygnatu AA" przypadajgcych na réwnomolarne
stezenia zwigzkow;
5°'P/3 — érednia z trzech oznaczeri
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Tabela 3-6. Wspétczynniki korelacyjne powierzchni sygnatu AA” w stosunku do KyH3.,PO4
i MPA w 2 M AcOK-AcOH

MPA-AA® K,Hs.,PO,-AA"
AAP HalP VaIP Ma|ap NVBIP
H1 | H2 | H3 | v1 | v2 | v3 M1 | M2 | M3 | N1 | N2 | N3
[STD]: 1: 1: 1: 1:
p 1:1 1:2 1:1 1:2 1:1 1:2 1:1 1:2
[AAT] 0,5 0,5 0,5 0,5
31p 1,21 | 1,21 | 1,22 | 1,06 | 1,03 | 1,06 | 1,35 | 1,31 | 1,39 | 1,02 | 1,04 | 1,00
STD/AAP
s3p/3 1,21 0,01 1,05 £ 0,02 1,35 + 0,04 1,02 £0,03

[STD]:[AAP] — stosunek stezen [STANDARD] i [AAP] rowny odpowiednio: 1:0,5; 1:2i 1:2;

p sto/aap - stosunek powierzchni sygnatu standardu (MPA lub K3PO,) do powierzchni sygnatu AA°
przypadajacych na réwno-molarne stezenia zwigzkdw;

5*'P/3 — érednia z trzech oznaczen

W Tabeli 3-6. przedstawiono wspétczynniki korelacyjne dla reprezentatywnych par: MPA-AA”

i AAP-K,H3.nPO4 wyznaczone w roztworze buforowym. Wyznaczone wspétczynniki sg o okoto
10% wyisze od odpowiednich wyznaczonych dla roztworéw 2 M KOH, co stanowi
potwierdzenie tezy o wptywie stanu jonizacji na wzgledng powierzchnie sygnatu 31p kwasu

fosfonowego (Sch. 3-4.).

3.2.1.1.1.2.2. WYLICZENIA STEZENIA AMINOKWASU NA PODSTAWIE WIDMA *'P NMR
MIESZANINY POWIERZCHNI SYGNALU AA” | WZORCA

Metode wyliczenia stezenia aminokwasu na podstawie widma p NMR mieszaniny i

stosunku powierzchni: sygnatu AA” do wzorca przedstawiono w Tabeli 3-7.

Tabela 3-7. Wyprowadzenie wzoru do wyliczania stezenia AA” z pomiaréw 31P—NMR—owych

Cor = RAg Csr — RAg
(1) 2)
Car — RAmp Canr — KXRALp
RAg; Cor Xk X RA AP
k= 3) Conem (4)
RA,p RA4;

Cs7 - stezenie standardu (MPA, K3PO,);

CApp - stezenie standardu AAP;

RAsr - powierzchnia wzgledna sygnatu 31p standardu (MPA, KsPO,);

RAaap - powierzchnia wzgledna sygnatu 3'P aminokwasu (AA®);

k — stosunek: powierzchni wzglednej sygnatu *'P standardu do powierzchni wzglednej sygnatu *'p
aminokwasu dla réwnomolowych stezen standardu i aminokwasu w prébce
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3.2.1.1.2. BADANIA NAD WYZNACZANIEM ROZPUSZCZALNOSCI AMINOKWASOW
FOSFONOWYCH
3.2.1.1.2.1. METODA KRYSTALIZACIJI

W metodzie suspensje AA” poddawano rozpuszczeniu w temperaturze okoto 80°C (ok. 0,5 h),
nastepnie homogenny roztwér poddawano powolnemu ochtodzeniu do temperatury 30°C
(20-24 h). Otrzymany przesycony roztwér AA” termostatowano w temperaturze 25°C + 0,1°C

przez minimum 48 h.

3.2.1.1.2.1.1. BADANIA OPTYMALIZACYJNE

Dla okreslenia dynamiki przebiegu krystalizacji AAP w czasie wykorzystywano cztery
aminokwasy o znacznych rozpuszczalno$ciach: GIyP, Ala®, Mala®, val®.

Dla ilustracji postepu krystalizacji (spadku stezenia roztworu aminokwasu) wykorzystano
spektroskopie NMR. W tym celu, w odpowiednim czasie pobierano starannie odmierzone
probki roztworéw: Gly’, Ala®, Mala®, Val®, nastepnie dodawano wzorzec MPA i rejestrowano
widmo *'P NMR.

Wyniki eksperymentu przestawiono w Tabeli 3-8. oraz zilustrowano na Rysunkach: 3-7.

(widma *'P NMR), 3-8. (wykres).

Tabela 3-8. Wptyw czasu krystalizacji na stezenie nasyconego roztworu AA”

AAP Gly* Ala” val® Mala®
ppm 10,8 ppm 13,8 ppm 12,30 ppm 16,4 ppm
Czas Stezenie [M]’?

oh "™ 0,90 1,50 0,45 0,12
24 h 0,59 0,90 0,26 0,084
48 h 0,56 0,87 0,25 0,083
72 h 0,57 0,86 0,24 0,082
120 h 0,56 0,87 0,25 0,082

P . . .
“AA” 0znaczono za pomoca metody miareczkowania potencjometrycznego;

b/Poczaltkowe stezenie aminokwasu (1,25 x rozpuszczalnoéé w 25°C)
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Rysunek 3-7. Widma *'P NMR mieszaniny: AMP, Gly®, Ala’, Mala®, val’
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Rysunek 3-7.1. Widmo rejestrowane po czasie 24 h
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Rysunek 3-7.2. Widmo rejestrowane po czasie 120 h
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Rysunek 3-8. Wyniki oznaczen nasyconych roztworéw AA” w funkgji czasu krystalizacji
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Wykres sporzgdzono na podstawie wynikéw przedstawionych w Tabeli 3-8.

Wyniki badar (Tab. 3-8., Rys. 3-8.) wskazuja na stabilizacje nasycenia roztworéw AA” (Gly”,
Ala®, val’, Mala®) po 24 h termostatowania. Ze wzgledéw praktycznych okres

termostatowania roztwordw nasyconych badanych AA® przedtuzono do ok. 48 h.
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3.2.1.1.2.2. METODA SONIKACYJNA
3.2.1.1.2.2.1. BADANIA OPTYMALIZACYJNE

W tytutowej metodzie suspensje AAP poddawano sonikacji w temperaturze 25°C, po
czym suspensje mieszano przez 1 h, nastepnie poddawano odwirowaniu, i na koniec catos¢
termostatowano w temperaturze 25 °C + 0,1 °C przez okres ok. 48 h.

Do badari optymalizacyjnych wybrano Nleu” — aminokwas o masie molowej 167 i
rozpuszczalnosci w wodzie ok. 0,15 M.

Badania nad wptywem czasu sonikacji na rozpuszczalno$é¢ AA? obejmowaty:

e badanie wptywu czasu sonikacji na uzyskanie nasycenia Nleu®;

e badanie wptywu czasu mieszania suspens;ji po sonikacji.

Wptyw czasu sonikacji na uzyskanie nasycenia NIeuPprzedstawiono w Tabeli 3-9. oraz
na Rysunku 3-9.

Badania wykazaty, iz optymalnym czasem sonikacji jest 0,5 h.

Rysunek 3-9. Wptyw czasu sonikacji suspensji Nleu’—H,0 na rozpuszczalno$¢ Nleu® [M]
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Tabela 3-9. Wptyw czasu sonikacji suspensji Nleu’-H,0 na rozpuszczalnosé

C
zas 0,1 h 0,5 h 1h 2h
sonikacji

Prébki® N 11 N 12 N 21 N 22 N 31 N 32 N 41 N 42

Stezenie

p/b 0,127 0,123 0,130 0,128 0,137 0,123 0,135 0,130
AA

Srednie
L 0,125+0,02 0,129+0,01 0,130+0,07 0,132+0,03
stezenie

a/Uiyto prébki o masach ok. 25 mg Nleu®, wynikajgce z wstepnie wykonanego oznaczenia Nleu" w nasyconym
roztworze wodnym;
b/Steienie molarne AA” ustalone na drodze miareczkowania pH-metrycznego

Wyniki badan nad wptywem czasu mieszania suspensji uzyskanej w wyniku 0,5 h sonikacji

probek Nleu” w wodzie przedstawiono w Tabeli 3-10. i na Rysunku 3-10.

Tabela 3-10. Wptyw czasu mieszania suspens;ji Nleu® - H,0 na rozpuszczalnosé Nleu”

Czas

o 0,1h 0,5h 1h 2h
sonikacji

Prébki’® N 11 N 12 N 21 N 22 N 31 N 32 N 41 N 42

Stezenie

AAPP 0,149 0,155 0,150 0,160 0,160 0,152 0,150 0,152

Srednie

. 0,152 £ 0,003 0,155 + 0,005 0,156 + 0,004 0,151 + 0,001
stezenie

a/Uiyto prébki o masach ok. 25 mg Nleu®, wynikajace z wstepnie wykonanego oznaczenia Nleu® w nasyconym
roztworze wodnym;
®/0znaczenie molarne AA” na drodze miareczkowania pH-metrycznego

Rysunek 3-10. Wptyw czasu mieszania suspensji Nleu"-H,0 na nasycenie roztworu Nleu® [M]
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Z przedstawionych danych wynika, ze optymalne warunki do uzyskania nasycenia AA” w
wodzie polegajg na:
e sonikacji mieszaniny AA” w wodzie przez okres 0,5 h;

o dodatkowe mieszanie uzyskanej suspensji przez okres 1 h.

3.2.1.1.3. WYNIKI BADAN ROZPUSZCZALNOSCI KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH W
WODZIE | MIESZANYCH WODNO-ALKOHOLOWYCH UKEADACH AA®- iPrOH - H,0

W poprzednich rozdziatach opisano metody otrzymywania nasyconych roztworow kwaséw
1-aminoalkilofosfonowych w wodzie oraz wyniki metod oznaczania ich stezenia w
roztworach. Sktonno$¢ do tworzenia hydratéw przez AA” ogranicza mozliwo$é zastosowania
metody grawimetrycznej, tradycyjnie stosowanej w fizyko-chemii roztworéw aminokwaséw
karboksylowych. Istotnym  problemem w  praktycznej chemii  kwaséw  1-
aminoalkilofosfonowych jest ich rozpuszczalnos¢ w mieszanych wodno-alkoholowych
roztworach. Wynika to z faktu, iz najbardziej popularng metodg wydzielania/oczyszczania
tych zwigzkéw jest krystalizacja z roztworéw wodnych po wprowadzeniu/rozciericzeniu
alkoholem. Znajomos¢ rozpuszczalnosci koricowej AA” w filtracie pozwoli na zadecydowanie
o prowadzeniu krystalizacji Il rzutu. Rownorzednym asumptem do badad nad
rozpuszczalnoscig kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych w ukfadach mieszanych jest fizyko-

chemia roztwordéw tych zwigzkow, do niedawna problem praktycznie nie badany [275,276]

3.2.1.1.3.1. WYNIKI BADAN ROZPUSZCZALNOSCI KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH
W WODZIE

Wyznaczone wyniki badan nad rozpuszczalnoscia reprezentatywnych  kwasow

aminoalkilofosfonowych w wodzie podano w Tabeli 3-11.
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Tabela 3-11. Rozpuszczalno$é kwaséw aminoalkilofosfonowych w wodzie w 25°C

Kwas Fosfonowy Rozpuszczalnoéé AA” w wodzie w 25°C
Stezenie
Masa Molowe Procent.
Symbol Molowa (M) [%]°
Metoda A Metoda B Srednia’ Metoda B’
Gly® 111,0 0,49+0,06 0,56+0,06 0,53+0,04 6,2+0,04
Ala® 125,1 0,77+0,01 0,87+0,02 0,82+0,05 10,4+0,6
Hala” 139,1 0,92+0,05 1,01+0,05 0,97+0,04 13,310,6
Mala” 139,1 0,081+0,005 0,083+0,005 0,082+0,01 1,1+0,01
Et-Mala" 167,1 0,70+0,05 0,70+0,05 11,7+0,8
Me-Hala" 153,1 22°
Me,-Hala" 167,1 49°
3-Hala’ 139,1 2,1840,05 2,1840,05 30,3%+0,7
val® 153,1 0,21+0,02 0,25+0,02 0,23+0,02 3,5210,3
Nval® 153,1 0,78+0,04 0,78+0,04 11,940,6
Leu® 167,1 0,11+0,01 0,080,005 0,095+0,015 1,59+0,3
lleu® 167,1 0,130,005 0,13+0,005 2,1740,08
Nleu® 167,1 0,150,005 0,210,005 0,18+0,03 3,01+0,5
Tleu® 167,1 0,050,002 0,050,002 0,83+0,03
Met” 185,2 0,105+0,01 0,085+0,005 0,095+0,01 1,76+0,02
Pgly’ 187,1 0,080,005 0,080,005 1,50+0,09
Phe” 201,1 0,12+0,01 0,080,005 0,10+0,02 2,0040,4
1-HPP 140,1 46°

*Metoda A — sonikacja w 25°C;

Metoda B — krystalizacja AA” w gradiencie temperatury 80-25°C;
®/$rednia z oznaczerh Metodami A i B;
“Wyliczone na podstawie danych ze $redniej oznaczen metod A i B;
“Oznaczone stosujac Metode B

3.2.1.1.3.2. WYNIKI BADAN ROZPUSZCZALNOSCI KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH
W MIESZANYCH WODNO-ALKOHOLOWYCH UKLADACH AA®- iPrOH-H,0

Do badart wptywu zawartosci alkoholu na rozpuszczalno$¢ AA® w mieszanych wodno-
alkoholowych uktadach: AA® - ROH - H,0 wybrano aminokwasy niskoczasteczkowe (Gly’,
Ala®, Hala®, Val®) oraz alkohol izopropylowy.

Widma *'P NMR mieszaniny MPA-AA® w uktadach iPrOH-H,0 przedstawiono na Rysunku 3-
11.
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Rysunki 3-11. Widma *'P NMR mieszaniny MPA-AA” (Gly®, Ala®, Hala", Val®) w uktadach
iPrOH-H,0
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Rys. 3-11.1. Widma *'P NMR mieszaniny MPA-AA” w 10% iPrOH
[MPA (20,62 ppm); Ala’ (22,27 ppm); Hala’ (21,67 ppm); Val® (21,12 ppm); Gly (19,23 ppm)]
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Rys. 3-11.2. Widma *'P NMR mieszaniny MPA-AA’ w 25% iPrOH
[MPA (20,54 ppm); Ala’ (22,28 ppm); Hala’ (21,68 ppm); Val’ (21,12 ppm); Gly (19,25 ppm)]
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Rys. 3-11.3. Widma *'P NMR mieszaniny AMP-AA’ w 50% iPrOH
[MPA (20,67 ppm); Ala’ (22,32 ppm); Hala’ (21,70 ppm); Val® (21,11 ppm); Gly (19,30 ppm)]
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Rys. 3-11.4. Widma *'P NMR mieszaniny MPA-AA” w 75% iPrOH
[MPA (20,55 ppm); Ala® (22,33 ppm); Hala’ (21,70 ppm); Val” (21,10 ppm); Gly (19,23 ppm)]

Wyznaczone rozpuszczalnosci AAP dla uktadéw ROH-H,0 przedstawiono w Tabeli 3-12.

Tabela 3-12. Rozpuszczalnoéé AA” w uktadzie H,0-iPrOH

Stezenie molowe [M] AA” w ukfadzie: AA” - ROH - H,0"
Nr. AAP o iPrOH
H,0 .

10% 25% 50 % 75%
1 Gly® 0,56 0,19 0,14 0,06 0,005
2 Ala” 0,83 0,47 0,20 0,11 0,012
3 Hala" 0,99 0,48 0,21 0,12 0,022
4 val® 0,24 0,082 0,051 0,013 0,003

a/Wyznaczone za pomocy *IP-NMR;
o/ Wyznaczone za pomocg miareczkowania pH-metrycznego

Wptyw zawartoéci alkoholu w uktadach: AA”- H,0 - iPrOH na rozpuszczalno$¢ kwasu 1-

aminoalkilofosfonowego przedstawiono na Rysunku 3-12.
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Rysunek 3-12. Rozpuszczalnosci AA” (M) w uktadach: AA”- H,0 - iPrOH

(M] 1,2
1
038 —o—AlaP
0,6 < == HalaP
\ ValP
0,4
\ —>=GlyP
0,2 +
0 !
0 20 40 60 80 [%]
3.2.1.1.4. DYSKUSJA WYNIKOW | WNIOSKI

Poréwnanie rozpuszczalnosci reprezentatywnych difunkcyjnych aminokwaséw naturalnych i

ich fosfonowych analogdéw przedstawiono w Tabeli 3-13.
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Tabela 3-13. Porédwnanie rozpuszczalnosci reprezentatywnych aminokwasow

karboksylowych?'* 212 j ich fosfonowych analogéw w wodzie w 25°C
AA AA’
AAC MM Rozpuszczalnos$¢ AAP MM Ro/:puszczalnos’é
M % M %

Gly 75,1 3,33 25,0 Gly 111,0 0,54 6,2
Ala 89,1 1,85 16,5 Ala® 125,1 0,83 10,4
Hala 103,1 2,302 | 23,711 Hala" 139,1 0,99 13,8
Mala 103,1 1,330 | 13,701 Mala" 139,1 0,081

Val 117,2 0,76 8,9 val® 153,1 0,22 3,2
Nval 117,2 0,420 | 4,gl211dl Nval® 153,1 0,19 2,91
Leu 131,2 0,19 2,4 Leu® 167,1 0,09 1,7
lleu 131,2 0,31 4,1 lleu® 167,1 0,13 2,2
Nleu 131,2 0,087 | 1,202t Nleu’ 167,1 0,13 2,2
Tleu 131,2 0,48111°0 | g 31110 Tleu’ 167,1

Met 149,2 0,23 3,5 Met® 185,2 0,09 1,7
Phe 165,2 0,18 2,96 Phe” 201,1 0,12 0,6

*Srednie wartosci uzyskane z Metod A i B

Uzyskane wyniki
aminofosfonowych w poréwnaniu z aminokwasami karboksylowymi (GIyP— 6 krotny spadek),
co sugeruje silniejsze oddziatywania AA® w ciele statym [Hudson&Kukhar, 2000

Ogélny trend zaleznosci: rozpuszczalnosc¢ - struktura jest podobny do wykazywanego dla

aminokwaséw karboksylowych (wyjatek Gly) (Rys. 3-13.).

wskazujg na okoto 2-krotnie nizsza

Dane wskazuja na znaczacy wptyw struktury AA” na ich rozpuszczalno$é. | tak:

e obecnosc

podstawnikéw (Val® vs. Nval®, Hal” vs. Mala®, seria fosfonoleucyn) obniza rozpuszczalnos¢;
e w przypadku Mala” — aminokwasu z grupa aminowa przy trzeciorzedowym atomie wegla

obserwowano znaczgce zmniejszenie rozpuszczalnosci;

wiekszych

(Nval®,

Nleu®)

lub bardziej

objetosciowo

e szczegdlnie stabo rozpuszczalne sa aminokwasy aromatyczne (Pgly®, Phe’).
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Rysunek 3-13. Rozpuszczalnosci [M] AAS i AA® w funkcji dtugosci taicucha bocznego [(CH)nl

w uktadach: AA - H,0O

[(M]

4

3 X

5 \V/\ ——AAC
\ ~f—AAP

1 -

0 T T T T 1

0 1 2 3 4 5 [n]

H—cJ-E8-com
2T N

AA%: Gly (n=0), Ala (n=1), Hala (n=2),

Nval (n=3), Nleu (n=4)

H+CJH$—P(0H)2
ik NH

AA": Gly® (n=0), Ala” (n=1), Hala” (n=2),

Nval® (n=3), Nleu® (n=4)

Tabela 3-14. Porédwnanie rozpuszczalnosci reprezentatywnych aminokwasow

karboksylowych?'* 21 j ich fosfonowych analogéw w wodzie w 25°C
AAC AA”
Rozpuszczalnog¢* ™ Rozpuszczalnoéd/ ©
AAC MM AAP MM
M % Vi %
2-Ala 89,1 8,13 72.4 2-Ala” 125,1
Hala 103,1 2,30 23,7 Hala" 139,1 0,97 13,3
3-Hala 103,1 9,4 97,1 3-Hala" 139,1 2,18 30,3°
Me-Hala 131,1 0,28211%! 3,712110] Me-Hala" 167,1 22°
Me,-Hala 131,1 1,7412101 |22 gl2HPl 1 Me . Halg” 167,1 49tk
Mala 103,1 1,33 13,7 Mala® 139,1 0,082 1,1
Et-Mala 131,1 0,842181 | 17 gl Et-Mala® 167,1 0,70 11,7
HBU 104,1 3,45121101 | 35 gl211P] HPP/2 140,1 46,

’4pp - hydroksylowy analog Halap;

/Rozpuszczalnosc kwasu oznaczano metodg potencjometrycznego miareczkowania ($rednia z wynikow A&B);

C/Rozpuszczalnos'c' szacowano na podstawie metody sukcesywnego dosypywania kwasu fosfonowego do

uzyskania przesycenia *
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Na uwage zastuguje znaczacy wzrost rozpuszczalnosci aminokwasu towarzyszacy zmianie
rzedowosci grupy aminowej (Hala”, Me-Hala’, Me,-Hala") jak i oddaleniu grupy aminowej i
fosfonowej (Hala” vs. 3-Hala") (Tab. 3-14.) spowodowanych wzrostem zasadowosci grup
aminowych (Tab. 3-15.).
Tréjweglowy kwas 1-hydroksypropylofosfonowy (HPP) wykazuje bardzo wysokg
rozpuszczalno$é (46%) poréwnywalng do aminowego homologu Me;N-Hala” (>50%).
Obydwa zwigzki wykazujg rowniez bardzo duzg gestosé/lepkosc.

Spadek rozpuszczalnosci kwaséw aminoalkilofosfonowych w uktadach: AA?— ROH - H,0
wraz ze wzrostem udziatu alkoholu w mieszaninie uzasadnia procedure izolacji AA” na

drodze krystalizacji w uktadach mieszanych woda-alkohol.

Tabela 3-15. State dysocjacji (pk) /protonowania (pK) wybranych
kwaséw amino-fosfonowych (AAP)

AA” pki [PKs] pk, [pK,] pks [pK4]
[-PO3H,/ POs'H] [-POsH/PO5%] [NR®H*/NR*H"]

Glyp 0,44 [32] 5,39 [32] 10,5 32]
<1 5,32+0,02 ¥ 10,04+0,04 ¥

Me-Gly® 0,64 ¥ 5,31 B2 10,91 7

Me,Gly" 0,45 & 5,18 7 11,06 7
[33]

2-Ala” 2,74+0,05 *¥ 6,52+0,03 13 11,17+0,05
[33]

3-Hala’ 2,80+0,05 ** 7.12+0,03 13 11,18+0,05
[33]

4-Nval” 2,8510,05 ©3! 7,57+0,02 13 11,23+0,05

Wyniki tej czesci pracy byty prezentowane na konferencji:

Kudzin, M.H; Kudzin, Z.H.; Urbaniak, P.; Drabowicz, J.: Investigations on the solubility of
aminoalkylphosphonic acids. 16" International Symposium Advances in the Chemistry of

Heteroorganic Compounds, P-085, CBMM PAN, todz, 2013.11.15.1262
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3.2.2. WIDMA ABSORPCYJNE AMINOKWASOW
3.2.2.1. SPEKTROSKOPIA UV I IR

Zamieszczone w czesci teoretycznej widma UV i IR reprezentatywnych aminokwaséw

fosfonowych zostaty wykonane przeze mnie i stanowig baze graficzng przegladu nt.

aminofosfonianéw, w przygotowaniu.

Celem sporzadzenia widm bylo zobrazowanie i potwierdzenie obiegowych opinii

formutowanych na podstawie analogii do aminokwasdéw karboksylowych, w tym:

e transparentnosci w UV roztwordw kwaséw aminoalkilofosfonowych pozbawionych
dodatkowych grup chromoforowych;

e znaczacej absorbancji kwaséw aminoaralkilofosfonowych;

o skomplikowanym charakterze widm IR kwasoéw aminoalkilofosfonowych

uniemozliwiajacych ich identyfikacje grupowa.

3.2.2.2. SPEKTROSKOPIA NMR

Zamieszczone w czesci teoretycznej widma 'H NMR oraz >C NMR reprezentatywnych
aminokwaséw fosfonowych stanowig baze graficzng przeglagdu nt. aminofosfoniandéw, w

przygotowaniu.

3.2.2.2.1. SPEKTROSKOPIA 3!P-NMR

Silna zalezno$¢ przesuniecia chemicznego kwaséw fosfonowych, w tym zwtaszcza kwasow
aminofosfonowych od stopnia jonizacji jest przyczyng niejednoznacznosci charakteryzacji
tych zwiazkéw za pomoca 8(**P) (Rys.: 2-5.1., 2-5.2., 3-14.).

W dostepnych zestawieniach literaturowych przesunie¢ chemicznych zwigzkéw fosforu (np.
Kukhar&Hudson[”, Kukhar&SoIodenko[lol) brakuje danych dotyczgcych kwaséw amino-
fosfonowych. W podjetych badaniach wyznaczytem przesuniecia chemiczne dla ponad 40
kwasow fosfonowych (Tab. 3-16.) , w tym:

e prostych i funkcjonalizowanych (np. grupy HO, CO,H) kwaséw alkilofosfonowych;
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e serii w-aminoalkilofosfonowych;

e serii 1-aminoalkilofosfonowych;

e serii 1-aminoaralkilofosfonowych;

e serii 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych i 1-(N,N-dialkilo)alkilofosfonowych;

e serii alkilo-1,1-bisfosfonowych.
Analiza przebiegu zaleznosci: 8(*'P) = f(pH) dla szeregu AA” (Rys. 3-13) wykazuje wzgledna
statoé¢ 8(**P) w obszarach:

e 3<pH<Y;

e 0O<pH<2;

e 1l<pH<14.

31p
[ppm] 35
30 -
25 -
=—4— MPA
20 == GlyP
15 Me-SerP
== PMG
10 -
5
O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
pH

Rysunek 3-14. Zalezno$¢ 6(3'P)=f(pH) dla MPA, Gly*, Me-Gly’ i PMG [Kudzin et al., 2003] 1***!

W obszarach tych wystepuje odpowiednio (Sch. 3-5.):
e 4 <pH<6 - forma jonu obojnaczego;
e pH~O0 - forma maksymalnie uprotonowana;

e pH~14 —forma w petni zdeprotonowana.
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Schemat 3-5. Wptyw pH roztworu na stopied uprotonowania kwasu 1-

aminoalkilofosfonowego

Bioragc pod uwage przebieg funkcji: 8(P)=f(pH) wybrano 3 punkty pomiarowe, w ktdrych

obserwowano ptaski charakter krzywej, tzn.: 2 M HCI (pH=0), bufor

(pH=14).

(pH~4,5), 2 M KOH

Tabela 3-16.1. Przesuniecia chemiczne dla kwaséw fosfonowych i funkcjonalizowanych
kwaséw fosfonowych

Kwas fosfonowy

P NMR; 6 (ppm)

R/n Kwas 2 M HCP Bufor H,0° 2 M NaOH?
fosfonowy AcOH/AcONa
[l
R—P(OH)2
Me MPA 30,7 24'4 27 20,5
HO,C-CH, P-AcOH 17.4 14.70 15,9
HO,C-(CH,), | P-PrpOH 10,7 8,6 14,2
i
H2N+C+n P(OH)2
H2
n=1 Gly" 13,97 10,6” 11,0% 19,3%
n=2 2-Ala” 23,55 18,8 18,8 19,60
n=3 3-Hal’ 29,25 23,7 23,7 20,7
n=d A-Nval® 30,2 24,20 25,9 22,4
H3PO4/Na,HmPO, -0,47 £ 0,01 +0,1 0,12 +0,03 5,39 + 0,02
(m+n=3)
H;PO3/Na,H,PO; 5,15 3,17
(m+n=3; n=0-2)
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Tabela 3-16.2. Przesuniecia chemiczne dla kwaséw 1-aminoalkilo fosfonowych

Kwas fosfonowy *IP NMR; & (ppm)
R/n Kwas 2 M HCP Bufor H,0? 2 M NaOH?
fosfonowy AcOH/AcONa
H Il
H,N—C—P(OH),
R
Me Ala® 16,8 13,9 143 @ 223@
Et Hala® 16,3 13,3 13,7 22,0
Pr Nval® 16,4 13,5 13,9 22,0
ipr val® 15,7% 12,7 13,07 21,2@
Bu Nleu’ 16,45 13,5 13,957 217
iBu Leu® 16,27 13,0 13,47 21,27
s-Bu lleu® 15,0 11,6 12,0 20,6
t-Bu ‘Leu® 15,3 12,7 13,0 20,8
MeS-CH,CH, Met® 16,0 12,6 13,0 20,3
EtS-CH,CH, Eth” 16,2 12,6 13,0 20,1
MeS-CH, |\/|cysP 14.0 18,1
EtS-CH, Ecys 14,2 18,1
Bn Phe’ 14,8 12,1% 12,5 20,4
BnCH, Hphe" 15,8 12,8 13,2 21,3
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Tabela 3-16.3. Przesuniecia chemiczne dla kwaséw 1-aminoalkiloarylofosfonowych

Kwas fosfonowy

*'P NMR; & (ppm)

R/n Kwas 2 M HCP? Bufor H,0® 2 M NaOH?
fosfonowy AcOH/AcONa
H Il
H,N—C—P(OH),
Ar
R Kwas 2 M HCP? Bufor H,0® 2 M NaOH?
fosfonowy AcOH/AcONa
Ph Pgly” 12,51 10,2 10,5 18,0
o-Tol o-TolGly" 13,4 19,5
m-Tol m-TolGly" 13,2 18,8
p-Tol p-TolGly® 13,3 19,0
Me
MEQ 2,4,6-Mes 19,6
P ’
Ve Pgly
0-Cl-Ph o-Cl-Pgly’ 11,8 18,3
p-Br-Ph p-Br-Pgly’ 16,8
0-NO,-Ph OF_’:IS/)'{ 10,8 17,2
m-NO,-Ph mp'g;j,f' 11,2 17,1
p-NO,-Ph p:;s,f' 10,9 17,1
p-HO,C-
p-HO,C-Ph pely’ 18,2
1-Nphgly® 13,0 19,0
2-Nphgly’ 12,9 18,6
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Tabela 3-16.4. Przesuniecia chemiczne dla kwaséw 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych,
1-(N,N-dialkiloamino)alkilofosfonowych i 1-amino-1-alkiloalkilofosfonowych

Kwas fosfonowy

*'P NMR; 6 (ppm)

Kwas

Bufor

R/n fosfonowy 2 M HCl AcOH/AcONa H.0 2 M NaOH
! O
RNl
R2/N C P(OH),
R
R=H; t p
R!=H: R>=tBu BuGly 12,5 17,8
R=Me; t p
R=H: R>=tBu BuAla 15,9 21,8
R=Et, p
R=H: R%=Me MeHala 14,3 20,1
R=Et; p
Rl=H; R=Et EtHala 14,5 11,8 204
=Et; P
RZR’=Me Me,Hala 12,8 10,2 19,1
N
1
R—N—(ll—P(OH)2
R
R=Me; R'=H Mala" 19,2 16,6 24,9
Rz'éff'éls" 1-ACH-1-P 18,8 16,3
R=Me; R'=Et | Et-Mala" 17,6 23,0
Tabela 3-16.5. Przesuniecia chemiczne dla kwasow alkilo-1,1-difosfonowych
i 1-aminoalkilo-1,1-difosfonowych
Kwas fosfonowy *'P NMR; & (ppm)
Kwas Bufor
R 2 M HCP H,0? 2 M NaOH?®
/n fosfonowy ¢ AcOH/AcONa 20 20
O N
R /P(OH)Z
-C
,/P(OH)Z
@]
R=X=H MDP 12,94 13,04 15,84*
X=NH; PP *
R=C,Hs Hal 13,21 13,51 17,18
X=NH; PP *
R=C,H, Nval 17,35 16,37 18,16
X=0H; "
R=H,N(CH,), Pam 17,94 17,30 20,88
X:OH,' *
R=H,N(CH,)s Aln 18,35 18,03 21,43
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Racjonalna podstawa charakteryzacji kwaséw fosfonowych za pomocg przesunieé
chemicznych §(P) stanowi nowos¢ w literaturze naukowej.

Poréwnanie przesunie¢ chemicznych dla réznych AA” w danych warunkach pH pozwala
znalez¢ warunki w ktérych zwigzki te sg rozréznialne w mieszaninie wielosktadnikowe;.

Na Rysunkach 3-15. przedstawiono widma mieszanin wielosktadnikowych zawierajgcych

PP IP’P, Pam, Aln.

bisfosfoniany, w tym: CH,[P*],, Hal"",Nva

Rysunek 3-15. Widma 1P NMR mieszanin zawierajgcych:
MePOsH,; CH,[P*],; Hal™: Nval™?: Pam; Aln; KH,PO, (wzorzec wewnetrzny)
[Widma *'P-NMR byty rejestrowane na spektrometrze Bruker Avance Il 600 przy 242,9 MHz.]

—
[ mx—H*?ﬂ' RS ©
= oo ideEm 0 M 0 b
O © 1 N —om Py
0 — et=1 s b NGO a
00 M o N ] &
- b 3 & T
] R} DN
- A (
< —

1.0000° 7~

%

1

3

NQLR
16171
oA
7547 ;

Rys. 3-15.1. Widmo 3P NMR 6-sktadnikowej mieszaniny zawierajgcej:
Aln (18,4 ppm); Pam (18,0 ppm); Nval** (17,4 ppm); Hal™ (13,2 ppm);
CH,[P*], (12,9 ppm); H3PO4 (0,59 ppm) w 2 M HCI
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Rys. 3-15.2. Widmo 3P NMR 7-sktadnikowej mieszaniny zawierajacej:
MePOsH, (24,3 ppm); Aln (18,0 ppm); Pam (17,3 ppm); Nval™® (16,4 ppm); Hal™ (13,5 ppm);
CH,[P*], (13,0 ppm); KH,PO4 (0,25 ppm) w roztworze buforowym AcOH/AcOK (pH=4,5)
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Rys. 3-15.3. Widma *p NMR 6-sktadnikowej mieszaniny zawierajgcej:
Aln (21,4 ppm); Pam (20,9 ppm); Nval™" (18,2 ppm); Hal’® (17,2 ppm);
CH,[P*], (15,8 ppm); K3PO4 (5,18 ppm) w 2 M KOH
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3.2.2.2.2. SPEKTROSKOPIA ‘H-NMR

Na Rysunkach 3-16. przedstawiono widma 'H NMR dla 0,4 M roztworéw AAP (GIyP, 1-Ala°,
2-Ala") wykonane w roztworze H,0 - D,0 (90:10). Na widmach widoczne sg szerokie sygnaty
(7,30 - 8,30 ppm) pochodzace od grupy aminowej (integracja i dominujgcy sygnat

pochodzacy od wody). Sygnat wody mozna elektronicznie zniwelowaé (lub silnie ograniczyc).

Rysunek 3-16. Widma *H NMR w H,0-D,0 (90:10)

O -
. 8%
H,N—C—P
H, “_H
2 oO—

0.20
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10 6 4 2 [ppm]
Rys. 3-16.1. Widmo *H NMR 0,4 M roztworu Gly" w H,0 - D,0 (9:1)
iy Toy 22
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0.2514
171.0000
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Rys. 3-16.1.1. Widmo "H NMR Gly” j.w. z supresja wody
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Widma po supresji wody (niepetna) nie zawierajg jednak protondéw grupy aminowej ani
fosfonowej. Wykorzystanie tej techniki do rejestracji kwaséw aminofosfonowych stanowi
nowo$¢ w chemii zwigzkéw klasy P-C-N, jednak wymaga dopracowania, w tym ustalenia czy
proton grupy fosfonowej ulega poszerzeniu i dlatego jest niewidoczny, czy wraz z protonami

H,0 jest elektronicznie niwelowany.
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&= w0 00 I 00 (D (D (O =321 wka)
1 ™ =~ O M 00O <F RO —
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= =] =3
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. r"JC’L r“L J"L
T I T I T T T I T T T | T T T
10 6 4 2 [ppm]
Rys. 3-16.2. Widmo H NMR 0,4 M roztworu 1-Ala” w H,0 - D,0 (9:1)
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Rys. 3-16.2.1. Wldmo H NMR 1-Ala” j.w. z supresjg wody
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Rys. 3-16.3.1. Widmo 'H R 0,4 M roztworu 2-Ala” w H,0 - D,0 (9:1) po supresji sygnatu wody
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Rys. 3-16.3. Widmo *H NMR 0,4 M roztworu 2-Ala” w H,0 - D,0 (9:1)
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3.2.2.2.3. SPEKTROSKOPIA *C-NMR

Widma *C NMR serii kwaséw w-aminoalkilofosfonowych (D,0) przedstawiono w czesci
teoretycznej (Rys. 2-15.) i stanowig baze graficzng przeglagdu nt. aminofosfonianéw, w
przygotowaniu.

Opis numeryczny widm przedstawiono w Tabeli 3-17.

Tabela 3-17. Charakterystyka *>C NMR serii kwaséw w-aminoalkilofosfonowych
ppm | 36,66 | 35,72
Gly? Hz
Integr. 0,99 1,00

ppm 45,28 44,32 13,65
1-Ala® Hz
Integr. 0,39 0,38 1,00

ppm 35,56 26,58 25,71
2-Ala° Hz
Integr. 1,95 0,95 1,00

ppm | 4028 | 40,16 | 2541 | 24,52 | 21,53
H
3-Hal’ Z 3
Integr. ! 0,41 0,44 1,00
1 1
ppm | 39,46 | 27,93 | 27,82 | 27,68 | 26,79 | 20,25 | 20,27
P Hz
el Integr 1,47 0,5 1,00
& M o91 0,49 0,49 0,49 '

Widma C NMR byty rejestrowane na spektrometrze Bruker Avance Il 600 przy przy czestotliwosci:
150,95 MHz
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3.2.3. BADANIA TERMOGRAWIMETRYCZNE KWASOW AMINOFOSFONOWYCH

Analiza termograwimetryczna (TGA |lub TG: ang. Thermogravimetric Analysis,
Thermogravimetry) — technika pozwalajgca opisa¢ przemiany termiczne prébki analizowanej
[Gallacher, 1998][2601. Wynikiem pomiarow termograwimetrycznych jest krzywa
termograwimetryczna (krzywa TGA), bedaca ilustracjg zaleznosci zmiany masy prébki od
czasu i/lub temperatury (Rys. 3-17.) 279

Straty masy obserwowane na termogramach mogg by¢ powodowane przez:

e przemiany fazowe (parowanie, sublimacja);

® przemiany pirolityczne.

Rysunek 3-17. Przyktadowe krzywe termograwimetryczne (krzywe TGA)

( 200 400 600 £00 1000

Rys. 3-17.1. Gtédwne typy krzywych w analizie termograwimetrycznej:
e krzywa zielona przedstawia ubytek masy [%] podczas pomiaru [krzywa TG: G=f(T)];
e krzywa niebieska szybkos¢ utraty masy [krzywa DTG: dG/dT=f(T)]

[http://laboratoria.net/pl/artyku I/chemia-analityczna/15901.html]?"

TG Step -12.3310 % Sample: Ca Oxalate, 19.0300 mg
I -2.3466 mg
Left Limit  63.57 °C
Right Limit 229,50 °C
. . Step -19.1077 %
-3.6362 mg
Left Limit 35268 °C
B Right Limit 624,39 °C

4 ;]
1 Step -29.8400 %
1 -5.6785 mg
| Left Limit  622.58 °C
Right Limit  856.08 °C
1 LI
PRI PR ST AR TSR R AR AP 1 L ! 1 TR AP ST S
t t 1 t 1 + t t U 1 t 1 t t
L 2 L - L |
' 11/ A ‘
Integral -2.28 mg Integral -3.50 mg Integral -5.63 mg
Onset 125.80 °C Onset 468.83 °C Onset 667.33 °C
Peak 3 C Peak 517.09 °C Peak 782.73 °C
Endset 2. 'C Endset 546.41 °C Endset 820.94 °C
Left Limit 8 Left Limit  372.66 °C Left Limit  587.25 °C
Right Limit 238,10 °C Right Limit 573.64 °C Right Limit 864.33 °C

\
TSRV UG S S SN U VAU S S WS RO S 0 O S S W VO WS O W S PG AU O WS WA W S0 T WO WA O W A S S O 0 S W S WA S W WA O WY S OO S W WL

Rys. 3-17.2. Termogram szczawianu Wapnia [http://pl.wikipedia.org/w/index.php?titie] **!
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Prekursorem i autorem jedynej pracy wtaczajgcej metody termoanalityczne do chemii
aminofosfonianéw byt Kurt Moedritzer [Moedritzer, 1972]** (Rys. 3-18.). O przyczynie
sprawczej wtasnych badan termograwimetrycznych Autor pisze w sposdb nastepujgcy: “The
discrepancy in the reported melting points for the aminomethylphosphonic acid and our own
findings (melting at 285°, subsequent resolidification and melting with decomposition at

333°) prompted us to explore this phenomenon in detail by thermoanalytical methods”.

Rysunek 3-18. Wyniki badan termograwimetrycznych kwasu aminometylofosfonowego
(GIY") [Moedritzer, 1972]%"

110
244° ;
= |
= 100
329° (>D ! I
(‘ <
290° 90 I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L
100 200 300 OC 0 100 200 300 oC
Rys. 3-18.1. Réznicowa termograficzna analiza Rys. 3-18.2. Termograwimetryczna analiza (TGA)

Gly® [DTA: Differential Thermal Analysis] Gly?

Termogram wykonano na kalorymetrze skaningowym | Analize wykonano na aparacie Perkin-Elmer TGS-1 w
[Differential Scanning Calorimeter] Perkin Elmer | strumieniu N, w programie temperaturowym
Model 1B w strumieniu N, w programie 20°C/min. 5°C/min.

Termogram TGA (Rys. 3-18.1.) wykazuje tagodng endoterme z poczatkiem w 219°C
(ekstrapolacja) z pikiem w 244°C. Pik silnej endotermy pojawiajacy sie w 290°C prezentuje
pierwszy punkt topnienia, z ekstrapolowanym poczatkiem dekompozycji w 317°C, i
gwattowng rozktad z maksimum przy okotfo 329°C. Termogram (Rys. 3-18.2.) wskazuje na
niewielki spadek masy probki do 290°C (ok. 4%) i szybki spadek masy powyzej tej

temperatury (prawdopodobnie odszczepienie czgsteczki wody).

Termicznego rozktadu kwaséw 1-aminofosfonowych (Sch. 3-6.) moze polegac na:
e eliminacji kwasu fosforowego (lll) - rozpad wigzania C-P;

e eliminacji amoniaku (aminy) — rozpad wigzania C-N;

e eliminacji wody;

e eliminacji fancucha bocznego - rozpad wigzania Co-Cg;

e reakcji wtérnych utworzonych fragmentéw.
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Schemat 3-6. Hipotetyczne drogi termicznego rozktadu kwaséw amino fosfonowych

Termograwimetrogramy TGA reprezentatywnych AAP przedstawiono na Rysunkach 3-
19., w tym: Gly” (Rys. 3-19.1.); Sar’ (Rys. 3-19.2.); Ala’ (Rys. 3-19.3.); 2-Ala” (Rys. 3-19.4.);
Mala” (Rys. 3-19.5.); Pgly” (Rys. 3-19.6.); Phe’ (Rys. 3-19.7.).
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Rysunek 3-19. Wyniki badan termograwimetrycznych kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych

Sample: Gly-P File: C:..\TGA\Zchh\Drabowicz13112012.001
Size: 10.2280 mg TGA Operator: S.G. CBMM PAN
Method: Polymer Decomposition Run Date: 13-Nov-2012 08:50
Comment: grzanie 10K/min Instrument: 2950 TGA HR V5.4A
120 ~ 526.78°C — 106
8.068%
[ (0.8252mg)  326.95°C
1004 | —— n
1
| 293.13°C|\
12.85% 04
1.314 —~
( mg) o
80 - .
b3
@
= =)
g Resid! 5
= esidue =
£ 60 fg’fgg@ ; 602% 02 O
z 9 (0.6159mg) E
= @
| =
[ 847.68°C =2
404 o
c e (a]
4 N 7\ &_/
- 279.40°C \ 0.0
28007°C  1.222%min"C 52457 680)% min/°C
0.7431% min/°C i 9.816%
20 (1.004mg)
- |
0 - ; : : 0.2
0 200 400 600 800 1000

Temperature (°C)

Universal V4.3A TA Instruments

Rys. 3-19.1. TGA termograwimetrogram GIyP

Sample: Sar P

File: C:..\TGA\Zchh\Drabowicz18022013.002

Size: 4.8360 mg TGA Operator: S.G. CBMM PAN
Method: Polymer Decomposition Run Date: 18-Feb-2013 12:36
Comment: grzanie 10K/min Instrument: 2950 TGA HR V5.4A
120 —— 1.0
288.04°C
100 F = 0.8
\ 27.18%
(1.314mg)
o
80 0.6 <
o 499.20°C *
J -+ <
s o
& ] 5
:: L
f_” 60 ro4 ©
g | [ %
55.83% o
(2.700mg) g
Z
40 Fo2 5
[}
820.31°C
10.91%
0 A 57&8! c 436.43°C — bt oo
1 2.606(7.591)% min/°C  4.985% min/°C i
" Restdue
6.088%
0 T T T T (072944 gy -0.2
0 200 400 600 800 1000

Temperature (°C)

Universal V4.3A TA Instruments

Rys. 3-19.2. TGA termograwimetrogram Sar’
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Rysunek 3-19. (c.d.) Wyniki badan termograwimetrycznych

kwasow 1l-aminoalkilofosfonowych

Sample: Ala P

Size: 5.0010 mg TGA
Method: Polymer Decomposition

Comment: grzanie 10K/min

File: C:..\TGA\Zchh\Drabowicz19022013.001
Operator: S.G. CBMM PAN

Run Date: 19-Feb-2013 09:45

Instrument: 2950 TGA HR V5.4A

120 0.8
273.27°C L
100+ |
1 0.6
23.85%
(1:193m9) 441 04°c
80 o
| 3
-0.4 0]
L N )
S N, ©
£ 60 i S
2 L O
§ 54.10% L S
(2.706mg) K}
02 <=
L =
40 847.13°C 5
] ‘—N&f )
254.39°C 400.92°C 83366°C __ - Loo
20 2.220(7.041)% min/°C  4.822%'min/°C 0.7990%-min/°C |
15.60%
(0.7801mg)
Resi
o 6.447% -
T T T T R -V..
0 200 400 600 800 o2 4000
Temperature (°C) Uni V43ATA
: P
Rys. 3-19.3. TGA termograwimetrogram Ala
Sample: 2-Ala-P File: C:.. \TGA\Zchh\Drabowicz13112012.003
Size: 3.8480 mg TGA Operator: S.G. CBMM PAN
Method: Polymer Decomposition Run Date: 13-Nov-2012 12:43
Comment: grzanie 10K/min Instrument: 2950 TGA HR V5.4A
120
1 351.34°C
4 J 42.25%
100 4 ' (1,626mg)
) 3 -0.75
] 455.60°C
%)
80 \ 474.99°C S
] \ ®
| \ )
—_ o
g | \ S
ot | =
5 €0 ] 292.51°C | Residue o
5] J 1.440% £
= | \/ (0.05540mg) -%
J \ F025 =
| [ \ 41.06% =
40 \ (1.580mg) %
1 835.83°C r (=]
\ \
\ N ~
_/ 4
S SIS 7 X
328.98°C o,
204 . . 410.18°C
4.134(8.056)% min/°C 3.923% min/°C—— = —~
- _ 15.25% r
~40.5870mg)
] Y
0+ ; - : ; = -0.25
0 200 400 600 800 1000

Temperature (°C)

Universal V4.3A TA Instruments

Rys. 3-19.4. TGA termograwimetrogram 2-Ala"
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Rysunek 3-19. (c.d.) Wyniki badan termograwimetrycznych
kwasow 1-aminoalkilo-fosfonowych

Sample: Mala P

File: C...\TGA\Zchh\Drabowicz15022013.002

Size: 3.7410 mg TGA Operator: S.G. CBMM PAN
Method: Polymer Decomposition Run Date: 15-Feb-2013 12:21
Comment: grzanie 10K/min Instrument: 2950 TGA HR V5.4A
120 15
124.54°C
ol -
180 ! 11.49% L
(0.4300mg)
1.0
4 S .
80 \ 27.41%
X (1.025mg) L
4 :\
g \ -
s 235.18°C
E, 60 - 3 0.5
® \
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45.61%
40 - (1.706mg) 854.21°C A
] ,_*_J_L : 3 2320/\_ S ' 4%{\:&% Lo.o
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1.086% min/°C  2.603(6.835)% min/°C 0.6168%:min/°C 10.58%
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_ —— L
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(0] T T T T (0 1833my) -0.5
0 200 400 600 800 1000

Temperature (°C)

Universal V4.3A TA Instruments

Deriv. Weight Change (%/°C)

Rys. 3-19.5. TGA termograwimetrogram Mala”

Sample: Pgl P

Size: 2.0710 mg

Method: Polymer Decomposition
Comment: grzanie 10K/min

TGA

File: C:..\TGA\Zchh\Drabowicz19022013.002
Operator: S.G. CBMM PAN

Run Date: 19-Feb-2013 12:11

Instrument: 2950 TGA HR V5.4A

120 15
282.10°C
100 .
J 1.0
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80+ (0.8812mg) 8
X
S
L &
E ¥ —
5 60~ 0.5 9
D &
o
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“] J‘/—/J\\\,\ 2
- =)
A A =3 —eadsc 0.0
. 1.875% 'min/°C 3 [
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20 - b ) .
4 : S
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0-1 T T T T (0-08988mygy— -0.5
0 200 400 600 800 1000

Temperature (°C)

Universal V4 3A TA Instruments

Rys. 3-19.6. TGA termograwimetrogram PegP
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Rysunek 3-19. (c.d.) Wyniki badan termograwimetrycznych
kwasow 1-aminoalkilo-fosfonowych

Sample: Phe P File: C:.. \TGA\Zchh\Drabowicz15022013.001
Size: 3.6200 mg TGA Operator: S.G. CBMM PAN
Method: Polymer Decomposition Run Date: 15-Feb-2013 09:54
Comment: grzanie 10K/min Instrument: 2950 TGA HR V5.4A
2 — ——————————————— 038
;| 261.01°C
1004 - L
32.64% -0.6
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|
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] X
/ 0.4 (0]
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) \ E
= 2
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2
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(&)
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\ 0.2
40 - 825.49°C
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(0.4976mg) ’/’)\ \'\\\
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3 N 4
| et BT [ = ; = = ' 758.48°C 0.0
20 250.60°C (2 661% 'min/°C 1.108% min/°C 0:9277% min/°C 16.82%
3.177(6.945)% min/°C S (0.5906nfg)
h {
Residu's
9.992%
0+ ; . . ; ©3817ma) | o,
0 200 400 600 800 1000
Temperature (°C) Universal V4.3A TA Instruments

Rys. 3-19.7. TGA termograwimetrogram Phe”
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Tabela 3-18. Analiza termograwimetrograméw TGA reprezentatywnych AA?

/c

Aminokwas Temperatura [°C])"® Ubytek | Res. ms.
AA° Struktura MW | Faza® T, T, T n;;)S]y w ?;? ¢
1 280 293,13 311 8,068
5 2 311 326,95 377 12,85
Gly HN (H:2 POM, | 1111 3 377 526,76 738 63,24 6,022
4 738 847,68 955 9,816
1 277 288,04 356 27,18
Sar’ Me_N_ﬁ;POSHZ 1251 | 2 356 499,20 702 55,83 6,086
3 702 820,31 960 10,91
H 1 254 273,27 333 23,85
Ala” | HNTCTPOH, 551 [ 333 | 441,94 | 609 54,10 | 6,447
Me 3 689 847,13 960 15,60
1 236 292,51
H,N—C—C—POH, 2 351,34 396 42,25
2-Ala’ 2 Ha 1251 | 3 39 455,60 106 1,440
4 474,99 560 ’
560 835,83 960 15,25
Me 1 118 124,54 142 11,49
b L 2 143 235,18 302 27,41
Mala™ | HN I\CI/:Ie PO, | 1391 3 302 | 449,06 | 595 2561 | 89
4 595 854,21 960 10,58
H 1 142 163,41 196 1,91
Met® H,N—=C—PO,H, 155y |2 222 275,22 333 35,71 6475
Me-SJ[CHz]Z ' 3 333 458,94 595 42,43 '
4 595 824,03 960 13,46
H 1 267 282,10 338 42,55
Pgly” HN=C=POH, | 1871 | 2 338 375,80 591 23,95 4,339
Ph 3 627 789,23 960 29,16
H 1 251 261,01 324 32,64
phe? | TN TGTPOM: 2011 L2 324 | 373,66 | 409 27,92 5,522
H.Crpy 3 409 420,79 631 13,75
4 631 825,49 960 16,32

% Faza termolizy;
b/Temperatura: T, - poczatku rozktadu AA%; T, - temperatura odpowiadajgca punktowi inflekcji krzywej;
T - temperatura odpowiadajgca korcowi fazy termolizy;
“ Res. ms.-Masa rezydualna” prébki — pozostatoéé po ekspozycji w temp. 960°C

Zestawienie

wzglednych

spadkdw

masy

serii

AAP

objetych

badaniami

termograwimetrycznymi odpowiadajgcym hipotetycznym reakcjom termicznej eliminacji:

czgsteczki wody, amoniaku, kwasu fosforowego (lll) i weglowodoru tancucha bocznego

przedstawiono na Schemacie 3-6., dane eksperymentalne przedstawiono w Tabelach: 3-18.,

3-19.
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Tabela 3-19. Wyliczone spadki masy badanych AA” towarzyszace termicznej degradacji
zachodzgcych wg. Schematu 3-6.

Wzgledny spadek masy AA” spowodowany

Znal.?:
Aminokwas termiczng eliminacja %
(1)
Wyliczone ubytku
AAP Strukt MW 0,5H,0 H,O0 NH; HsPO; RH vs
ruKktura
(M-9) | (M-18) | (M-17) | (M-82) faza
Gly° HZN_ﬁZ_PO3H2 111,1 8,1 16,2 15,3 73,9 - 8,07
A Me—N—C—PO_H, . B
Sar H H, 125,1 7,2 14,4 13,6 65,6 - 27,2
H.N E PO.H
Ala° 27 32 125,1 7,2 14,4 13,6 65,6 12,8 23,91
Me
» | HN—C—C—PO_H, B
2-Ala H, H, 125,1 7,2 14,4 13,6 65,6 - 42,3
I\I/Ie
Mala’ HN=C—POH, 139,1 | 6,47 12,9 12,2 59,0 11,5 11,5
Me
H
Met” ST R 1852 | 286 | 973 | o190 | aa3 | 303 | 19
) Me_SJ[CHZ]z ’ ' ’ ’ ’ 259¢ | 35,7
H.N H PO_H
Paly’ N=G PO, 1871 | 481 | 963 | 909 | 439 | 41,7 | 426"
Ph
H
H,N—C—PO_H, n
Phe’ ' 201,1 | 4,48 8,96 8,46 40,8 45,8 32,6
HZC\Ph

Znaleziono®; % ubytku masy wyjsciowe]j probki AA° towarzyszacy eliminacji fragmentu czasteczki”™;

b/MeNHz; c/MeSH; YRozktad zanieczyszczenia wyjsciowej Met”

(/n),
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3.2.4. PIROLIZA KWASOW AMINOFOSFONOWYCH

Stabilnos¢ termiczna kwasoéw aminofosfonowych nalezy do jednej z waznych cech
potencjalnej uzytecznosci tej klasy zwigzkdw w chemii materiatowej. Termoliza kwasow
fosfonowych, w tym w szczegdlnosci kwaséw aminofosfonowych przedstawia mato poznana
dziedzine badan zaréwno w obszarze chemii zwigzkéw klasy C-P, jak i fizyko-chemii
procesow termolitycznych. Badania nad termiczng stabilnoscia aminofosfonianéw
ograniczajg sie jedynie do dwdch prac: wspomnianej pracy Kurta Moedritzer dotyczacej
badari w trybach TGA & DSC dla Gly” [Moedritzer, 1972]**? i pracy zespotu Hoffmann’a
dotyczacej badan nad termolizg kwasu amino tri(metylenofosfonowego) (ATMP) [Hoffmann

i w-cy, 2012]28%

o B on
[l O_P\/_OHK OH
HN—C—P—OH N
2 OH \Pfo
GlyP atvp L OH

Do badan przebiegu pirolizy wykorzystano pirolizer potgczony z chromatografem gazowym

wyposazonym w detektor masowy [Py-GC-MS-EI] (Rys. 3-20.).

[
2 3 4
]

Rysunek 3-20. Schemat ideowy uktadu Py-GC-MS-El: 1- pirolizer; 2- fgcznik (interfejs); 3 —
chromatograf gazowy; 4 — detektor MS-El
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Lotne produkty pirolizy wymywane sg z komory pirolizera w sposéb ciggty i po schtodzeniu
na taczniku (interfejsie) kierowane sg na kolumne chromatograficzng. Ulegajg absorpcji na
czole kolumny oraz sukcesywnemu zageszczaniu. Skierowanie mieszaniny produktéw na
kolumne nastepuje podczas programowanego wzrostu temperatury. Wychodzace,
rozdzielone chromatograficznie produkty pirolizy poddawane sg analizie MS-El w detektorze
masowym.

Reprezentatywne chromatogramy GC i widma MS-EI gtdwnych, oznaczonych produktéw
pirolizy przedstawiono na Rysunkach: 3-21. (Me—PegP), 3-22. (MengIyP), 3-23. (4-Nval®).
Wzgledne udziaty poszczegdlnych sktadnikdw chromatogramu wyliczano jako udziat pradu

jonowego analizowanego sktadnika do sumy pradéw jonowych sktadnikdw mieszaniny.

Rysunek 3-21. Analiza produktéw pirolizy kwasu
1-(N-metyloamino)fenylometylo-fosfonowego (Me-Pgly")

ITIC D Tt Tome 36231 Scu® 5518 Imtem 5,196,000
] b
25 Det— =2
J oy
20 Qe
150e6]
10.0e6]
5.0e6] 2
| =t
o O
- [ Rf=]
=

=

o

)

[

| 1
%
T
L

L

firl ]

2500e34T1C Fet. Time LT Tnten

2250237

200037

175037

1500e33

125033

10003

1307020

750233

500233

176085

25037

J 175040
ol

-
1. 100024

4 A &
L e - e e ———
0.s 10 15 20 25 £ 35 40 4.5 50

Rys. 3-21.1. Chromatogram produktéw pirolizy Me-Pgly” (rozciag dla czasu: 0-5 min.)
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Rys. 3-21.1.1. Widmo MS-EI produktu pirolizy Me—PegP o czasie retencji: 3,001 min (3,8%)
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Rys. 3-21.1.1.L. Widmo MS-EI aldehydu benzoesowego z biblioteki bazy widm El aparatu
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Rys. 3-21.1.2. Widmo MS-E| produktu pirolizy Me-Pgly” o czasie retencji: 3,716 min (95,1%)
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Rys. 3-21.1.2.L. Widmo MS-EIl aldehydu benzoesowego z biblioteki bazy widm El aparatu
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Rys. 3-22. Analiza produktéw pirolizy kwasu
1-amino-(2,4,6-trimetylofenylo)metylo-fosfonowego (Me;Pgly’)
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Rys. 3-22.1. Chromatogram produktéw pirolizy MesPgly”
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Rys. 3-22.1.1. Widmo MS-EI produktu pirolizy MesPgly” o czasie retencji: 7,865 min. (62%)
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Rys. 3-22.1.2.L. Widmo MS-EI 2,4,6-trimetylobenzonitrylu z biblioteki bazy widm El aparatu
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Rys. 3-22.1.2. Widmo MS-EIl produktu pirolizy MesPgly’ o czasie retencji: 8,678 min. (16%)
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Rys. 3-22.1.2.L. Widmo MS-EI aldehydu 2,4,6-trimetylobenzoesowego z biblioteki widm MS

Interesujgcy przypadek stanowi piroliza kwasu 4-aminobutano-1-fosfonowego (4-
Nval®). Nawazka Nval” podczas badan termograwimetrycznych ulegata charakterystycznemu
,pbuchnieciu”, podczas ktdrego pecherzyki zwigzku stykaty sie z termoparg uniemozliwiajgc
doktadny pomiar. Odbiciem takiego zachowania w warunkach TGA jest specyficzny

chromatogram produktéw pirolizy przedstawiony na Rysunku 3-23.

114



Rysunek 3-23. Wyniki analizy 4-Nval®
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Rys. 3-23.1. Chromatogram produktéw pirolizy 4-Nval® (rozciag dla czasu: 0-3,1 min)

Rys. 3-23.2. Widma MS-EI produktéw pirolizy 4-Nval® dla czaséw retencji: 2,156 min;
2,221 min.; 2,243 min.; 2,340 min.; 2,449 min.; 2,784 min.
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Rys. 3-23.3. Widma MS-EI dla zwigzkéw o wzorze sumarycznym C4Hg i masie M=56
pobrane z bazy biblioteki widm MS aparatu
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Rys. 3-23.3.3. Widmo MS-EI cyklobutanu z bazy biblioteki widm MS aparatu
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Identycznoé¢ widm MS poszczegdlnych sktadnikéw mieszaniny produktéw pirolizy 4-Nval' i
podobienstwo do widm wzorcowych MS serii weglowodoréw o wzorze sumarycznym C4Hg
(M=56) znalezionych w bibliotece MS aparatu uzasadnia postawiong teze (tworzenie

pecherzykdw i ich pekanie/uwalnianie zawartosci w czasie).

3.2.4.1. BADANIA NAD PIROLIZA KWASOW AMINOFOSFONOWYCH

Badania nad pirolizg dotyczyty dwéch gtéwnych klas aminofosfoniandéw:
e kwasow aminoalkilofosfonowych;

e kwasow aminoaralkilofosfonowych.

Badania nad pirolizg obejmowaty:

1.1. Badania nad wptywem warunkdéw temperaturowych na przebieg pirolizy;
1.2. Badania nad pirolizg kwaséw aminoalkilofosfonowych;

1.2.1. Wptyw oddalenia grupy aminowej i fosfonowej;

1.2.2. Wptyw R;

1.2.3. Wptyw rzedowosci grupy aminowej;

1.2.4. Wptyw rzedowosci wegla Ca;

1.3. Badania nad pirolizg kwaséw aminoaralkilofosfonowych obejmowaty:
1.3.1. Pochodne arylowe Gly";

1.3.1.1. Pochodne Pgly";

1.3.1.2. Pochodne NpthyP;

1.3.2. Phe’;

1.4. Badania nad pirolizg innych kwaséw fosfonowych.

3.2.4.1.1. BADANIA NAD WPLYWEM WARUNKOW TEMPERATUROWYCH NA PRZEBIEG
PIROLIZY
3.2.4.1.1.1. WYNIKI BADAN NAD WPLYWEM TEMPERATURY NA PRZEBIEG TERMICZNEJ
DEKOMPOZYCJI p-MePgly”

Wyniki badad nad wptywem temperatury (350°C, 400°C, 500°C) na przebieg termicznej
dekompozycji kwasu 1-amino-(4-metylofenylo)metylofosfonowego (p-MePgly")

przedstawiono w Tabeli 3-20.
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Tabela 3-20. Poréwnanie wptywu temperatury na przebieg termicznej dekompozycji

p-l\/le-PegP
350°C; 2 min 400°C; 2 min 500°C; 2 min
Nr | RT RA m/zvs.[%] | Nr | RT RA m/zvs. [%] | Nr | RT RA m/z vs. [%]
43 45 43
1|18 49 myfz | 1| 18s | s myfz ss 118563 myfz E
92
2 | 22| - myfz 2 | 22| - myfz 2 | 2,24 | 10,9 myfz =
106 106 106
3 257 39 myfz 3 3| 256 15 myfz e 3| 255 109 myfz 3
4 [270| - myfz 4 [ 270 - myfz 4 1272| - myfz
5 | 421|330 myfz 14270 5 | 423 12 myfz 13260 5| 41| - myfz
6 | 454 | 326 myiz 16127 6 | 452 12 myfz 18107 6 | 447 | 57,7 myfz 16127
7 | 245 | 10 myiz 14: o 7 |25 70 myfz ;gz 7 | 245 | 638 myfz gg

3.2.4.1.2. BADANIA NAD WPLYWEM CZASU PIROLIZY NA PRZEBIEG ROZKtADU

Wyniki badan nad wptywem czasy ekspozycji na temperature 400°C na przebieg termicznej

dekompozycji

kwasu

przedstawiono w Tabeli 3-21.

1-amino-(4-metylofenylo)metylofosfonowego

(p-MePgly?)

Tabela 3-21. Poréwnanie wptywu czasu pirolizy na przebieg termicznej dekompozycji

p-Me-Pgly”
400°C; 15 sec 400°C; 2 min 400°C; 37 min
Nr | RT RA m/zvs.[%] | Nr | RT RA m/zvs.[%] | Nr| RT RA m/z vs. [%]
111,79 | 37 m%{z 23 1185 1,5 myfz ;55 1181 14 myfz 735
2 (229 | 47 m%{z 32 2 | 22| - myfz 2 1217 33 myfz 32
3 | 2,44 | 49 m%{z 13036 3 (256 15 myfz 140: 3 | 2,41 31 myfz 13036
4 [270]| - m%{z 4 [270] - myfz 4272 36 myiz 12021
5 | 41| 26 m%{z 14270 5 | 423 12 myfz 13260 5| 41| 36 myiz 15210
6 | 44 | 36 myfz 16127 6 | 452 | 12 myfz 18107 6| 44 | 26 myfz 16127
7 | 245 | 18 myfz 2(1) 7 | 245 | 70 myfz 18(5) 7 | 245 | 55 myfz gi
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3.2.4.1.3. BADANIA NAD ODTWARZALNOSCIA TERMOLIZY

Pomiary termolizy powtarzane byly dwukrotnie, w przypadkach kontrowersyjnych

trzykrotnie.

3.2.4.2. BADANIA NAD PIROLIZA KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH
3.2.4.2.1. WPLYW ODDALENIA

Do badan wptywu oddalenia grup aminowej i fosfonowej [N-(C),-P] wybrano serie
aminokwaséw o wzrastajacej dtugosci tacznika weglowego: Gly® (n=1); 2-Ala’(n=2); 3-
Hala"(n=3); 4-Nval® (n=4).

Wyniki badan zamieszczono w Tabeli 3-22. i zilustrowano na Schemacie 3-7.

Tabela 3-22. Zestawienie gtdwnych produktéw rozpadu termicznego aminokwasow:
GIyP, 2-Ala’, 3-Hala®, 4-Nval® [Warunki termolizy: 400°C, 2 min]

S
HZN~P(H:{;IFI>(OH)2
2

Gly 2-Ala’ 3-Hald" 4-Nval”
(n=1) (n=2) (n=3) (n=4)

RT % M RT % M RT % M RT % M RT % M

1,84 | 94 58 2,32 | 58 56 2,86 | 42 93 1,97 | 100 | 56 2,50 | 100 | 56

H.C =
’ \N:E :< DﬁCN \_ \:\
\ N
NH

Gly? \
— N=N
(n=1) \
(94%)
2-AlaP N=
0 (n=2) = o
I 400°C
H2N+ﬁj?P(OH)2 " (58%) (42%)
r
3-HalaP \__
(n=3) (100%)
4-NvalP?
_ \:\ lub :<
(n=4)

(100%)

Schemat 3-7. Zestawienie gtownych produktow rozpadu termicznego aminokwasow:
GIyP, 2-Ala’, 3- Hala®, 4-Nval®
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3.2.4.2.2. WPLYW R

Do badan nad wptywem podstawnika R w kwasach 1-aminoalkilofosfonowych na przebieg
termolizy wybrano: GIyP; Ala"; Hala" a takze szereg arylowych pochodnych fosfonoglicyny
(omawianych w dalszej czesci).

Wyniki badan zamieszczono w Tabeli 3-23.

Tabela 3-23. Zestawienie gtéwnych produktéw rozpadu termicznego aminokwaséw:
Gly®, Ala®, Hala” [Warunki termolizy: 400°C, 2 min]

H T
H,N—C—P(OH),

R
AAP Zidentyfikowane produkty pirolizy
\N N Mes;PO
= e
Gly” \
(R=H)
RT % M RT % M RT % M RT % M
1,84 94 76 2,88 6 92
O
H Il
H,N—C—P(OH),
Me
\ N
Ala” _N\ \\
ReMe) ™ o7 T % [ ™M | RT | % | M | RT | % | ™M | RT | % | ™
1,74 88 57 3,13 12 121

H T
H,N—C—P(OH),
Et

NH
Lo lub C4H1o <:> C CoHsO;

RT % M RT % M RT % M RT % M

Hala® 2,05 11 58 | 316 | 71 112 | 2,29 | 29 85 3,16 | 7,1 112

(R=Et)
o | O | Ol

RT % M RT % M RT % M

3,25 | 4,7 112 | 5,02 | 89 135 | 6,70 18 135
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3.2.4.2.3. WPLYW RZEDOWOSCI GRUPY AMINOWE)

Do badan nad wptywem rzedowosci grupy aminowej w kwasach 1-aminoalkilofosfonowych

na przebieg termolizy wybrano: t—Bu—GIyP, Me-Hala”, Et-Hala", Me,-Hala".

Wyniki badan zamieszczono w Tabeli 3-24.

Wyniki badari nad piroliza serii N-alkilowych pochodnych fosfonohomoalaniny (Me-Hala’,

Et-Hala®, Mez-HaIaP) zilustrowano na Schemacie 3-8.

Tabela 3-24. Zestawienie gtdwnych produktéw rozpadu termicznego aminokwasdw:
t-Bu-GIyP; Me-Hala’; Et-Hala"; Me,-Hala" [Warunki termolizy: 400°C, 2 min]

1 0
RN H 0
/N—Clt—P(OH)Z
R2 R

[l
Me,C—N—C—P(OH
C=N=C=P(OH),

2

C4Hg C4HlO
tBu-GlyP RT % M RT % M RT % M RT % M
2,06 59 56 2,09 41 58
H |l
Me—H —(IZ— P(OH),
Et
" o)
Et-C(O)H Et-CH=N-Me AN m
Me-Hala® H
RT % M RT % M RT % M RT % M
1,96 2,2 58 2,03 66 71 2,37 2,5 71 2,62 25 96
(0]
H 1l
Et—”—(IZ—P(OH)2
Et
Et'C(O)H Et-CH=N-Et C3H5'N(Me)'Et C8H15N
Et-Hala" RT % M RT % M RT % M RT % M
2,08 3 58 2,20 81 85 2,70 2,5 100 3,09 11 125
(@]
Me 4y
/N—CIZ—P(OH)Z
Me Et
NMe NMe CsHyoN,
Me Me;zN VG Pk
5
Hala’ RT % M RT % M RT % M RT % M
2,06 2, 59 2,13 47 87 2,20 31 85 5,52 8,1 98

122




Me-HalaP
———————> C,H—C=N-Me
H

(R!=H; R2=Me)
(66%)
1
R\ H 9 400°C | Et-HalaP
N—C—P(OH), > C,H—C=N—Et
2/ I Ar (R1=H; R2=Et) H
R* CH, (81%)
Me,-HalaP Me Me
v —— CN-CH, + “N-C,H
(R1=R2=Me) Me T ¥ Me” %0
(47%) (31%)

Schemat 3-8. Zestawienie gtéwnych produktéw rozpadu termicznego aminokwasow:
Me-Hala”; Et-Hala”; Me,-Hala" [Warunki termolizy: 400°C, 2 min]

3.2.4.2.4. WPLYW RZEDOWOSCI WEGLA Ca

Do badan nad wptywem rzedowosci atomu wegla Ca w kwasach 1-aminoalkilofosfonowych
na przebieg termolizy wybrano: Mala®, Et-Mala’, 1-ACH-1-P.

Wyniki badan zamieszczono w Tabeli 3-25.

Tabela 3-25. Zestawienie gtdwnych produktéw rozpadu termicznego aminokwaséw:
Mala’; Et-Mala”; 1-ACH-1-P [Warunki termolizy: 400°C, 2 min]

CH

Pl
HN=C

\

Mala® CH,

RT % M RT % M RT % M RT % M

1,77 95 57

pH3
CsHyo Et_N:C\CH CgH14/CeH1oN>
Et-Mala’ s

RT % M RT % M RT % M RT % M

1,77 | 9,5 |58/57 | 2,13 75 85 2,86 | 9,5 110

Me,NH Me-NH-CH,-OH @ <:>:O
1-ACH-

-1-P RT % M RT % M RT % M RT % M

1,67 | 44,5 45 1,74 | 59 61 1,90 | 91 82 2,49 | 37,4 98
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Wyniki badari nad piroliza serii N-alkilowych pochodnych fosfonohomoalaniny (Me-Hala®,

Et—HaIaP, Mez-HaIaP) zilustrowano na Schemacie 3-9.

MalaP CH3
- HN=C
(R1=H: R=Me) CH,
(95%)
1 [l 400°C Et-MalaP CH
R=N—C—P(OH), > Et-N=C
H | Ar (Rl:Et; R:Me) CH
R 3
(75%)
1-ACHP
> Me, NH
(37%) (45%)

Schemat 3-9. Zestawienie gtéwnych produktow rozpadu termicznego aminokwasow:
Mala’; Et-Mala”; 1-ACH-1-P

3.2.4.3. BADANIA NAD PIROLIZA KWASOW AMINOALKILOARYLOFOSFONOWYCH
Badania przeprowadzano na 2 klasach kwaséw aminoalkiloarylofosfonowych:

e pochodnych arylowych fosfonoglicyny (ArGly®);

e fosfonofenyloalaniny (Phe®).

3.2.4.3.1. POCHODNE ARYLOWE Gly" (ArGly®)

Badania w klasie pochodnych arylowych fosfonoglicyny (ArGly") dotyczyty:

e pochodnych fosfonofenyloglicyny (Pgly");
e fosfononaftyloglicyny (NphGly").
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3.2.4.3.1.1. BADANIA NAD PIROLIZA POCHODNYCH Pgly’

Zestawienie gtéwnych produktéw rozpadu termicznego aminokwaséw: Pgly’; o-Me-Pgly;

m—Me-PegP; p-Me-PegP; 2,3,4—Me3-PegP przedstawiono w Tabeli 3-26.

Tabela 3-26. Zestawienie gtéwnych produktéw rozpadu termicznego aminokwaséw: Pgly”;
o-Me-PegP; m-Me-PegP; p-Me-PegP; 2,E’>,4-Me3-PegP [Warunki termolizy: 400°C, 2 min]

O
H 1
Orfrem
R

NH,

QCH3 @—ﬁ=o CN C/H,
Pgly’
RT % M RT % M RT % M RT % M
2,1 1,7 92 3,0 6,6 106 3,14 5,7 103 24,5 81 91
CH, CH,
e | O | G | O
Pgly”
RT % M RT % M RT % M RT % M
2,33 2,1 92 2,69 1,2 106 4,08 23 120 24,0 72 104
m-Me-
Pely” H,C H,C H,C H,C
RT | % [ M |[RT [ % [ M |[RT]| % [ M| RT][ % | ™
264 | 1,3 | 106 | 414 | 115 | 121 [ 442 | 75 | 117 | 241 | 75 | 106
H,C CH, Hsc—Qc=o HSC—QCN HZC:C>ZNH
p-Me- H
Pgly” RT | % M | RT | % M | RT | % M | RT | % M
2,41 | 2,2 | 106 | 408 | 17 | 120 | 439 | 14 | 117 | 2453 | 64 | 105
CH, CH, CH,
H,C CH, H,C CN H,C c=0 Struktura
2,3,4- H nieznana
Meg-PegP CH, CH, CH,
RT % M RT % M RT % M RT % M
4,81 4,7 134 | 7,88 | 62,1 145 8,68 | 15,6 148 | 27,69 11 40

Wyniki badar nad piroliza serii pochodnych fosfonofenylooglicyny (Pgly"; o-Me-Pgly":

m-Me-Pgly’; p-Me-Pgly’; 2,3,4-Mes-Pgly") zilustrowano na Schemacie 3-10.

Zestawienie gtéwnych produktéw rozpadu termicznego para-podstawionych Pgly” :

p-Br-Pgly’; p-Me-Pgly’; p-NO,-Pgly’; p-HO,C-Pgly’ przedstawiono w Tabeli 3-27.
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Pgly?

= CH, +
(81%)

(Rr=H)

2
¢

(6%) (6%)

o-MePglyP o
oy CH, + .
(R"=0-Me)
(72%) H
(23%) (0%)

R O
[l 400°C m-MePglyP e}
H,N—C—P(OH), = CgHyp + Q% +
Ar (anm-Me)
(75%) H
(12%)
n p-MePgly? O
(R"=p-Me) H

2,3,4-Me,PglyP o
(R'=2,4,6-Me,) y + CN

(16%) (62%)
Schemat 3-10. Zestawienie gtdwnych produktéw rozpadu termicznego aminokwasow:
PegP; o—Me—PegP; m—Me—PegP; p—Me—PegP; 2,3,4—Me3-PegP

Tabela 3-27. Zestawienie gtdwnych produktéw rozpadu termicznego aminokwasdw:
p—Br—PegP; p—Me—PegP; p—NOz—PegP; p—HOZC—PegP [Warunki termolizy: 400°C, 2 min]

0O
H 1
(O,
R

p-Br-Pgly’ Br@CHs Br@'ﬁ=NH Br—@—CN

RT % M RT % M RT % M RT % M

3,72 12 172 | 6,50 | 9,5 185 | 6,58 11 183 | 28,7 59 102

Struktura nieznana Ph-NH, Struktura nieznana | Struktura nieznana

p-O,N- RT % M RT % M RT % M RT % M

Pgly” 1,78 | 8,8 48 | 3,09 | 83 94 16,18 | 4,4 129 9,80 | 3,7 102

p-HO,C- @NHz NC@CHg NCOC(O)H NCOCN

p
Pely RT | % M | RT | % M | RT | % | M | RT | % | M

3,00 | 3,5 93 442 | 11,2 | 117 | 6,98 | 34,8 | 131 | 7,45 | 42,4 128
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Wyniki badar nad piroliza serii pochodnych Pgly™: p-Br-Pgly’; p-Me-Pgly’; p-NO,-Pgly’;

p—HOZC—PegP zilustrowano na Schemacie 3-11.

o O O
(R=H) (81%) H

(6%) (6%)
-Me-PglyP O
p R_ng =  CH, + @J( " @CN
(R=Me) (64%) H
(17%) (14%)

I? |c|) 400°C lyP NH
° p-Br-Pgly
HN—C—P(OH), - e L e e
Ar (R=Br) (59%) H

(10%) (11%)
p-O,N-Pgly?
R (R=NO,) @OH

(83%)

p-O,C-PglyP O
> NC CH, NC NC CN

(R=CO,H) H

(11%) (35%) (43%)

Schemat 3-11. Zestawienie gtéwnych produktéw rozpadu termicznego aminokwasow:
PegP; o-Me-PegP; m-Me-PegP; p-Me-PegP; 2,3,4-Me3-PegP

3.2.4.3.1.2. BADANIA NAD PIROLIZA POCHODNYCH NphGly®

Zestawienie gtownych produktow rozpadu termicznego kwaséw l-amino-1-naftylometylo-
fosfonowego (1-NphGly") i 1-amino-2-naftylometylofosfonowego (2-NphGly")

przedstawiono w Tabeli 3-27.
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Tabela 3-27. Zestawienie gtéwnych produktéw rozpadu termicznego aminokwasdw:
1-Nphgly’ i 2-Nphgly” [Warunki termolizy: 400°C, 2 min]

Q i
H 1l
C—P(OH),
O NH,

O e | | =0
1-Nphgly® OO OO He=

RT % M RT % M RT % M RT % M

6,16 | 15,2 | 129 | 9,02 | 16,8 | 142 | 14,7 | 30,4 | 153 | 15,0 | 13,6 | 127

2-Nphgly”

RT % M RT % M RT % M RT % M

6,08 | 11,3 | 128 | 8,41 | 30,4 | 142 | 150 | 11,8 | 127 | 15,6 | 24,9 | 153

3.2.4.3.2. BADANIA NAD PIROLIZA Phe’

Zestawienie gtéwnych produktéow rozpadu termicznego kwasu 1-aminoetylo-2-fenylo-1-

fosfonowego (fosfonofenyloalanina; Phe®) przedstawiono w Tabeli 3-28.

Tabela 3-28. Zestawienie gtéwnych produktéw rozpadu termicznego kwasu 1-aminoetylo-2-
fenylo-1-fosfonowego (fosfonofenyloalanina; Phe®) [Warunki termolizy: 400°C, 2 min]

O
H 1l
H, |

2 NH,

A O- | O— O-

RT % M RT % M RT % M RT % M

2,08 | 7,4 44 | 2,43 19 94 | 291 | 8,0 104 | 3,95 5,9 92

Phe”
< > . STRUKTURA
T NIEZNANA

RT % M RT % M
27,2 27 102 32,2 12 207
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3.2.4.4. BADANIA NAD PIROLIZA INNYCH KWASOW FOSFONOWYCH

Badania nad pirolizg innych kwaséw fosfonowych dotyczyty termicznego rozktadu kwaséw:
1-hydroksypropylo-fosfonowego (1-HP?) i fosfonooctowego ("AcOH).

Wyniki badan zestawiono w Tabeli 3-29.

Tabela 3-29. Zestawienie gtéwnych produktéw rozpadu termicznego kwasu
1-hydroksy-propylo-fosfonowego (1-HP") i kwasu fosfonooctowego ("AcOH)
[Warunki termolizy: 400°C, 2 min]

H N I
HO—C—P(OH), HO,C—C—P(OH),
CH p H2 P
2’5 1-HP AcOH
RT % M RT % M RT % M RT % M
1,89 | 976 | 60 | 236 | 24 | 98 | 1,72 | 10 46 | 1,81 | 88 62
CHeO  [60] CeHiO  [98] CH,0, [46] C,H.0,  [60]
O.,..H
0 e ¢
H,C-C-C H.C. .C. HCO,H CH;CO,H
TR, H gTTeH, : s

Badania nad przebiegiem pirolizy kwaséw aminoalkilofosfonowych i ich pochodnych
zaprezentowano na konferencjach:
thermal  decomposition

M.H; of of

aminoalkylphosphonic acids. 15" International Symposium Advances in the Chemistry of

Kudzin, Mrozidska, Z.: Investigation
Heteroorganic Compounds, P-88. CBMM PAN, t4dz, 2012.11.16.12%

Kudzin, M.H.; Kudzin, Z.H.; Drabowicz, J. Investigation of thermal decomposition of
representative 1-(N-acylamino)alkylphosphonic acids and phosphonopeptides. European
Polymer Congress, P2-89. Piza, Italy, 2013.06.16-21.12%%

Kudzin, M.H.; Kudzin, Z.H.; Piestrzeniewicz, J.; Mrozinska, Z.; Drabowicz, J.: Investigation
of thermal decomposition of representative 1-aminoaralkylphosphonic acids. 16™
International Symposium Advances in the Chemistry of Heteroorganic Compounds, P-086.
CBMM PAN, £6d?, 2013.11.15.%

Kudzin, M.H.; Kudzin, Z.H.; Mrozinska, Z.; Drabowicz, J.: Investigation of thermal
decomposition of representative 1-(N-alkylamino)alkylphosphonic acids. 16" International
Symposium Advances in the Chemistry of Heteroorganic Compounds, P-087. CBMM PAN,

t6dz, 2013.11.15.2%%
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3.3. WEASCIWOSCI CHEMICZNE AMINOKWASOW FOSFONOWYCH
3.3.1. STABILNOSC AA” W ROZTWORACH ZASAD | KWASOW

W 1978 r. Gancarz zaobserwowat nieoczekiwany przebieg deprotekcji pochodnych

fluorenowych 1-(N-fenylamino)metylofosfonianu [FIGIy*(OEt),] (Sch. 3-12.)1%%7),

0
L, g T
H- Et  HCIH,O o
H

P
\
I O—Et — >

HN A
FIGIyP(OEt), \© +
+ Ph_NH3 + H3P03

Schemat 3-12. Katalizowana kwasowo defosfonylacja FIGly"(OEt),%"

W latach nastepnych pojawity sie liczne doniesienia wskazujagce na nietrwatosc
heterocyklicznych  1-aminoaralkilofoasfonianédw w roztworach zasadowych[288'29°]

kwasnych!??3%1 (Tab. 3-30., Rys. 3-24.).

£3 gon
g/k( “OH \w .'/\ H3POy
_t=30h NHBnN B JL
L 1
|
t=11h ‘| ’-
— " "_ " JL - —

Rysunek 3-24. Eksperyment kinetyczny Boduszka dla degradacji kwasowej kwasu imidazolo-
2-yl-(1-N-benzyloamino)-metylofosfonowego w 1M H,SO, (90°C) monitorowany 'P NMR%4
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Tabela 3-30. Hydrolityczne defosfonylacje 1-aminoaralkilofosfonianéw [R-Argly®(OEt),]

H T H*/HO" O« _H |

2 1, 2

REN-C-P(OR), —— R=NH, + Y + H—P(OH),
Ar Ar

R-AAIP(OR),

Schemat 3-13. Katalizowana kwasowo defosfonylacja R-AAr"(OR%),

Degradacja kwasowa

Ar Ar Ar

due L3 [

R'=Et, H; R°=Bn, Bu;
1 M HCI, 3h, A
[Olszewski& Boduszek, 2010

R'=Et; R’=Bn, Bu
6 M HCl, 2h, A;
R'=H; R’=Bn,
1M H,S0,, 90°C
[Boduszek i w-cy, 2012

R'=Et; R’= PhNH-
6 M HCl, 8h, A

[Gancarz, 1997]%% Ji2cel

[294]
]

| AN X
— X — X
N | N
~ =
N N
R'=Et; R’= Bn, Bu, Bzh, Ph R'=H, Et; R°=Bn, Bu;
6 M HCl, 1h A 6 M HCl, 1h A
[Boduszek, 1996][291] [Michalska i w-cy, 2011][295]

Degradacja zasadowa

NO, NO, OH

OH

R'=Et, H R’=H; 0,5 M NaOH, 2h A
[Boduszek&Halama, 19982][29°]

R'=R’=H

0,5 M NaOH, 2h A
[Boduszek&Halama,
19981128

R'=H; R’=H,Bu, Bn
0,5 M NaOH, 2h A
R'= Et R’=H,Bu, Bn
0,4 M NaOH (MeOH-
H,0), 2h A

[Boduszek i w-cy, 1996]
[288]

Czesciowg defosfonylacje 1-(N-alkiloamino)-2-metylopropylofosfonianéw dietylowych [R-
Val(OEt),] zachodzacg podczas kwasowej deprotekcji grupy fosfonoestrowej obserwowata

Kiersnowska (Sch. 3-13.1.) [287.2]
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CH, O CH, O

3 I o 3 1
P~ P/O\
H,C (I) H + HC CI) H

HN__ Et HN__ H
CH, O R R
|':/0\ HCI/H,0 RValP(OEt) RValP
H,C (I) Et ——> + H,PO,
HN_ - Et A
R CH; O CH, O
RValP(OEt), p-O, l'yo\
H.C |  H + HC | H
3 O\ 8 O\
NH, Et NH, H
ValP(OEt) ValP

Schemat 3-13.1. Katalizowano kwasowo defosfonylacja N-podstawionych O,0-dietylo

1-amino-2-metylpropylofosfonianéw [R-Val’(OEt),] [Kiersnowska, 2003]%*"-%

Poniewaz w wymienionych pracach nie rozwazano wptywu warunkéw hydrolitycznych na
stabilnos¢ wolnych kwaséw aminoalkilofosfonowych podjatem prace nad ustaleniem

wptywu tych czynnikéw na trwatos¢ wigzania C-P w badanych zwigzkach.

3.3.1.1. BADANIA STABILNOSCI KWASOW 1-AMINOALKILOFOSFONOWYCH
W ROZTWORACH ZASAD | KWASOW

Do badan wytypowano dziesie¢ aminokwasow: cztery kwasy 1-aminoalkilofosfonowe,
pochodne Gly” rézniace sie podstawnikami przy weglu aC (Gly®, Ala”, Mala®, Pgly’) oraz sze$¢

kwaséw 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych (R-AA") (Tab. 3-31.).

Tabela 3-31. Struktury kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych i 1-(N-alkiloamino)alkilo-
fosfonowych poddanych badaniom stabilnosci w roztworach kwasoéw i zasad

R' O 2 R'O
|l RN T T
HZN—(lz—P(OH)2 /N—Clt—P(OH)Z
3
R R R
AA° R-AA"
Gly® Ala® Pgly’ Mala® '‘Bu-Gly* | Me-Hala” | Me,-Hala” | Et-Mala”
L L o2 | R=Eg R= Et; R=R'=Me;
R=R'=H RFf:;’e RR;Eg R=R'=Me R'sa_’tF;;H' R'=R’=H; R'=H; R’=H;
B - B R’=Me | R*=R’=Me R’=Et
‘Bu-Ala’ Et-Hala"
R=Me; R=Et;
R'=R’=H; | R'=R’zH;
R®=tBu R’=Et
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Warunki ekspozycji kwasow 1-aminoalkilofosfonowych i 1-(N-alkiloamino)alkilo-fosfonowych

poddanych badaniom stabilnosci w roztworach kwasdéw i zasad zestawiono w Tabeli 3-32.

Tabela 3-32. Warunki ekspozycji kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych
i 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych w badaniach stabilnosci w roztworach kwaséw i zasad

Kwas / zasada 2 M HCI 2 M H,S0O, 2 M KOH 2 M KOH
AA®/ R-AAP 0,4M 0,4M 0,4M 04M
Temperatura 25°C 100°C 25°C 100°C
Czas ekspozycji 720 h 120 h 720 h 120 h

Badania stabilnosci AA® i R-AA” w roztworach kwasoéw i zasad prowadzono z wykorzystaniem

monitoringu *'P NMR. Wyniki badar (Tab. 3-33.) w postaci reprezentatywnych widm >'p-

NMR i wykresdw ilustrujacych profile reaktywnosci przedstawiono w ponizszych rozdziatach.

Tabela 3-33. Zestawienie badan wptywu ekspozycji kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych

i 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych w roztworach kwaséw i zasad

Kwas / zasada 2 M KOH 2 M KOH 2 M HCI 2 M H,S0,
AAP/ R-AA 0,4 M 0,4 M 0,4M 0,4 M
Temperatura 25°C 100°C 25°C 100°C
Widma AA’ Rys. 3-13 Rys. 3-16
3P NMR RAAT
. AA’ Rys. 3-12 Rys. 3-14 Rys. 3-15 Rys. 3-17
Profile
R-AA° Rys. 3-15

3.3.1.1.1. BADANIA STABILNOSCI AA* W ROZTWORACH KWASOW

Wyniki badari przedstawiono schematycznie dla uktadu: AAP-2 M HCI na Rysunkach:

3-25. (AA?/2 M HCI/20°C), 3-26. (AA?/2M H,50,/100°C).
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Rysunek 3-25. Stabilnoé¢ AA” na ekspozycje w 2 M HCI [temp. 20°C] (d= 24h)

[%] (%]
100 90—0—0—90— 100 $0—0—0————0—
80 80
60 60
—=—13.9 —@—16.8
20 20
0 T T T 1 o
0O 20 40 60 80 ' ' ' '
[d] 0 20 40 60 80
[d]
Rys. 3-25.1. Gly" w 2 M HCI Rys. 3-25.2. Ala” w 2 M HCI
[%] [%]
100 $0—0—o o 100 90—0—o *—
80 80
60 60
—f=—19.2 ——12.5
40 40
20 20
O T T T 1 0 T T T 1

0 20 40 60 80
[d]

0 20 40 60 80
d]

Rys. 3-25.3. Mala” w 2 M HCI

Rys. 3-25.4. PGly" w 2 M HCI
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Rysunek 3-26. Stabilno$¢ AA” na ekspozycje w 2 M H,S0, [temp. 100°C]

(%]

100 ¢—0—0—0—0—

80

60

40

20

0 20 40 60 80 100 120 140 [h]

—0—=13.4

100 ¢—0—0—0—0—

80

60

40

20

0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100120140

—0—16.4

(h]

Rys. 3-26.1. Gly” w 2 M H,S04 (13,4 ppm)

Rys. 3-26.2. Ala” w 2 M H,504 (16,4 ppm)

[%]

100

80

60

40

20

0

S S

0 20 40 60 80 100120140 [h]

=——18.8

100 —0—0—0—0—

80

60

40

20

0 T T T T T T 1

=—=12.4

0 20 40 60 80 100 120 140 [h]

Rys. 3-26.3. Mala” w 2 M H,50, (18,8 ppm)

Rys. 3-26.4. PGly" w 2 M H,50, (12,4 ppm)

Widma >'P-NMR mieszanin reakcyjnych AA”/ 2 M KOH /100°C, odpowiadajace czasowi

ekspozycji 24 h przedstawiono na Rysunku 3-27.
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Rysunek 3-27. Widma *'P NMR roztworéw AAP-MPA w 2 M H,S0,
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Rys. 3-27.1. Widmo *'P NMR roztworu mieszaniny Gly’ (13,4 ppm) i MPA (30,7 ppm) w2 M
H,S0. po 120 h ekspozycji w temp. 100°C
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Rys. 3-27.1.1. Widmo >!P NMR roztworu mieszaniny Gly” (13,4 ppm) i MPA (30,6 ppm) w
2 M H,S0,[20°C; 0 h]
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Rys. 3-27.2. Widmo *'P NMR roztworu mieszaniny Ala® (16,4 ppm) i MPA (30,6 ppm) w
2 M H,S04 po 120 h ekspozycji w temp. 100°C
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Rys. 3-27.2.1. Widmo >!P NMR roztworu mieszaniny Ala’ (16,4 ppm) i MPA (30,6 ppm) w
2 M H,S0, [20°C; 0 h]
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Rys. 3-27.3. Widmo 1P NMR roztworu mieszaniny Mala® (18,8 ppm) i MPA (30,6 ppm) w
2 M H,S04 po 120 h ekspozycji w temp. 100°C
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Rys. 3-27.3.1. Widmo *'P NMR roztworu mieszaniny Mala” (18,8 ppm) i MPA (30,6 ppm) w
2 M H3504[20°C; 0 h]
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Rys. 3-27.4. Widmo 1P NMR roztworu mieszaniny PGIyP (12,4 ppm) i MPA (30,6 ppm) w
2 M H,S04 po 120 h ekspozycji w temp. 100°C
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Rys. 3-27.4.1. Widmo >!P NMR roztworu mieszaniny PGly” (12,4 ppm) i MPA (30,6 ppm) w

2 M H,S0, [20°C; 0 h]

139




5 - -

— o

w

. . w0

] <
o]
w_-
gg__
<
N——

: J -~

° il , =

. = w0

= P~

= (= =

— =}

I T 1 T l T T I T 1 1 T
30 20 10 0 [ppm]

Rys. 3-27.5. Widmo 1P NMR roztworu mieszaniny MPA (30,6 ppm) w 2 M H,S0O4 po
120 h ekspozycji w temp. 100°C
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Rysunek 3-27.5.1. Widmo *'P NMR roztworu mieszaniny MPA (30,6 ppm) w 2 M H,SO4
[20°C; 0 h]
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3.3.1.1.2. BADANIA STABILNOSCI AA* W ROZTWORACH ZASAD

Wyniki badan przedstawiono schematycznie

dla uktadu: AAP- 2 M KOH na Rysunkach:

3-28. (AA?/ 2 M KOH / 20°C), 3-29. (AA”/ 2 M KOH / 100°C).

Rysunek 3-28. Profil stabilno$ci AA® na ekspozycje w 2 M KOH [temp. 20°C]
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Rys. 3-28.1. Gly" w 2 M KOH (19,3 ppm)

Rys. 3-28.2. Ala” w 2 M KOH (22,1 ppm)
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Rys. 3-28.3. Mala” w 2 M KOH (24,9 ppm)

Rys. 3-28.4. Pgly” w 2 M KOH (18,1 ppm)
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Rysunek 3-29. Profil stabilnosci AA® na ekspozycje w 2 M KOH [temp. 100°C]
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Rys. 3-29.1. Gly" w 2 M KOH (19,3 ppm)

Rys. 3-29.2. Ala” w 2 M KOH (22,1 ppm)
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Rys. 3-29.3. Mala” w 2 M KOH (24,9 ppm)

Rys. 3-29.4. Pgly” w 2 M KOH (18,1 ppm)

Widma 3!'P-NMR mieszanin reakcyjnych AA* w 2 M KOH poddane ekspozycji 24 h w

temperaturze 100°C, przedstawiono na Rysunku 3-30.
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Rysunek 3-30. Widma *'P NMR roztworéw AA” po 24 h ekspozycji w 2 M KOH [temp. 100°C]
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Rys. 3-30.1. Widmo *'P NMR roztworu mieszaniny Gly® (19,1 ppm) i MPA (20,3 ppm)
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Rys. 3-30.2. Widmo *'P NMR roztworu mieszaniny Ala’ (22,1 ppm) i MPA (20,2 ppm)
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Rys. 3-30.3. Widmo *'P NMR roztworu mieszaniny Mala® (24,9 ppm) i MPA (20,3 ppm)
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Rys. 3-30.4. Widmo 1P NMR roztworu mieszaniny PglyP (18,1 ppm) i MPA (20,3 ppm)
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Rys.3-30.5. Widmo *'P NMR roztworu MPA (20,3 ppm)
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3.3.1.2. BADANIA STABILNOSCI KWASOW 1-(N-ALKILOAMINO)ALKILO-FOSFONOWYCH
W ROZTWORACH KWASOW | ZASAD

Wyniki prac dotyczacych nietrwatosci kwasowej aminoestrow 2873°Y

sktonity mnie do
rozszerzenia badan serii  kwaséw  1-aminoalkilofosfonowych (AAP) 0 grupe
reprezentatywnych kwaséw 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych (R-AAP).

Do badan wytypowano zwigzki zestawione w Tabeli 3-34.

Tabela 3-34. Reprezentatywne kwasy 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowe
Bu—N-C—PO_H H H
HoH, °° But—H—CI:—PO3H2 Me-N-C—POH,
Me Et
‘Bu-Gly" '‘Bu-Ala” Me-Hala"
Et-N—C—PO H H e
H 1 82 MezN_cl:_Post Et—=N—C—PO_H,
Et Et H '\I/Ie
Et-Hala" Mez—HaIaP Et-Mala’
3.3.1.2.1. BADANIA STABILNOSCI KWASOW 1-(N-ALKILOAMINO)ALKILO-FOSFONOWYCH

W ROZTWORACH KWASOW

Widma *'P NMR 0,4 M roztworéw R-AA” (zawierajacych 0,2 M kwas metylofosfonowy uzyty
w charakterze wzorca wewnetrznego) w 2,0 M kwasie siarkowym oraz profile ekspozycyjne

przedstawiono na Rysunkach 3-31.

Wykresy ilustrujace wptyw ekspozycji czasowej na stabilno$¢ 0,4 M roztworu tBu-Gly* w2 M

H,SO, w temperaturach 25°C i 100°C przedstawiono na Rysunkach 3-31.1.

Widma *'P NMR 0,4 M roztwordw tBu-Gly® (12,5 ppm) (zawierajacych 0,2 M MPA (30,6 ppm)
uzytego w charakterze wzorca wewnetrznego), w 2,0 M kwasie siarkowym przedstawiono na

Rysunkach 3-31.1.1.
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Rysunek 3-31.1. Profil >'P NMR ekspozycji czasowej 0,4 M roztworu tBu-Gly” w 2 M H,50,
[Na wykresie nie zaznaczono MPA (30,7 ppm) ktérego poziom byt stabilny w analizowanym okresie]
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Rys. 3-31.1A. Ekspozycja czasowa 0,4 M roztworu tBu—GIyP w 2 M H,S0,; w 20°C

0,
%] 100 _—
80
60 *—13.6
40 ~@-12.5
4.8
20
O 4»47 T T \I 1
0 50 100 150 200 [h]

Rys. 3-31.1.B. Ekspozycja czasowa 0,4 M roztworu tBu-Gly” w 2 M H,SO4 w 100°C
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Rysunek 3-31.1.1. Widma *'P NMR roztworu mieszaniny tBu-Gly” (12,5 ppm)

i MPA (30,6 ppm) w 2 M H,S0,
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Rys. 3-31.1.1.1. Widmo *'P NMR roztworu tBu-Gly” + MPA/2 M H,S0,4 [20°C, O h]
& 1 1
| 3‘(‘) ' ' ' ; 2‘0 ' ' vk 11) J) ‘[ppm][
Rys. 3-31.1.1.2. Widmo *1p NMR roztworu tBu-GIyP+ MPA/2 M H,S0, [20°C, 720 h]
il ), t —
% 1 \g 1
~ — & © - - " & - ] —

Rys. 3-31.1.1.3. Widmo >'P NMR roztworu tBu-Gly" + MPA/2 M H,S0, [100°C, 144 h]
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Wykresy ilustrujace wptyw ekspozycji czasowej na stabilno$¢ 0,4 M roztworu tBu-Ala® w 2 M

H,SO,; w temperaturach 25°C i 100°C przedstawiono na Rysunkach 3-31.2.

Rysunek 3-31.2. Profil 3p NMR ekspozycji czasowej 0,4 M roztworu tBu-Ala” w 2 M H,S0,
[Na wykresie nie zaznaczono MPA (30,6 ppm) ktdrego poziom byt stabilny w analizowanym okresie]
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Rys. 3-31.2.A. Ekspozycja czasowa 0,4 M roztworu tBu-Ala” w 2 M H,S04 w 20°C
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Rys. 3-31.2.B. Ekspozycja czasowa 0,4 M roztworu tBu-Ala” w 2 M H,S04 w 100°C

Widma *'P NMR 0,4 M roztworéw tBu-Ala” (15,9 ppm) [zawierajacych 0,2 M MPA (30,6 ppm)
uzytego w charakterze wzorca wewnetrznego] w 2,0 M kwasie siarkowym przedstawiono na

Rysunkach 3-31.2.1.
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Rysunek 3-31.2.1. Widma *'P NMR roztworu mieszaniny tBu-Ala’ (15,9 ppm)
i MPA (30,6 ppm) w 2 M H,SO,
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Rys. 3-31.2.1.1. Widmo *'P NMR roztworu tBu-Ala’ + MPA 2 M H,5S0, [20°C, O h]
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Rys. 3-31.2.1.2. Widmo *'P NMR roztworu tBu-Ala” + MPA 2 M H,S0, [20°C, 720 h]
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Rys. 3-31.2.1.3. Widmo *'P NMR roztworu tBu-Ala” + MPA 2 M H,SO, [100°C, 144 h]
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Wykresy ilustrujace wptyw ekspozycji czasowej na stabilnoé¢ 0,4 M roztworu Me-Hala” w 2

M H,SO4w temperaturach 25°C i 100°C przedstawiono na Rysunkach 3-31.3.

Rysunek 3-31.3. Profil 3p NMR ekspozycji czasowej 0,4 M roztworu Me-Hala” w 2 M H,S0,

[Na wykresie nie zaznaczono MPA (30,7 ppm) ktérego poziom byt stabilny w analizowanym okresie]
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Rys. 3-31.3.A. Ekspozycja czasowa 0,4 M roztworu Me-Hala” w 2 M H,S0, w 20°C
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Rys. 3-31.3.B. Ekspozycja czasowa 0,4 M roztworu Me-Hala” w 2 M H,50, w 100°C

Widma *'P NMR 0,4 M roztworéw Me-Hala" (14,3 ppm) [zawierajacych 0,2 M MPA (30,6
ppm) uzyty w charakterze wzorca wewnetrznego] w 2,0 M kwasie siarkowym przedstawiono

na Rysunkach 3-31.3.1.
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Rysunek 3-31.3.1. Widma *'P NMR roztworu mieszaniny Me-Hala" (14,3 ppm)
i MPA (30,6 ppm) w 2 M H,SO,
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Rys. 3-31.3.1.1. Widmo ““P NMR roztworu Me-Hala" + MPA / 2 M H,S0,4 [20°C, 0 h]
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Rys. 3-31.3.1.2. Widmo 3P NMR roztworu Me-Hala” + MPA / 2 M H,S0, [20°C, 720 h]
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\
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Rys. 3-31.3.1.3. Widmo *'P NMR roztworu Me-Hala’ + MPA / 2 M H,S0, [100°C, 144 h]
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Wykresy ilustrujace wptyw ekspozycji czasowej na stabilnoé¢ 0,4 M roztworu Et-Hala” w 2 M

H,SO,; w temperaturach 25°C i 100°C przedstawiono na Rysunkach 3-31.4.

Rysunek 3-31.4. Profil 3p NMR ekspozycji czasowej 0,4 M roztworu Et-Hala” w 2 M H,SO0..

[Na wykresie nie zaznaczono MPA (30,6 ppm) ktérego poziom byt stabilny w analizowanym okresie]
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Rys. 3-31.4.A. Ekspozycja czasowa 0,4 M roztworu Et-Hala” w 2 M H,SO4 w 20°C

%] 100 9—& 4

80

60

40 =0—14.5

20

0 T T T 1
0 50 100 150 200
(h]

Rys. 3-31.4.B. Ekspozycja czasowa 0,4 M roztworu Et-Hala” w 2 M H,50, w 100°C

Widma P NMR 0,4 M roztworéw Et-Hala” (14,5 ppm) [zawierajacych 0,2 M MPA (30,6 ppm)
uzytego w charakterze wzorca wewnetrznego] w 2,0 M kwasie siarkowym przedstawiono na

Rysunkach 3-31.4.1.
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Rysunek 3-31.4.1. Widma *'P NMR roztworu mieszaniny Et-Hala" (14,5 ppm)
i MPA (30,6 ppm) w 2 M H,SO,
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5. 3-31.4.1.1. Widmo >'P NMR roztworu Et-Hala” + MPA/2 M H,50, [20°C, 0 h]
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Rys. 3-31.4.1.2. Widmo >'P NMR roztworu Et-Hala” + MPA/2 M H,SO, [20°C, 720 h]
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Rys. 3-31.4.1.3. Widmo *'P NMR roztworu Et-Hala” + MPA/2 M H,S0, [100°C, 144 h]
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Wykresy ilustrujace wptyw ekspozycji czasowej na stabilnoé¢ 0,4 M roztworu Me,-Hala” w 2

M H,SO4w temperaturach 25°C i 100°C przedstawiono na Rysunkach 3-31.5.

Rysunek 3-31.5. Profil 3p NMR ekspozycji czasowej 0,4 M roztworu Me,-Hala” w 2 M H,50,

[Na wykresie nie zaznaczono MPA (30,6 ppm) ktérego poziom byt stabilny w analizowanym okresie]
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Rys. 3-31.5.A. Ekspozycja czasowa 0,4 M roztworu Mez-HaIaP w 2 M H,SO,w 20°C
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Rys. 3-31.5.B. Ekspozycja czasowa 0,4 M roztworu Mez-HaIaP w 2 M H,SO,w 100°C

Widma P NMR 0,4 M roztworéw Mey-Hala" (12,6 ppm) [zawierajacych 0,2 M MPA (30,6
ppm) uzytego w charakterze wzorca wewnetrznego] w 2,0 M H,SO4 przedstawiono na

Rysunkach 3-31.5.1.
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Rysunek 3-31.5.1. Widma *'P NMR roztworu mieszaniny Me,-Hala’ (12,6 ppm)
i MPA (30,6 ppm) w 2 M H,SO,
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Rys. 3-31.5.1.2. Widmo *'P NMR roztworu Me,-Hala” + MPA/2 M H,S0,[20°C, 720 h]
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Rys. 3-31.5.1.3. Widmo >P NMR roztworu Me,-Hala” + MPA/2 M H,S0, [100°C, 144 h]
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Wykresy ilustrujace wptyw ekspozycji czasowej na stabilno$¢ 0,4 M roztworu Et-Mala” w 2 M

H,SO,; w temperaturach 25°C i 100°C przedstawiono na Rysunku 3-31.6.

Rysunek 3-31.6. Profil 3p NMR ekspozycji czasowej 0,4 M roztworu Et-Mala” w 2 M H,S0,
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Rys. 3-31.6.A. Ekspozycja czasowa 0,4 M roztworu Et-Mala” w 2 M H,SO,w 20°C
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Rys. 3-31.6.B. Ekspozycja czasowa 0,4 M roztworu Et-Mala” w 2 M H,S0, w 100°C

Widma *'P NMR 0,4 M roztworéw Et-Mala” (17,6 ppm) [zawierajacych 0,2 M MPA (30,7
ppm)] uzytego w charakterze wzorca wewnetrznego] w 2,0 M kwasie siarkowym

przedstawiono na Rysunkach 3-31.6.1.
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Rysunek 3-31.6.1. Widma *'P NMR roztworu mieszaniny Et-Mala® (17,6 ppm)
i MPA (30,7 ppm) w 2 M H,S0,
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Rys. 3-31.6.1.1. Widmo *'P NMR roztworu Et-Mala” + MPA / 2 M H,50, [20°C, 0 h]
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Rys. 3-31.6.1.2. Widmo *'P NMR roztworu Et-Mala” + MPA / 2 M H,50, [20°C, 720 h]
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Rys. 3-31.6.1.3. Widmo >'P NMR rozt

woru Et-Mala” + MPA / 2 M H,S0, [100°C, 144 h]
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3.3.1.2.2. BADANIA STABILNOSCI KWASOW 1-(N-ALKILOAMINO)ALKILO-FOSFONOWYCH
W ROZTWORACH ZASAD

Wykresy ilustrujgce wptyw ekspozycji czasowej na stabilnosé¢ 0,4 M roztworu tBu-GIyP w2M

KOH w temperaturze 100°C przedstawiono na Rysunku 3-32.1.

Rysunek 3-32.1. Profil *'P NMR ekspozycji czasowej 0,4 M roztworu tBu-Gly” (22,9 ppm) w
2 M KOH (100°C)
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Na wykresie nie zaznaczono MPA (20,25 ppm) ktérego poziom byt stabilny w analizowanym okresie czasu.

Widma *'P NMR 0,4 M roztworéw R-AA” (zawierajacych 0,2 M kwas metylofosfonowy uzyty
w charakterze wzorca wewnetrznego) w 2,0 M KOH oraz profile ekspozycyjne przedstawiono
na Rysunkach 3-32.

Widma *'P NMR 0,4 M roztwordw tBu-Gly® (17,6 ppm) [zawierajacych 0,2 M MPA (20,3 ppm)
uzytego w charakterze wzorca wewnetrznego] w 2,0 M KOH przedstawiono na Rysunkach 3-

32.1.
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Rysunek 3-32.1.1. Widma *'P NMR roztworu mieszaniny tBu-Gly” (17,6 ppm)
i MPA (20,3 ppm) w 2 M KOH
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Rys. 3-32.1.1.1. Widmo *'P NMR roztworu tBu-Gly" + MPA / 2 M KOH [20°C, O h]
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Rys. 3-32.1.1.2. Widmo *'P NMR roztworu tBu-Gly” + MPA / 2 M KOH [100°C, 24 h]
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Rys. 3-32.1.1.3. Widmo >'P NMR roztworu tBu-Gly’ + MPA / 2 M KOH [100°C, 100 h]
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Wykres ilustrujacy wptyw ekspozycji czasowej na stabilnoéé 0,4 M roztworu tBu-Ala” w 2 M

KOH w temperaturze 100°C przedstawiono na Rysunku 3-32.2.

Rysunek 3-32.2. Profil *'P NMR ekspozycji czasowej 0,4 M roztworu tBu-Ala’ (21,8 ppm) w
2 M KOH (100°C)
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Na wykresie nie zaznaczono MPA (20.25 ppm) ktérego poziom byt stabilny w analizowanym okresie.

Widma *'P NMR 0,4 M roztwordéw tBu-Ala” (21,8 ppm) [zawierajacych 0,2 M MPA (20,3 ppm)
uzytego w charakterze wzorca wewnetrznego] w 2,0 M KOH przedstawiono na Rysunkach 3-

32.2.1.
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Rysunek 3-32.2.1. Widma *'P NMR roztworu mieszaniny t-Bu-Ala’ (21,8 ppm)
i MPA (20,3 ppm) w 2 M KOH
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Rys. 3-32.2.1.2. Widmo *'P NMR roztworu tBu-Ala” + MPA / 2 M KOH [100°C, 24 h]
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Rys. 3-32.2.1.3. Widmo *'P NMR roztworu tBu-Ala” + MPA / 2 M KOH [100°C, 100 h]
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Wykres ilustrujacy wptyw ekspozycji czasowej na stabilno$¢ 0,4 M roztworu Me-Hala” w 2 M

KOH w temperaturze 100°C przedstawiono na Rysunku 3-32.3.

Rysunek 3-32.3. Profil *'P NMR ekspozycji czasowej 0,4 M roztworu Me-Hala" (20,1 ppm) w
2M KOH (100°C)
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Na wykresie nie zaznaczono MPA (20,25 ppm) ktérego poziom byt stabilny w analizowanym okresie.

Widma *'P NMR 0,4 M roztworéw Me-Hala" (20,1 ppm) [zawierajacych 0,2 M MPA (20,3
ppm) uzytego w charakterze wzorca wewnetrznego] w 2,0 M KOH przedstawiono na

Rysunkach 3-32.3.
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Rysunek 3-32.3.1. Widma *'P NMR roztworu mieszaniny Me-Hala" (20,1 ppm) i
MPA (20,3 ppm) w 2 M KOH
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Rys. 3-32.3.1.3. Widmo *'P NMR roztworu Me-Hala’” + MPA / 2 M KOH [100°C, 100 h]
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Wykres ilustrujacy wptyw ekspozycji czasowej na stabilno$¢ 0,4 M roztworu Me-Hala” w 2 M

KOH w temperaturze 100°C przedstawiono na Rysunku 3-32.4.

Rysunek 3-32.4. Profil *'P NMR ekspozycji czasowej 0,4 M roztworu Et-Hala® (20,3 ppm) w
2 M KOH (100°C)
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Na wykresie nie zaznaczono MPA (20,25 ppm) ktdrego poziom byt stabilny w analizowanym okresie.

Widma *'P NMR 0,4 M roztworéw Me-Hala” (20,3 ppm) [zawierajacych 0,2 M MPA (20,4
ppm) uzytego w charakterze wzorca wewnetrznego] w 2,0 M KOH przedstawiono na

Rysunkach 3-32.4.1.
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Rysunek 3-32.4.1. Widma *'P NMR roztworu mieszaniny Et-Hala" (20,3 ppm) i

MPA (20,4 ppm) w 2 M KOH
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Rys. 3-32.4.1.3. Widmo 31p NMR roztworu Et-H

ala” + MPA / 2 M KOH [100°C, 100 h]
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Wykres ilustrujacy wptyw ekspozycji czasowej na stabilno$¢ 0,4 M roztworu Me-Hala” w 2 M

KOH w temperaturze 100°C przedstawiono na Rysunku 3-32.5.

Rysunek 3-32.5. Profil *'P NMR ekspozycji czasowej 0,4 M roztworu Me,-Hala’ (19,1 ppm) w
2 M KOH (100°C)
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Na wykresie nie zaznaczono MPA (20,25 ppm) ktérego poziom byt stabilny w analizowanym okresie

Widma *'P NMR 0,4 M roztworéw Mey-Hala" (12,5 ppm) [zawierajacych 0,2 M MPA (20,4
ppm) uzytego w charakterze wzorca wewnetrznego] w 2,0 M KOH przedstawiono na

Rysunkach 3-32.5.1.
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Rysunek 3-32.5.1. Widma *'P NMR roztworu mieszaniny Me,-Hala® (12,5 ppm) i
MPA (20,2 ppm) w 2 M KOH
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Rys. 3-32.5.1.3. Widmo *'P NMR roztworu Me,-Hala” + MPA / 2 M KOH [100°C, 100 h]

167




Wykres ilustrujacy wptyw ekspozycji czasowej na stabilno$¢ 0,4 M roztworu Me-Hala” w 2 M

KOH w temperaturze 100°C przedstawiono na Rysunku 3-32.6.

Rysunek 3-32.6. Profil *'P NMR ekspozycji czasowej 0,4 M roztworu Et-Mala® (23,0 ppm) w
2 M KOH (100°C)
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Na wykresie nie zaznaczono MPA (20,25 ppm) ktérego poziom byt stabilny w analizowanym okresie

Widma *'P NMR 0,4 M roztworéw Et-Mala” (23,0 ppm) [zawierajacych 0,2 M MPA (20,2
ppm) uzytego w charakterze wzorca wewnetrznego] w 2,0 M KOH przedstawiono na

Rysunkach 3-32.6.1.
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Rysunek 3-32.6.1. Widma *'P NMR roztworu mieszaniny Et-Mala® (23,0 ppm) i MPA
(20,2 ppm) w 2 M KOH
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Rys. 3-32.6.1.3. Widmo >'P NMR roztworu Et-Mala” + MPA /2 M KOH [100°C, 100 h]
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3.3.1.3. BADANIA STABILNOSCI KWASOW 1-AMINOFOSFONOWYCH W ROZTWORACH
KWASOW | ZASAD - WNIOSKI
3.3.1.3.1. STABILNOSC KWASOW 1-AMINOALKILOFOSFONOWYCH

Analiza wynikow badan kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych wskazuje na stabilnos¢
roztworéw badanych aminokwaséw (Gly®, Ala’, Mala®, Pgly®) w roztworach:

e 2 M KOH [ekspozycja w 20°C w czasie 1536 h (64 dni) i ekspozycja w 100°C w czasie 120h];
e 2 M HCl [ekspozycja w 20°C w czasie 1536 h (64 dni)];

e 2 M H,S0, (ekspozycja w 100°C w czasie 120 h).

3.3.1.3.2. STABILNOSC KWASOW 1-(N-ALKILOAMINO)ALKILOFOSFONOWYCH
1 1-(N,N-DIALKILOAMINO)ALKILOFOSFONOWYCH

Analiza wynikéw badan nad stabilnoscig kwasow 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych oraz

1-(N,N-dialkiloamino)alkilofosfonowych wskazuje na:

e kwasy 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowe oraz  kwasy  1-(N,N-dialkiloamino)-
alkilofosfonowe wykazujg stabilno$¢ w roztworach w 2,0 M H,SO,w temp. pokojowej w
czasie 30 dni (okres monitorowany), a takze w temp. 100°C w czasie 24 h;

e kwasy 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowe wykazujg stabilno$¢ w roztworach w 2 M KOH w
temperaturze pokojowej w czasie 30 dni (okres monitorowany), a takze w temp. 100°C w
czasie 24 h;

e kwasy 1-(N,N-dialkiloamino)alkilofosfonowe (Me,Hala?) wykazuje wzgledna trwato$é¢ w

roztworach w 2 M KOH w temp. pokojowej i ulega rozktadowi w temp. 100°C (Sch. 3-14.).

H 1l HO- H 1l Il
Me—ITI—(I:—P(OH)2 E— HO—(I:—P(OH)2 —_— H—P(OH), 4+ OYH
Et Et
Me
+ Et
Me,-HalaP Me,NH

Schemat 3-14. Hipotetyczny mechanizm zasadowej degradacji Me,-Hala"
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3.3.2. REAKCJA OKSYDACYJNEJ DEAMINACJI AMINOKWASOW FOSFONOWYCH
3.3.2.1. REAKCJA DEZAMINACJI/DEFOSFONYLACJI AMINOKWASOW FOSFONOWYCH

Wsrdod nielicznych  opisanych przemian dezaminacyjnych aminokwaséw fosfonowych
najwczesniej zwrécono uwage na defosfonylacje zachodzacg w reakcji z ninhydryng (Sch. 3-

15.) [Warren, 1966]1%%%.

,0
HPO,+NH,+ R-C’
\H

. . @i}

Schemat 3-15. Przebieg reakcji kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych z ninhydryng wg.

W opisanej przez Calvo [Calvo, 1987] [303]

, Szpoganicza i Martela [Szpoganicz & Martell,
1989][304] reakcji defosfonylacji aminokwaséw fosfonowych dziataniem pirydoksalu
aminokwasy tworza przejéciowo potaczenie iminowe PPyr-C=AK’(H) ulegajace dalszej

degradacji na drodze oksydacji dezaminacyjnej (Sch. 3-16.).

sy Qo
H3N_CI:_P\O H Ff (ljl 0]
R -
H. O H. N—C—P~ “H H,PO, + NH,
o H, C H, C Ho\
2 (@] 2 0]
. _C OH . _C OH
O—|I3—o | AN —_— o_FI)_O | AN —_— +
o — o) —
N CH, N CH, PPyr—C(O)H
PPyr—C(O)H

PPyr—C(=AKP)H

Schemat 3-16. Przebieg reakcji kwasow 1-aminoalkilofosfonowych z fosforanem pirydoksalu
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——> HO-— s+c—]—c P(OH)2

u § Br, - H,0 HcyPSO,H (85%)
HS—-C §5 C—P(OH),
H, +
NH,
HcyPSH
N H,PO,
(15%)

Schemat 3-17. Rozszczepienie wigzania C-P podczas utlenienia Heys” 24!

Kudzin i w-cy, odkryli w 2005, iz podczas utleniania fosfonohomocysteiny do kwasu fosfono-
homocysteinowego nastepuje rozszczepienie wigzania C-P [241] (Sch. 3-17.).

Inny przypadek oksydacyjnego rozszczepiania wigzania C-P na drodze oksydacji kwasu 1-
amino-1-(3,4-dihydroksyfenylo)metylofosfonowego za pomocg NalO,4 opisali Drag i Kafarski
[Drag i w-cy, 2004] ¥%! (Sch. 3-18.).

0o
(e} O -
n,0 . 1n_o o/P\
HN\ P HN~H_P O-H
\ c
-H O-H
_Nalo, . + y
_—=> HN o)
¢ |
(@]
—_—
HO HO
(0] OH

Schemat 3-18. Rozszczepienie kwasu 1-amino-1-(3,4-dihydroksyfenylo)metylofosfonowego
dziataniem nadjodanu sodu3%!

Kontynuowane badania nad przebiegiem tej reakcji defosfonylacji AA® dziataniem wody
bromowej z wykorzystaniem uktadu dwufazowego (Rys. 3-33.) wykorzystywaty monitoring za

pomoca techniki 3*P NMR (3063081,
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R' 00~
1%

f produkty
HSN_CI;_p\ +Br, + HOBr —— ——> H;PO, + organiczne
R OH
AAP (1) A
Br, + H,0 HOBr + HBr
warstwa
wodna H
warstwa | Y
chloroformowa
Br, produkty
organiczne

Rysunek 3-33. Badania przebiegu reakcji defosfonylacji AAP dziataniem wody bromowej
z wykorzystaniem uktadu dwufazowego AAP-Brz-HZO-CHCI3

Badania wykazaty, ze:

e reakcja przebiega ilosciowo dla 1-AA” w roztworach buforowych (pH 4,0) (Rys. 3-33.);

e reakcja nie przebiega w roztworach silnie kwasnych (Rys. 3-34.);

e gléwnymi organicznymi produktami defosfonylacji 1-AA” sg zwigzki karbonylowe;

e reakcja z bromem nie zachodzi w przypadku kwaséw 1-(N-acyloamino)alkilo-fosfonowych;

e reakcja z kwasami w-aminoalkilofosfonowymi przebiega wg. innego mechanizmu.

Rysunek 3-34. Widma 1P NMR roztwordéw wodnych uktadu dwufazowego AAP-Br,-H,0-CHCls

[faza wodna: 5 M HCI; H,O, AcOK-AcOH]
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Rys. 3-33-1. Mala’
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Przebieg reakcji mozna byto Sledzi¢ wizualnie, podczas reakcji wydzielat sie bezbarwny gaz
(N;) i warstwa wodna byta bezbarwna w wyniku zuzywania ekstrahowanego z fazy
chloroformowej bromu. Pod koniec defosfonylacji AA” warstwa wodna ulegata szybkiemu
zabarwieniu na kolor brgzowy. Oznaczenie konsumpcji bromu wykazato na stechiometrie ok.

AA: Br, = 1:1 i wstepne zatozenie mechanizmu reakgji (Sch. 3-19.).

Qo 9.0
Br—P’ —> HO-P
: Roo ©
I
Qo B R-C-P
R-C-P — H~|+ 0 —s + +
H-N ~ Br
H 1
’ - R-c—-R R-~—R
H Br i —_— |C|3
AAP [Br-AAPXHBI] NH 0

Schemat 3-19. Postulowany mechanizm reakcji defosfonylacji AAP dziataniem wody
bromowej

3.3.2.2. REAKCJE AA” Z NADTLENKIEM WODORU

Prace nad selektywng oksydacjg kwaséw 1-aminotiaalkilofosfonowych — analogéw of S-
alkilofosfonocystein i S-alkilofosfonohomocystein, z wykorzystaniem uktadéw oksydacyjnych
bazujgcych na nadtlenku wodoru i SeO, [Drabowicz i w-cy, 1978, 1982][309'3101, w tym
AA"/H,0,/H,0/AcMe/DMSO i AAP/H,0,/H,0/AcMe/Se0, [Kudzin i w-cy, 19891%) 1994113,

2012[308]] przedstawiono na Schemacie 3-20. (reakcje: 1.1.i1.2.).

o)
1 Il
R—(IS;—[—SZ—];COZH + HO-P(OH),

[R=C,Hy]

o H,0, |1.2. TFAIDMSO
R-S ﬁ (I:J—P(OH)2 > + c P(OH)Z
- 0
2-" NH, 1. 200C

R- c/hcys[S(O)

1.1. AcOH

A

R-cysP (n=1);
R-hcysP (n=2)
13. TFA/SeO,
— &—P(oH
-20°C + + (O

R- c/hcys[S(O)z]

Schemat 3-20. Oksydacyjne konwersje kwasdw alkilo-3-tiopropylofosfonowych
[Kudzin i w-cy, 1989]"**!
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Podczas badan nad utlenieniem ,surfaktantowych” S-alkilofosfonohomocystein (R>CgH13],
zaobserwowano powstawanie kwasu dodecylo-3-sulfonylopropionowego (nadkwasu),
tworzacego sie w wyniku rozszczepienia wigzania C-P  wyjsciowego aminokwasu
fosfonowego. Reakcja ta stanowi pierwszy opisany przypadek chemicznego, oksydacyjnego
] [105]

rozszczepienia wigzania C-P w chemii kwaséw aminofosfonowych [Kudzin i w-cy, 1989

(Sch. 3-21.).

0
C,,H—S—C—C—-COH
12° 25 HZ HZ 2
OO @]
H Il ~H HZOZ/ACOH
C12H25—S-C-C—C—P\ o + H,PO,
H2 HZ ler o 100°C N
3 CleZE)—S—C—C—CO3H
h H H
O 2 2

Schemat 3-21. Rozszczepienie kwasu 1-amino-3-(dodecylotio)propanofosfonowego
dziataniem nadtlenku wodoru

Do badar stabilnosci AA” w roztworach nadtlenku wodoru wybrano:

e standardowy sktad aminokwasdw: GIyP, Ala®, Mala”, PegP;

e stosunek: AA*:H,0,=1:5;

e uktad roztwordw: 2 M KOH, 1 M bufor octanowy, 2 M HCI.

Stabilno$¢ roztworu aminokwasu dla uktadu AAP-H,0, oznaczano na podstawie widm 3p
NMR [z zastosowaniem kwasu metylofosfonowego (MPA) jako wzorca wewnetrznego].
Profile reakcji defosfonylacji AAP pod wptywem nadtlenku wodoru przedstawiono graficznie
na Rysunkach: 3-35. (AA"-H,0,-2 M KOH), 3-37. (AA"-H,0,-bufor), 3-39. (AAP-H,0,-2 M HCl).
Widma *'P NMR mieszanin reakcyjnych po 768 h (32 dni) ekspozycji przedstawiono na
Rysunkach: 3-36. (AA"-H,0,-2 M KOH), 3-38. (AA"-H,0,-1 M AcOK-AcOH), 3-40. (AA™-H,0,-2
M HCl).
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Rysunek 3-35. Profile reakcyjne mieszanin AA’(0,1 mmola)-H,0, (0,5 mmola)-H,0

(D20:10%)-2 M KOH
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Rys. 3-35.3. Mala"™H,0,-2 M KOH

Rys. 3-35.4. Pgly’-H,0,-2 M KOH

Przesuniecia chemiczne AA® w uktadzie AA™-H,0,-2 M KOH
8(*'P): Gly":19,0 ppm; Ala":22,1 ppm; Mala’:24,8 ppm; Pgly’:17,9 ppm
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Rysunek 3-36. Widma 3'p NMR mieszanin reakcyjnych AAP-H,0,-2 M KOH po 768 h (32dni)
ekspozycji (temp. 25°C)
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Rys. 3-36.1. Gly"-H,0,-2 M KOH (MPA: 20,2 ppm; Gly’: 19,0 ppm; NasPO4: 5,1 ppm)
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Rys. 3-36.2. Ala’-H,0,-2 M KOH (MPA: 20,1 ppm; Gly": 20,2 ppm; NasPOa: 5,1 ppm)
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Rys. 3-36.3. Mala"™H,0,-2 M KOH (Mala’: 24,8 ppm; MPA: 20,2 ppm; NasPO,: 5,1 ppm)
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Rys. 3-36.4. PegP—HZOZ—Z M KOH (MPA: 20,2 ppm; PegP: 17,8 ppm; NasPO4: 5,1 ppm)
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Rysunek 3-37. Profile reakcyjne roztworéw mieszanin AAP-H,0,-H,0-1 M AcOK-AcOH
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Rys. 3-37.1. Gly"-AA"-H,0,-H,0-AcOK-AcOH

Rys. 3-37.2. Ala’- AA™-H,0,-H,0-AcOK-Ac
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Rys. 3-37.3. Mala’- AA’-H,0,-H,0-AcOK-AcOH

Rys. 3-37.4. Pgly’- AA-H,0,-H,0-AcOK-AcOH

Przesuniecia chemiczne AA” w uktadzie AA®-H,0,-AcOK-AcOH
8(*'P): Gly™:10,0 ppm; Ala":13,4 ppm; Mala’:16,3 ppm; Pgly’:10,0 ppm
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Rysunek 3-38. Widma 1P NMR mieszanin reakcyjnych AAP-H,0,-H,0-1 M AcOK-AcOH po

768 h (32 dni) ekspozycji (temp. 25°C)
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30 20 10 [ppm]
Rys. 3-38.1. Gly"-H,0,-bufor (MPA: 24,2 ppm; Gly": 10,1 ppm; Na,HPO,: 0,68 ppm)
E ! /
] | L
| \s i :
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30 20 10 0 [ppm]

Rys. 3-38.2. Ala’-H,0,-bufor (MPA: 24,2 ppm; Ala’: 13,5 ppm; Na,HPO,: 0,67 ppm)
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Rys. 3-38.4. Pgly"-H,0,-bufor (MPA: 24,1 ppm; Pgly’: 10,1 ppm; Na,HPO,: 0,68 ppm)
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Rysunki 3-39. Wyniki analizy **P NMR mieszanin AA®-(0,1 mmola)-H,0, (0,5 mmola)- H,O
(D,0-10%)-2 M HCl w czasie ekspozycji
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20 20
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0 20 40 [d] 0 20 40 [d]
Rys. 3-39.1. Gly*-H,0,-2 M HCI Rys. 3-39.2. Ala*-H,0,-2 M HCl
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0 20 40 [d] 0 20 40 [d]
Rys. 3-39.3. Mala’-H,0,-2 M HCI Rys. 3-39.4. Pgly"-H,0,-2 M HCl

Przesuniecia chemiczne AA” w ukfadzie AA®-H,0,-2M HCl
8(*'P): Gly":14,4 ppm; Ala":17,2 ppm; Mala’:19,6 ppm; Pgly”:12,7 ppm
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Rysunek 3-40. Widma 3'p NMR mieszanin reakcyjnych AAP-H,0,-2 M HCl po 768 h (32 dni)
ekspozycji (temp. 25°C)
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Rys. 3-40.2. Ala’-H,0,-2 M HCI (MPA: 24,2 ppm; Ala’: 13,5 ppm; H3PO4: -0,5 ppm)
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Rys. 3-40.3. Mala"™-H,0,-2 M HCI (MPA: 24,2 ppm; Mala’: 16,3 ppm; H3PO4: -0,5 ppm)
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Rys. 3-40.4. Pgly"-H,0,-2 M HCl (MPA: 31,1 ppm; Pgly’: 10,1 ppm; H3PO4: -0,5 ppm)

Dla celéw porédwnawczych wykonano badania stabilnosci miana H,O0, w bazowych
roztworach: wodne roztwory 2 M HCI-H,0;, 2 M KOH-H,0, i 1 M AcOK-AcOH-H,0,.
Profile stabilnosci roztworu nadtlenku wodoru w wodnych roztworach 2 M HCI, 2 M KOH i

1M AcOK-AcOH przedstawiono na Rysunku 3-41.
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Rysunek 3-41. Profile stabilnosci miana roztworu nadtlenku wodoru (%) w wodnych
roztworach 2 M HCI, 2 M KOH i1 M AcOK-AcOH podczas ekspozycji w czasie (h)
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Stezenia nadtlenku wodoru wyznaczano na drodze oksydo-redukcyjnego miareczkowania
dziataniem mianowanego roztworu KMnO,.

Dane doswiadczalne wskazujg na szybki spadek miana H,0, w 2M HCI (6% poczatkowej ilosci
po tygodniu ekspozycji). Tym nalezy ttumaczy¢ stabilno$¢ roztworéw AA” w 2 M HCI-H,0,.

Z przedstawionych danych wynika:

e AAP-H,0,-2 M HCl - praktycznie brak zmiany AA” w czasie ekspozycji do 768 h (32 dni);

e AAP-H,0,-2 M KOH - spadek stezenia AA® o okoto 5-10% w czasie do 768 h (32 dni);

e AAP-H,0,-1 M AcOK-AcOH - spadek stezenia AA” o okoto 20% w czasie do 768 h (32 dni).
Analiza widm 3P NMR mieszanin reakcyjnych AA” - H,0, wskazuje jedynie obecnos¢
wyjéciowego AA’ i HsPO, co dowodzi o powolnym tworzeniu zwiazkéw przejéciowych AA-

H,0, i bardzo szybkim ich rozpadzie do kwasu fosforowego (fosforanu).

Poréwnywalne szybkosci rozszczepiania wigzania P-C w aminokwasach z | rzedowym
atomem C, (Gly"), Il-rzedowym [Ala” i Pgly’(mozliwoséé stabilizacji wolnego rodnika w
pierscieniu fenylowym)], jak i lll rzedowym (Malap; brak wigzania C,-H) wyklucza przebieg
reakcji AA” z H,0, wg. mechanizmu przedstawionego na Schemacie 3-22. Bardziej
prawdopodobny jest mechanizm, w ktérym atak nadtlenku wodoru (HO-OH, HO-O', HO;,
etc.) zachodzi na grupe aminowa lub fosfonowg przedstawiony na Schemacie 3-23.

Co prawda, nie opracowano jak dotgd metody identyfikacji produktéw organicznych rozpadu

C-H kwaséw badanych AA® (Gly’, Ala®, Pgly’, Mala®), nie mniej wyizolowano wczeséniej z
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mieszaniny AcOH-H,0, kwas dodecylo-3-sulfonylopropionowy (Sch. 3-21), produkt

utlenienia przejsciowego aldehydu.

o
/,
H O HO. 9 OHO R—C,
H,N=C—P(OH), ——> HN=-C--P(OH), — H,N=C—P(OH), — NH,
R R R +

(I).
H,N—=C=P(OH),
R
Schemat 3-22. Hipotetyczny mechanizm degradacji AAP dziataniem H,0, przy zatozeniu
wolnorodnikowego ataku (HO-OH, HO-O', HO,, etc.) na C,-H

e H Q
AN =GR OR o ATNTeTTo . T
R O H RO _
?.0H OH
HO H,0, ?_T‘O' o—;'al;o-
H-N=CH  — |,
A H=N~cH
H R 1
'T' I (')r' Il "R
HAN-CP=0 —— nyCpo
R O H R OH
i R
o —POH), o —P(OH), 9 on
7o
+ - + - H-N<H
HO R
R-CO,H/R-CO_H =H
R

Schemat 3-23. Hipotetyczny mechanizm degradacji AA” dziataniem H,0, przy zatozeniu
wolnorodnikowego ataku (HO-OH, HO-O', HO, etc.) na P-OH i/lub grupe aminowg

Badania nad przebiegiem stabilnosci kwaséw aminoalkilofosfonowych na ekspozycje H,0,
zaprezentowano na sesji posterowej konferencji:

Kudzin, M.H.; Kudzin, Z.H.; Urbaniak, P.; Drabowicz, J.: Reaction of 1-Aminoalkyl-
phosphonic Acids with Hydrogen Peroxide. Oxidative Dephosphonylation. XV International
Symposium Advances in the Chemistry of Heteroorganic Compounds. P-036, CBMM PAN,
£6dz,2012.11.16.5%
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3.4. BADANIA BIOLOGICZNE AMINOKWASOW FOSFONOWYCH
3.4.1. AKTYWNOSC BAKTERIOBOJCZA - POJECIA PODSTAWOWE

Odpornos¢ na dziatanie okreslonego leku jest najwazniejszym etapem diagnostyki
mikrobiologicznej zakazen bakteryjnych. Ponizej zostaty zamieszczone podstawowe definicje

termindw powszechnie stosowanych w mikrobiologii i farmakologii z zakresu lekowrazliwosci

., [311, 312
drobnoustrojow [ ].

Antybiotyki (z greki anti — przeciw, bios — zycie) — naturalne wtérne produkty metabolizmu
drobnoustrojow, ktére dziatajgc wybiorczo w niskich stezeniach wptywajg na struktury
komdrkowe lub procesy metaboliczne innych drobnoustrojéw hamujgc ich wzrost i podziaty.
Antybiotyki mogg by¢ pochodzenia naturalnego (wytworzone przez mikroorganizmy:
bakterie, grzyby) lub uzyskane na drodze pétsyntetycznej lub syntetyczne;.

Odkrycie pierwszego antybiotyku (penicyliny) zostato dokonane w 1928 roku przez
Alexandra Fleminga, ktéry zauwazyt, ze przypadkowe zanieczyszczenie podtoza plesnia

Penicillium notatum powstrzymuje wzrost kultur bakterii (Rys. 3-42.; Tab. 3-35.).

Penicillium
coloay

Staphyllocci
mljct-,;u;ng lysas

Normal
staphylococcal
colony

Rysunek 3-42. Fotografia z eksperymentu Fleminga

[Photograph of a culture-plate showing the dissolution of staphylococcal colonies in the neighbourhood of a
penicillium colony; Fleming, A. On the antibacterial action of cultures of a penicillium, with special reference to
their use in the isolation of b. influenzae. Brit. J. Exp. Path. 1929,10, 226-236][313]

Tabela 3-35: Table lll. Inhibitory Power of Penicillin on Different Bacteria

Bacteria Dilution of penicillin in broth
1/ 1/ 1/ 1/ 1/ 1/
1/5 1 1/10 | 1/20 | 1/40 | 155 | 200 | 400 | 800 | 1600 | 3200 | CONEr!
Staphylococcus 0 0 0 0 0 0 0 + " " "
aureus
Pneumococcus 0 0 0 0 0 0 0 0 ¥ ¥ ¥

"The inhibitory power can be accurately titrated by making serial dilution of penicillin in fresh nutrient broth.”
Alexander Flemming, On the antibacterial action of cultures of a penicillium, with special reference to their use
in the isolation of b. influenzae Brit. J. Exp. Path. 1929,10, 226-236.][311]
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Antybiotyk bakteriostatyczny - antybiotyk hamujgcy rozwdj mikroorganizméw. Leki o
dziataniu bakteriostatycznym wstrzymujg wzrost i namnazanie sie drobnoustrojéw, ale nie
zabijajg bezposrednio juz istniejgcych komodrek. Wiekszo$é antybiotykéw i chemio-
terapeutykéw wykazuje dziatanie bakteriostatyczne w mniejszych stezeniach, a bakterio-

bdjcze w wyzszych stezeniach.

Wzrost kolanii Kolonie baldaryi
bakteryinych w poiywee ' : HIONIE DERIEryInNe
» S—
Probdwki ze wigkszajgcym sig stezeniem inhibitora Brak wwrrostu
wyZrosly oraz identyczng iloscis mikroorganizmayy / MIC= 5 L/l
0.5 1 2 4 B 16 32
M Brak wezrostu po posiewie
Na POZywwoe
v MBC =16 pg/ml
MIC (ang. Minimal Inhibitory Concentration) MBC (ang. Minimal Bactericidal Concentration)
- minimalne stezenie hamujﬁ_{u:e - minitnalne stezenie bakteriobdjicze

Rysunek 3-43. Graficzne ilustracja wspotczynnikéw MIC oraz MBC

Chemiterapeutyk — substancja o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, uzyskana na drodze
syntezy chemicznej, nie posiadajgca wzorca naturalnego.

Antybiogram — wynik badania wrazliwos$ci danego drobnoustroju na dziatanie okreslonego
antybiotyku lub chemioterapeutyku.

MIC (ang. Minimal Inhibitory Concentration) - parametr wrazliwosci danego drobnoustroju
na dziatanie srodka bakteriobdjczego; minimalne stezenie hamujace, czyli najmniejsze
stezenie Srodka bakteriobdjczego (antybiotyku lub chemioterapeutyku), wyrazone w pg/ml

(mg/1), hamujace wzrost drobnoustrojéw [Andrews, 2001] 3141
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MICsp, MICgo (ng/ml) - stezenia antybiotyku hamujgce wzrost odpowiednio: 50% (MICsg),
90% (MICqyp) testowanej populacji bakterii.

MBC/MLC (ang. Minimal Bactericidal Concentration / Minimal Lethal Concentration) (ug/ml)
najmniejsze stezenie bakteriobdjcze (potrzebne do zabicia bakterii) (zwykle 4-5 x MIC = MBC)
(Rys. 3-43.).

CFU (ang. Colony Forming Unit) czyli jednostka tworzqgca kolonie - jednostka okreslajaca ilos¢
mikroorganizméw w materiale badanym przy zastosowaniu metody réwnomiernego
posiewu na/w pozywce, tak aby w idealnym przypadku wszystkie mikroorganizmy lezaty
samotnie i w oddaleniu od siebie, tworzgc poprzez rozmnazanie kazdorazowo jedng kolonie
(Rys. 3-44.). CFU oznacza ilo$¢ pojedynczych komodrek, z ktédrych w wyniku podziatéw

powstang kolonie komérek i wyrazane sg CFU/ml lub CFU/g.

Rysunek 3-44. Sposoby wyznaczania CFU

x1 x10 x100

Roztwér bakterii o nieznanym stezeniu jest zwykle
seryjnie rozcienczany do uzyskania policzalnej ilosci
bakterii (x10 krotne rozcienczenie).

Tradycyjna droga do oszacowania CFU z licznikiem
»kliknie¢” i pisakiem. Gdy kolonie sg zbyt liczne,
czesto oblicza sie kolonie tylko na fragmencie szalki.

File:Serial dilution and plating of bacteria.jpg Source:
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=File:Serial_dilution_and_plating_of_bacteria.jpg
License: Creative Commons **!

Attribution-Sharealike 3.0 Contributors: User:Qgeissmann

File:Manual CFU counting.jpg Source:
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=File:Manual_CFU_counting.jpg License:
Creative Commons Attribution-Sharealike 3.0 Contributors: ™!

User:Qgeissmann

Skala McFarlanda - popularna metoda szacowania stezenia drobnoustrojéw, wzrokowe

[317]. Wzorzec

poréwnanie zawiesin organizmow z wzorcem metnosci [McFarland, 1907]
McFarlanda przygotowuje sie przez dodanie chlorku baru do wodnego roztworu kwasu
siarkowego. Gestos¢ powstatego osadu siarczanu baru moze postuzy¢ do oszacowania liczby
kolonii w przygotowanej zawiesinie; tzn. 1 w skali McFarlanda jest odpowiednikiem w

przyblizeniu 3 x 10® CFU/ml (Tab. 3-36.; Rys. 3-45.).
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Tabela 3-36. Skala nefelometrycznych wzorcéow McFarlanda

[317]

. Wzorce McFarland’ [Nr]
Sktadniki/charakterystyka 05 1 > 3 2
1% BaCl, (ml) 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4
1% H,S0, (ml) 9,95 9,9 9,8 9,7 9,6
Gesu(’ii fgsrT‘c"Frj}(n?I?kter' 1,5 3,0 6,0 9,0 12,0
Transmisja przy 600 nm 74,3 55,6 35,6 26,4 21,5
Absorbancja przy 600 nm 0,08 do 0,1 0,257 0,451 0,582 0,669

Rysunek 3-45. Wzorce nefelometryczne McFarland’a: Nr.0,5, 1 2.

McFarland standards.JPG

http://en.wikipedia.org/w/index.php ?title= File:McFarland_standards. JPG

Creative Commons Attribution 3.0 Contributors: User:Akaniji ®**

Do pomiaru stezenia uzywa sie takze innych wzorcéw, w tym zawiesin dwutlenku tytanu
[Roessler & Brewer, 1967][318] oraz czasteczek kauczuku [Pugh&Heller, 1957] 3191
Instrumentalny pomiar metnosci opiera sie na zdolnosci czgsteczek w zawiesinie do
rozpraszania Swiatta. Pomiar rozproszonego $wiatta nazywany jest nefelometrig [Mallette,

1969]13%,

3.4.1.1. METODY OKRESLANIA AKTYWNOSCI BAKTERIOBOJCZE)

Metody okreslania wrazliwosci danego drobnoustroju na dziatanie srodka bakteriobdjczego:
e metoda dyfuzyjno-krazkowa;
e metody rozcienczeniowe;

e E-test.

Metoda dyfuzyjno-krgzkowa (metoda Kirby-Bauera) — najczesciej uzywana metoda

testowania lekoopornosci [Bauer i w-cy, 1996][322] (Rys. 3-46.), oparta jest na dyfuzji
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antybiotyku zawartego w krazku do podtoza. Antybiotyk dyfunduje promieniscie, tworzac
gradient stezen. Najwieksza jego koncentracja wystepuje przy brzegach krazka i spada wraz z
odlegtoscia od krazka. Wielkos¢ strefy zahamowania wzrostu bakterii jest wprost
proporcjonalna do stopnia wrazliwosci bakterii na antybiotyk - im wieksza jest strefa
zahamowania, tym bakteria jest bardziej wrazliwa. W zaleznosci od wielkosci strefy, bakterie
okresla sie jako: wrazliwe, srednio wrazliwe lub oporne na podstawie przyjetych standardéw
(rekomendacje). Jest to metoda dobrze wystandaryzowana, powtarzalna, relatywnie tania.

Ograniczenia: niektdre antybiotyki stabo dyfundujg w agarze, rdzinica w strefach
zahamowania dla bakterii wrazliwych i opornych jest niewielka, co moze prowadzi¢ do

nieprawidtowego okreslenia lekoopornosci (glikopeptydy, polimyksyna B).

Rysunek 3-46. Metoda dyfuzyjno-kragzkowa - krazki Kirby-Bauera

Badanie wrazliwosci bakterii (Staphylococcus ureus) na antybiotyk

Bacterial lawn 01.jpg Staphylococcus aureus (AB test). jpg
http://pl.wikipedia.org/w/index.php?®*? http://en.wikipedia.org/w/index.php
MarcoTolo at en.wikipedia Public Domain Contributors: CDC /Provider: Don Stalons

?[324]

Bauer, R.W.; Kirby, M.D.K.; Sherris, J.C.; Turck, M. Antibiotic susceptibility testing by standard single disc
diffusion method. Amer. J. Clin. Pathol. 1966, 45: 493-496.°%”

Metody rozciericzeniowe pozwalajg na okreslenie minimalnego stezenia antybiotyku (MIC)
hamujgcego wzrost bakterii. Seryjne rozcienczenia antybiotyku przygotowuje sie w podtozu
ptynnym lub podtozu agarowym, do ktdrych dodaje sie odpowiednie inoculum i inkubuje.

Metoda seryjnych rozcienczen na podfozu ptynnym polega na przygotowaniu serii probéwek
z ptynnym podfozem wzrostowym dla bakterii. Do probdwek dodaje sie badanego srodka
bakteriobdjczego w odpowiednich, malejacych stezeniach. Do kazdej probdéwki dodaje sie
taka samg ilos¢ zawiesiny danego drobnoustroju z hodowli. Po 16-18 godzinnej inkubacji w
temperaturze 35 °C sprawdza sie, w ktérych probdwkach rozwinety sie hodowle (obserwuje
sie zmetnienie w probdéwkach). W probdéwkach, w ktérych stezenie leku byto mniejsze od
wartosci MIC obserwuje sie zmetnienie (wzrost bakterii) (Rys. 3-45.). Najnizsze stezenie

antybiotyku, przy ktdrym nie rozwijajg sie mikroorganizmy wyznacza wartos¢ MIC.
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Metoda seryjnych rozciericzeri na podtozu statym (z agarem) polega na przygotowaniu serii
ptytek ze statym podtozem wzrostowym, z dodatkiem badanego antybiotyku, w malejgcych
stezeniach. Na ptytki posiewa sie bakterie z hodowli i po inkubacji obserwuje wzrost kolonii
bakteryjnych. Wzrost na ptytce wiecej niz jednej kolonii bakteryjnej $wiadczy o tym, ze
stezenie antybiotyku w tej ptytce byto mniejsze od MIC. Najnizsze stezenie antybiotyku, przy

ktérym nie rozwija sie wiecej niz jedna kolonia, wyznacza wartos¢ MIC.

Rysunek 3-47. Metoda seryjnych rozcienczen na podtozu ptynnym

Czynnik antybakteryiny
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Majimnigjsze stezenie
hamujgce wzrost
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Wyznaczenie MIC w 96—do’rkowej p’fytce

. . s MIC microbroth dilution.jpg
Wyznaczenie MIC w serii probéwek http://pl.wikipedia.org/w/index php? *2

MIC_microbroth_dilution.jpg
Creative Commons Attribution 3.0 Autorzy: Microrao

E-test (Etest, Epsilometer test) - gradientowo-dyfuzyjna metoda stuzgca do ustalenia
najmniejszego stezenia antybiotyku hamujgcego wzrost drobnoustroju ktdra tgczy dyfuzje
antybiotyku w agarze i ilosciowe okreslenie stezenia hamujgcego MIC. Etest’ zostat
wprowadzony do handlu w 1991 r. przez AB Biodisk #*. Metoda ta polega na natozeniu

waskiego plastikowego paska nasgczonego antybiotykiem o stezeniu wzrastajgcym wzdtuz
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paska, na wysiane bakterie, inkubacje w odpowiednich warunkach oraz odczytanie wyniku

po okoto jednej dobie (Rys. 3-48.). Dzieki opisanej technice mozliwe jest doktadne ustalenie

stopnia opornosci na dany lek i podawanie pacjentowi optymalnych dawek.

Rysunek 3-48. Zasada dziatania E-testu
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Rys. 3-48.1. Pasek nasgczony antybiotykiem. Ponizej antybiogramy z paskami E-test oraz

poréwnanie

v g1

Rys. 3-46.2. E-test dia Neisseria
gonorrhoeae (dwoinka rzezgczki)
Wyznaczenie MIC:

strefa inhibicji przecina pasek Etest®

Rys. 3-46.3. Ptytka z typowymi

strefami inhibicji antybiogramdw:

dla tradycyjnego dysku Kirby-
Bauer’a i gradientowego paska
Etest.

Wyznaczenie MIC:

E-test: strefa inhibicji przecina
pasek Etest® (&).

Test Kirby-Bauer’a: Srednica
okregu inhibicji (<).

Rys. 3-46.4. Zabarwiona ptytka
wzrostowa Pseudomonas
(pateczka ropy btekitnej)

z dyskami Kirby-Bauer’a i
gradientowym paskiem Etest.
Bakteria uwalnia zielony pigment
do medium.

Antybiogram wskazuje na
opornos¢ szczepu na stosowane
antybiotyki.

Grafika:E-test Ngono.jpg [327]
http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Plik:E-
test_Ngono.jpg

Licencja: GNU Free Documentation License Autorzy: A doubt,

Louve.pl, Philippinjl

Spilatro, S.R. spilatrs@marietta.edu. [328]

Poréwnania metod oznaczania MIC dokonano w szeregu prac ostatnich dwdch dekad [Joyce i

w-cy, 1992 %L NccLs, 1997 239 Kelly i w-cy, 1999 B34 Mc Gowan&Wise, 2001 *32).
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3.4.2. BADANIA BIOLOGICZNE AMINOKWASOW FOSFONOWYCH

Wysoka aktywnosc¢ inhibicyjna kwasdw 1-aminoalkilofosfonowych w stosunku do enzyméw
szlakéw metabolicznych aminokwaséw naturalnych (Tab. 2-5.) kontrastuje z niska
aktywnoscig antybakteryjng tych zwigzkéw. Efekt ten wigzano z niskg zdolnoscig
penetracyjng AAP, ktére w warunkach fizjologicznych wystepuja w formie dianionowe;j.

Badania grupy Atherthona [Hoffmann La Roche (UK)]'” dotyczace antybiotycznych
wiasciwosci AlaAla® i innych mieszanych fosfonopeptydéw (Tab.: 3-37., 3-38.) wykazaly, iz
istotnym etapem warunkujgcym aktywnosc tych zwigzkdw jest transport aktywny peptydu

przez Scianke komorkowaq bakterii (Rys. 3-49.).

@fep auusmossmn ot

}um \MA peptido -
\ glycan
NAMA mm
Aav N\
D-m h * u ‘u = -“'\-
A
’ [PEN/| .

|
Y UDP-NAMA I@'
|
Dep i
2.|pepiidase UDP-NAMA  Ala D-Ala '
Ala Als D-Ala '
Glu i
Dap '@ '
UDP-NAMA D-Als ¢ - ----==~ -
Ala /./'
“S‘- L- Als 3. racemase
s o —— )
\ UOP-NAMA
S (M)

Rysunek 3-49. Mechanizm dziatania Ala-Ala” wg. Allena

Symbole: Ala-Ala"™- alafosfina; DCS - D-cykloseryna; PEN - penicylina; NAGA, N-acetylo-glukozamina;
M - metabolit M Ala".

[Allen, J.G.; Atherton, F.R.; Hall, M.J.; Hassall, C.H.; Holmes, S.W.; Lambert, R.W.; Nisbet, L.J.; Ringrose, P.S.
Phosphonopeptides, a New class of synthetic antibacterial agents. Nature 272 (1978) 56-58] (66}
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Przetransportowany do wnetrza komoérki bakteryjnej peptyd ulega hydrolizie uwalniajgc
kwas 1-aminoalkilofosfonowy [w przypadku fosfonoalaniny (Ala-Ala’)], wptywajacy na

metabolizm komoérki bakteryjnej.

Tabela 3-37. Antybakteryjne spektrum in vitro Ala-Ala”

IDso (bulion) MIC (agar)
Bakteria* [ugml™] [ugml™]
Ala-Ala” Ala-Ala” | Penicilin G Ampicillin
Escherichia coli E 73 0,05 0,06 16 2
Escherichia coli E 30 0,10 0,06 > 256 > 256
Klebsiella aerogenes K5 0,5 0,5 32 32
Streptococcus faecalis S98 1,0 > 256 0,25 > 256
Micrococcus NCTC 7526 1,0 2 <0,12 <0,12
Enterobacter E98 1,3 4 > 256 > 256
Serralia marcescens S42 1,4 4 64 8
Serralia albus S228 1,6 4 <0,12 <0,12
Salmonella lyphimurium S394 1,7 8 4 0,5
Citrobacter C4 2,4 2 16 4
Staphylococcus aureu Schoch S13 3,4 8 <0,12 <0,12
Providence P131 2,6 4 16 32
Shigella flexneri S466 ND 0,25 8 1
Haemophilus influenzae H34A ND 16 0,5 0,4
Neisseria gonorheaeN3 ND 16 <0,12 <0,12
Bacillus subtilis B8 140 16 <0,12 <0,12
Proteus mirabilis P92 11 > 256 4 2
Pseudomonas aeruginosa NC1B 8295 26 > 256 > 256 > 256
Streptococcus pyogenes ND 756 <012 <012

IDsg 0znaczano metodg rozcieniczania w bulionie: W przyblizeniu 10° komérek byto zaszczepionych do
aminokwasowego medium (5 ml) zawierajgcego kolejne dwukrotne rozciericzenia Ala-Ala” i inkubowano przez
18h w 37° C;

MICs oznaczano metodg rozciefczania w agarze: w przyblizeniu 10"  komérek byto zaszczepionych
powierzchniowo do aminokwasowego medium zawierajgcego kolejne dwukrotne rozcienczenia Ala-Ala” i
inkubowano przez 18h w 37° C;

MIC — minimalne stezenie inhibicyjne (inhibicja > 99.9% inoculum);

IDso— stezenie zwigzku ktore inhibituje 50% wzrostu bakterii w stosunku do wzrostu w prébie kontrolnej;

ND — nie oznaczano (Not Determined)

[Allen, J.G.; Atherton, F.R.; Hall, M.J.; Hassall, C.H.; Holmes, S.W.; Lambert, R.W.; Nisbet, L.J.; Ringrose, P.S.
Phosphonopeptides, a New class of synthetic antibacterial agents. Nature 1978, 272, 56-58 [66]]
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Tabela 3-38. Wptyw stereochemii mieszanych fosfonopeptydéw (Ala),-Ala’ na aktywnosé¢
antybakteryjna (MICso [ugml™])

(Ala).-Ala" Ala-Ala” (Ala),-Ala” (Ala)s-Ala” (Ala),-Ala”

(konfiguracja)
Vs. LL LLL DLL LLD LLLL DLLL | LLLD | DLLD DLLLL
bakteria

Escherichia coli

> > > >
NCTC 10418 0,25 0,25 2256 | 2256 0,1 4 2256 | 2256 4

Klebsiella

0,25 0,12 2256 2256 0,5 32 2256 | 2256 16
aerogenes K5

Staphylococcus
aureus NC1B 16 32 2256 2256 128 2256 2256 2256 2256
8625

Streptococcus

2 12 2 2 2 2 4 >)
faecalis S98 0,06 8 3 0,25 3 3 6 56

Haemophilus
influenzae NCTC 16 0,01 128 128 0,01 64 32 64 0,5
4560

Dla (Ala).-Ala” o konfiguracji: LDL, DLD, LDD, DDLL - MICsy 2256 pg/ml.

[Allen, J.G.; Atherton, F.R.; Hall, M.J.; Hassall, C.H.; Holmes, S.W.; Lambert, R.W.; Nisbet, L.J.; Ringrose, P.S.
Phosphonopeptides, a New class of synthetic antibacterial agents. Nature 1978, 272, 56-58 [66]]

3.4.3. BADANIA WLASNE NAD BAKTERIOBOJCZYMI WEASNOSCIAMI
AMINOKWASOW FOSFONOWYCH

Poniewaz, w naszym zespole opracowano wczesniej metody tatwych konwersji kwasow 1-
aminoalkilofosfonowych do ich N-acylopochodnych (Sch. 3-24.), podjeto badania nad

okresleniem aktywnosci antybakteryjnej tych zwigzkow.

o)
L H Il
——— R—(:—H—(I:—P(OH)2
R
H I
H2N—C|:—P(OH)2 —
R
0
I H I M H Il
——— CICHz—C—H—(IZ—P(OH)Z —_— Y—CHZ—C—H—Cli—P(OH)Z
R 2 R

Schemat 3-24. Konwersja kwasow 1-aminoalkilofosfonowych do odpowiadajgcych kwasow
1-(N-acyloamino)alkilofosfonowych i/lub mieszanych di peptydéw

Wyniki badan nad inhibicjg wzrostu komadrek Staphylococcus aureus i Escherichia coli (Rys. 3-

51) dziataniem kwaséw 1-(N-acyloamino)alkilofosfonowych i mieszanych dipeptydéw
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zestawiono w Tabelach: 3-39., 3-40., 3-41. oraz przedstawiono graficznie na Rysunkach: 3-

52., 3-53.

Rysunek 3-51. Zdjecie wykonane przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego
komorek: Staphylococcus aureus i Escherichia coli
e L S A .7 7

. “-"
Va SpofMagn 'Det wodr‘ﬂﬂ. e . EFE669 1 .56 KV
BI0K1.0 20000x¢SE. (B3 » £ = . D
s h 0N 2 < 4 y
Staphylococcus aureus Escherichia coli
Staphylococcus_aureus_VISA_2.jpg EscherichiaColi NIAID.jpg
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=File:Staphylococcus_aureus_VISA_2.jpg 13331 http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=File:EscherichiaColi_NIAID.jpg 13341

Public Domain Contributors: Content Public domain Contributors: Credit: Rocky Mountain Laboratories, NIAID, NIH
CDC/ Matthew J. Arduino, DRPH Photo Credit: Janice Haney Car

Tabela 3-39. Wyniki badan po zastosowaniu metody krgzkowo - dyfuzyjnej

Badany zwigzek Stezenie Wielkos¢ strefy zahamowania wzrostu
¢ [mm]
Masa Staphylococcus Escherichia

Struktura [ug/ml] | [umol/ml]
Molowa aureus coli
Gly-Gly® 168,1 30,6 0,182 brak brak
Me-Gly-Gly” (xH,0) 200,2 53,9 0,269 brak brak
Me,-Gly-Gly® (x2H,0) 230,2 53,9 0,234 brak brak
Gly-Ala® (xH,0) 200,1 53,9 0,27 brak brak
Me-Gly-Ala” (xH,0) 214,1 53,9 0,252 brak brak
Gly-Pgly” (xH,0) 262,2 54,0 0,206 brak brak
H,N-Gly-Val® (xH,0) 245,2 53,9 0,22 brak brak
Ac-Met? 227,2 54,0 0,238 brak brak
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Tabela 3-40. Zestawienie wynikédw badan zdolnosci antybakteryjnych 1-(N-acyloamino)
-alkilofosfonowych, uzyskanych w wyniku pomiaru metnosci zawiesiny bakteryjnej

Badany zwigzek Stezenie zwigzku Stap :L/ ic;fgccus ESChCeor;iChla
Gestosc zawiesiny bakteryjnej w skali Mc Farlanda
Masa [umol .
Struktura [ug /ml] w czasie odczytu
Mol. /ml]
"o" 5h 24 h "o" 5h 24 h
Ac—-Gly" 153,1 2,13 0,014 0,4 1,0 4,0 0,4 3,9 5,6
Ac—Ala® 167,1 2,66 0,016 0,5 0,9 5,6 0,5 0,8 4,0
Ac—Hal’ 181,1 3,02 0,017 0,5 0,8 3,5 0,4 3,7 6,5
Ac—Nval® 195,2 2,76 0,014 0,5 0,8 5,0 0,5 4,6 57
> 2,20 0,011 0,5 1,3 5,3 0,5 4,7 5,6
Ac—Val 195,2
2,20 0,011 0,5 1,2 5,7 0,4 4,6 5,6
Ac—-Met? 227,2 2,14 0,0091 | 0,5 1,3 5,6 0,5 5,0 5,9
Ac-Pgly® 229,2 2,06 0,0089 | 0,5 1,2 7,6 0,5 5,2 6,1
Ac—Phe” 243,2 2,12 0,0087 | 0,4 0,8 5,3 0,4 4,8 5,9
i L 0,0 0,0 0,5 0,7 5,5 0,5 5,6 53
préba odniesienia
dodatek H,0

Rysunek 3-52. Charakterystyka zdolnosci antybakteryjnych 1-(N-acyloamino) alkilofos-
fonowych, uzyskanych w wyniku pomiaru metnosci zawiesiny bakteryjnej (skala McFarlanda)

McF
8 = Ac—GlyP
== Ac—AlaP
6
=== Ac—HalP
== Ac—NvalP
4
=== Ac—ValP
2 === Ac—MetP
Ac—PglyP
0

(h]

Rys. 3-52.1. Staphylococcus aureus

McF 8
—o— Ac-GlyP
/ == Ac—AlaP
6 -
== Ac—HalP
=== Ac—NvalP
4 .
=== Ac—ValP
=== Ac—MetP
2 -
Ac—PglyP
Ac—PheP
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25
[h]
Rys. 3-52.2. Escherichia coli
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Tabela 3-41. Zestawienie wynikdw badan, zdolnosci antybakteryjnych fosfonodipeptydéw,
uzyskanych w wyniku pomiaru metnosci zawiesiny bakteryjnej

Badany zwigzek Stezenie zwigzku Staphylococcus Escher/.c hia
aureus coli
Struktura Gestosc zawiesiny bakteryjnej w skali
Masa .
Mol g /ml] | [umol/ml] Mc Farlanda w czasie odczytu
' "o" 5h 24 h "o" 5h 24 h
GIy-GIyP 168,1 3,05 0,018 0,4 1,1 6,9 0,5 2,1 5,0

Gly-Ala® (xH,0) 200,1 | 539 | 0027 |04 | 1,0 7,1 0,5 0,6 2,0

Gly-Pgly’(xH,0) | 2622 | 540 | 0021 |04 | 09 5,4 0,4 4,9 6,0
Me-Gly-Gly* (xH,0) | 200.2 | 539 | 0027 04| 1,1 6,3 0,5 4,8 6,0
P
Me,-Gly-Gly 2302 | 539 | 0023 |04 | 11 7,0 0,5 5,5 6,4
(szzo) ’ 7 7 ? 7 7 7
Me-Gly-Ala” (xH,0) | 2141 | 539 | 0,025 |05 | 1,2 6,9 0,5 5,1 4,6
P
HN-Gly-Val 2452 | 539 | 0022 | 04| 05 0,4 0,4 24 | 46
(XHZO) ’ 7 7 ’ 7 7 7
0,0 00 |05 07 5,5 0,5 5,6 5,3

préba odniesienia

dodatek H,0

Rysunek 3-53. Charakterystyka zdolnosci antybakteryjnych N-Fosfonopeptyddéw, uzyskanych
w wyniku pomiaru metnosci zawiesiny bakteryjnej (skala McFarlanda)

McF McF
8 8
== Gly-GlyP == Gly-GlyP
M
i ==l=Gly-AlaP
y == Gly-AlaP
6 6
Gly-PglyP
Gly-PglyP
= V] e-Gly-
GlyP
4 1 e Me2-Gly- 4 Me-Gly-
GlyP GlyP
Me-Gly- =i Me2-Gly-
AlaP Glyp
2 H2N-Gly- 2
ValP Me-Gly-
amgpproba AlaP
L odniesienia
0 ! T T T T 1 O HZN-Gly-
0 5 10 15 20 25 valp
[h] [h]
Rys. 3-53.1. Staphylococcus aureus Rys. 3-53.2. Escherichia coli

Badania opisane powyzej zostaly wykonane w celu potwierdzenia lub wykluczenia
bioaktywnych witasciwosci testowanych zwigzkéw - cech biobdjczych i biostatycznych

(zahamowania wzrostu namnazania komérek bakteryjnych).
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Wyniki zawarte w Tabeli 3-41. wskazujg, Ze najwyzszg aktywnos¢ szczegdlnie wobec bakterii
Staphylococcus aureus (w poréwnaniu ze wzrostem tej samej bakterii w prébie odniesienia),
wykazuje zwigzek H,N-Gly-Val® (o stezeniu: 5,39 pg/ml; 0,022 pmol/ml). Po 5-godzinnym
oraz 24—-godzinnym kontakcie peptydu HzN—GIy—VaIP z zawiesing szczepu Staphylococcus
aureus nie wystepowato namnazanie komaorek bakteryjnych, warto$é metnosci pozostata na
tym samym poziomie jak na poczatku doswiadczenia, co mogtoby wskazywac¢ nawet na
wtasciwosci biobdjcze tego zwigzku.

Zwigzek GIy—AIaP (o stezeniu: 5,39 pg/ml; 0,027 umol/ml) wykazat, najwiekszy wptyw na
uzyty do testu szczep bakterii Gram (-) Escherichia coli, zahamowat namnazanie bakterii o
ponad 50% w stosunku do zmierzonej metnosci w prébie odniesienia, co mozna uzna¢ za
dziatanie bakteriostatyczne wobec tego szczepu bakterii.

Kwasy 1-(N-acetyloamino)alkilofosfonowe: Ac—Ala", Ac—Gly’, Ac-Hal®, wptynety takze w
niewielkim stopniu na zahamowanie wzrostu bakterii Escherichia coli (Ac—AIaP) i
Staphylococcus aureus (Ac—Gly’, Ac—Hal), jednak stezenia badanych zwiazkéw
(odpowiednio: 2,66; 2,13; 3,02 mg/l) byty prawie dwukrotnie mniejsze niz peptydéw AGV i
AG.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze pozostate przetestowane zwigzki wptywaty
stymulujgco na wzrost bakterii. Metno$¢ inkubowanych roztwordéw byta wyzsza niz w prébie
odniesienia.

Uzyskane wyniki sugerujg kontynuacje badan, w tym przeprowadzenie badan w kilku

powtdrzeniach i ze zwiekszonym stezeniem badanych peptydéw.

Badania aktywnosci biologicznej wyzej wymienionych zwigzkéw przeprowadzono a
nastepnie zaprezentowano na konferencji EPF 2011:

Kudzin M.H., Kudzin Z.H., Drabowicz J.: Derivatives of aminoalkylphosphonic acids and
glycylaminoalkylphosphonic acids as antibacterial additives in biopolymers. European

Polymer Congress EPF-2011; Grenada 2011.06.26. [335]
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4. CZESC EKSPERYMENTALNA

4.1. BADANIA SYNTETYCZNE
4.1.1. ROZTWORY | REAGENTY

Odczynniki:
Tabela 4-1. Odczynniki wykorzystane w czesci eksperymentalnej
Nr. Odczynniki Temperatura d Czyst.[%] | Firma
MW t.t. tw. [°C/ | [g/ml] |/
°cl mm Hg] Stez. M]
1. Aldehydy i ketony
1.1. Metanal (formalina —37% aq.) 30,0 1,09 37% Aldrich
1.2. Paraformaldehyd (30,0), | 175 95% Aldrich
1.3. Etanal 44,1 -125 21 0,785 99,5% Aldrich
1.4. Propanal 58,1 -81 46-50 0,805 97% Aldrich
1.5. Butanal 72,1 -96 75 0,80 98% Aldrich
1.6. Pentanal 86,1 -92 102-103 0,81 97% Aldrich
1.7. Ald. benzoesowy (benzaldehyd) 106,1 -26 178-179 | 1,044 98% Aldrich
1.8. 2-Metylobenzaldehyd 120,2 199-200 | 1,039 97% Aldrich
1.9. 3-Metylobenzaldehyd 120,2 80-82 1,019 97% Aldrich
/0,01
1.10. | 4-Metylobenzaldehyd 120,2 80-85 1,019 97% Aldrich
/0,01
1.11. | 2-Nitrobenzaldehyd 151,12 | 42-44 98% Aldrich
1.12. | 3- Nitrobenzaldehyd 151,12 | 53-58 99% Aldrich
1.13. | 4- Nitrobenzaldehyd 151,12 | 103- 98% Aldrich
106
1.14. | 2-Chlorobenzaldehyd 140,57 | 9-11 209-215 1,248 99% Aldrich
1.15. | 4- Bromobenzaldehyd 185,02 | 55-58 99% Aldrich
1.16. | 4- Nitrylobenzaldehyd 131,13 | 100- 133/12 95% Aldrich
102
1.17. | 2,4,5-Trimetylobenzaldehyd 148,2 10-12 | 237 1,006 98% Aldrich
(Aldehyd mesytylowy)
1.18. | Ald. 1-naftoesowy (1-naftalaldehyd) 156,18 | 1-2 160- 1,15 95% Aldrich
161/15
1.19. | Ald. 2-naftoesowy (2-naftalaldehyd) 156,18 | 58-61 98% Aldrich
1.20. | Aceton 58,1 -94 56 0,791 99,5% Aldrich
1.21. | Cykloheksanon 98,1 -47 155 0,947 99,5% Aldrich
EtOH -115 78
iPrOH -86 83
2. Kwasy i bezwodniki kwasowe
2.1. Kwas octowy 60,1 16,2 117-118 1,049 99% Aldrich
2.2. Kwas trifluorooctowy 114,0 -15,4 | 72,4 1,489 99% Aldrich
2.3. Kwas chlorooctowy 94,5 60- 189 99% Aldrich
63
2.4. Bezwodnik octowy 102,1 -73 138-140 1,08 99% Aldrich
2.5. Bezwodnik chlorooctowy 171,0 48-60 | 120-123 95% Aldrich
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Tabela 4-1. (c.d.). Odczynniki wykorzystane w czesci eksperymentalnej

Nr. Odczynniki Temperatura d Czyst.[%] | Firma
MW t. t. tw.[°C/ | [g/ml] |/
[°c mm Hg] Stez. M]
3. Zasady azotowe
3.1. Amoniak (25% aq) 17,1 0,910 13,3M/ | Aldrich
10m°
3.2. Metyloamina (40% aq) 31,1 0,897 11,5M/ | Aldrich
10M”
3.3. Metyloamina (33% w EtOH) 31,1 0,756 4,9M Aldrich
3.4. Metyloamina - 2M roztw. w THF 31,1 0,861 2M Aldrich
3.5. Etyloamina - 2M roztw. w THF 45,1 0,856 2M Aldrich
3.6. Dimetyloamina (40% aq) 45,1 0,89 7,9M/ Aldrich
8,0M"
3.7. Dimetyloamina 2M roztw. w MeOH 45,1 0,775 2M Aldrich
3.8. Trietyloamina 101,2 -115 89 0,726 99% Aldrich
3.9. tert-Butyloamina 73,1 -67 46 0,696 98% Aldrich
3.10. | Hydrazyna (80% aq.) 32,0 1,040 26M Aldrich
4, Zwigzki fosforu
4.1. Trichlorek fosforu 137,3 -112 74-78 1,574 99% Aldrich
4.2. Fosforyn dietylowy 138,1 50-51 1,072 99% Aldrich
/2
4. 3. Fosforyn trifenylowy 310,3 22- 360 1,184 97% Aldrich
24
5. Inne
5.1. Izotiocyjanian fenylowy 135,2 -23 218 1,132 99% Aldrich
5.2. Benzamid 121,1 125- 1,34 99% Aldrich
128
5.3. Dekalina 138,3 -125 189-91 0,896 97% Aldrich
5.4, 2,4-Dinitrofenylohydrazyna 198,14 | 197- 97% Aldrich
200
5.5. Ninhydryna 178,14 | 250 95% Aldrich
5.6. Dowex® 50Wx8 (50-100 mesh) Aldrich

Roztwory amoniaku i amin poddano miareczkowaniu alkacymetrycznemu uzyskujgc: dla NH3 i MeNH, stezenie
ok. ¥10M; b — dla dimetyloaminy ”/8 M.

Inne odczynniki i rozpuszczalniki zakupiono w firmie POCH.

Kwasy fosfonowe i aminokwasy:

Kwasy: metylofosfonowy, 2-fosfonoetanowy, 3-fosfonopropanowy zakupione w firmie
Aldrich*®,

Aminokwasy fosfonowe: 2-aminoetylofosfonowy (2-Ala’), 3-aminopropylofosfonowy (3-
Hala"), 4-amino-butylofosfonowy (4-Nval®), 3-aminopropylo-1-hydroksy-1,1-difosfonowy
(PAM), 4-aminobutylo-1-hydroksy-1,1-difosfonowy (ALN) zostaty zakupione w firmie

Sigma[337].
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Kwasy 1-aminoalkilofosfonowe: Ala”; Hala®; Nval®; val®; Nleu”; Leu®; lleu®; "Leu®; Met™; Eth®;
theP zostaty otrzymane wczesniej w Zespole i posiadaty czystos¢ analityczna.

Kwasy: 1-hydroksypropanofosfonowy; 1-aminopropylo-l,1-difosfonowy(HaIP’P);
1-aminobutylo-1,1-difosfonowy (Nval’*) zostaty otrzymane wczesniej w Zespole i posiadaty

czystos¢ analityczna.

Roztwory:

e roztwor ninhydryny:
Do kolby miarowej (50 ml) wsypano nawazke ninhydryny (1,0 g), po czym wlano porcjami
butanol wysycany woda do rozpuszczenia wskaznika. Roztwdr uzupetniono do kreski
butanolem.

e roztwoér molibdenianowy:
Do kolby miarowej (100 ml) przeniesiono roztwér molibdenianu amonowego (1,0 g), w
wodzie (40 ml), dodano stezonego kwasu solnego (12 M; 3 ml), nastepnie roztwdr kwasu
nadchlorowego (70%, 5 ml). Roztwdr po ochtfodzeniu do temperatury pokojowej
uzupetniono ,do kreski” acetonem.
Temperatury topnienia wyznaczono w kapilarze, w aparacie Melt-Temp Il (Laboratory

Devices, USA).

Miareczkowanie potencjometryczne AA® byto przeprowadzone na drodze pH-metrycznego
miareczkowania za pomocg automatycznego titratora EMU-meter (Politechnika Wroctawska,
Polska) sterowanego komputerem PC (Elwro, Polska), wyposazonego w elektrode szklano-
kalomelowg OP-0808 P (Radelkis). Elektroda byta wykalibrowana przez uzycie wzorcowych
roztworéw pH (2 < pH < 10), odczyty pH-metru mogty by¢ odnoszone do stezenia jondéw
wodorowych. We wszystkich przypadkach, temperatura wynosita 20°C (£0,25)°C. Doktadne
stezenia aminokwasow i pochodnych w roztworach byty oznaczane przez miareczkowanie w

probkach objetosci 4 ml.
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4.1.2. PRACE ZWIAZANE Z SYNTEZA/RESYNTEZA MODELOWYCH KWASOW
AMINOALKILOFOSFONOWYCH
4.1.2.1. SYNTEZA KWASOW AMINOARALKILOFOSFONOWYCH WG METODY
TIOUREIDOALKANO-FOSFONIANOWE)

Kwasy 1l-aminoaralkilofosfonowe otrzymywano wg metody tioureidoalkanofosfonianowe;j

[Kudzin&Stec, 1978] 7Y,

Ar O
\ a H Il
C=0 + H,N + P(OPh), —— Ar—C—P(OPh),
/ ~—e  [310] I
H HN/C—S HN\
/CZS
HN
[152]
b
O O
H Il c + H
H2N—C|:—P(OH)2 - H3N—C|)—P(OH)2
Ar cr Ar

(Ph-NH, + Ph-OH + H,S)
a: AcOH; b: AcOH/H,0/HCI, temp. wrzenia; c: tlenek propylenu/etanol

Schemat 4-1. Synteza kwasdéw 1-aminoalkanofosfonowych wg metody

tioureidoalkanofosfonianowej

Procedura

Reakcje (etap a) przeprowadzono w zestawie reakcyjnym ztozonym z kolby Erlenmeyera
(250 ml) zamykanej szczelnie korkiem, mieszadta magnetycznego oraz z tazni olejowej z
regulacjg temperatury. W kolbie umieszczano kolejno kwas octowy lodowaty (50 ml),

aldehyd (0,06 mola) i N-fenylotiomocznik (0,05 mola, 7,60 g). Mieszanine mieszano w temp.
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50-60 °C do uzyskania homogenicznego roztworu, po czym dodawano fosforyn trifenylowy
(0,05 mola, 15,50 g), mieszanine ogrzewano w temp. 50-60°C przez 1 h i pozostawiono w
temp. pokojowej przez 12 h. Woydzielone krysztaly odpowiednich tioureidoalkano-
fosfonianéw odsaczano, przemywano kwasem octowym i wykorzystywano do syntezy
kwasdw 1-aminoalkanofosfonowych (etap b). Dla potrzeb charakteryzacji - probke
tioureidoalkanofosfonianu (1,0 g) rekrystalizowano z uktadu chloroform-heptan (5:1) i
suszono w eksykatorze prézniowym nad pieciotlenkiem fosforu.

Proces kwasowej degradacji N-fenylotioureidoalkanofosfonianéw do odpowiadajgcych
kwasow 1-aminoalkanofosfonowych (etap b) przeprowadzono w zestawie ztozonym z kolby
okragtodennej (500 ml), zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i ptaszcz elektryczny. Ze wzgledu
na wydzielanie sie podczas degradacji ugrupowania tiomocznikowego toksycznego
siarkowodoru, wylot chtodnicy pofaczony byt z ptuczka zawierajgcg roztwdér wodorotlenku
sodu. W kolbie umieszczano kwas octowy (100 ml), nastepnie wsypywano
tioureidoalkanofosfonian (0,04 mola), zawartos¢ kolby ogrzewano do homogenizacji. Do
roztworu dodawano porcjami, przez wlot chtodnicy zwrotnej, stezony roztwér kwasu
chlorowodorowego (200 ml), ogrzewajagc mieszanine do wrzenia w czasie 10 h. Po
schtodzeniu z mieszaniny reakcyjnej ekstrahowano fenol za pomocg benzenu (3x20 ml), a
warstwe wodng zatezano przez ewaporacje pod obnizonym cisnieniem, po czym stafg
pozostatos¢ rozpuszczano w alkoholu etylowym (50 ml). Alkoholowy roztwér
chlorowodorkédw aminokwasdéw fosfonowych (etap c) traktowano tlenkiem propylenu w
temp. ~ 0°C, wydzielone krysztaty odsgczano po 3 h, przemywano etanolem i eterem
dietylowym, po czym suszono w eksykatorze prézniowym nad pieciotlenkiem fosforu.
Charakterystyke otrzymanych pochodnych arylowych fosfonoglicyny ArGly” przedstawiono w
Tabeli 4-2.
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4.1.2.1.1. SYNTEZA N-FENYLOTIOMOCZNIKA

N-Fenylotiomocznik otrzymywano na drodze addycji amoniaku do izotiocyjanianu fenylu

zgodnie ze Schematem 4-2.

o woda/dioksan ﬂ

Schemat 4-2. Synteza N-fenylotiomocznika

Procedura

Reakcje przeprowadzono w kolbie stozkowej (500 ml), zaopatrzonej w mieszadto
magnetyczne. W kolbie umieszczano kolejno: roztwdér wodny amoniaku (200 ml, 25% aq.,
10M) i dioksan (100 ml), po czym podczas intensywnego mieszania wkraplano izotiocyjanian
fenylu (100 g). Mieszanine reagentéw mieszano w temperaturze pokojowej dodatkowo
przez 1 h, po czym odstawiano na 24 h. Utworzone krysztaty N-fenylotiomocznika
dekantowano, rozdrabniano w mozdzierzu, po czym ponownie zalewano roztworem
amoniaku (z dekantacji). Mieszanine pozostawiano na 24 h, otrzymany osad odsgczano,
przemywano na lejku roztworem amoniaku (1:1, 5 M), metanolem i eterem dietylowym.
Krysztaty N-fenylo-tiomocznika suszono na powietrzu (24 h), po czym w eksykatorze
prézniowym nad statym wodorotlenkiem potasu i pieciotlenkiem fosforu. Otrzymano N-
fenylotiomocznik (105 g; 93%) homogeniczny na TLC, o temperaturze topnienia 147-150°C

(145—15O°C[334]), ktéry uzyto do dalszych syntez bez dodatkowego oczyszczania.
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Tabela 4-2. Zestawienie otrzymanych kwaséw 1-amino-1-arylometano-fosfonowych (Ar-Gly")
oraz posrednich tioureidoalkanofosfoniandw [Ptc-ArGly’ (OPh),]

R Ptc-ArGly’ (OPh), Ar-Gly"
wed. | 14 31p Wyd. T.t. [°C] *'p NMR
Struktura | Symbol [;']' el | MR AN (%) | wyz e N | 2N
° [CDCly] (sol) | n. 't HCl | KOH
@— Ph- 169- 5 268- | 269-271M"
8 | 170 | 30 Pely 80 | 270 | 279-2815% 17,9
[339]
Q 2-Me-Ph- 139- 2-Me- 234- | 264-267
o 82 4, | 154 pgly’ 0 | 36 13,4 | 19,2
[339]
Q 3-Me-Ph- 154- 3-Me- 280- | 282-285
H,C 86 158 | 15,7 Pgly’ S PPt 1321186
[172]
278-279
HC <:> 4-Me-Ph- | g4 119952(}<) 155 4P"\|/'P;f 97 22772' 274-277%%Y | 133 | 18,7
’ g 266-2675%
O Nph- 182- 238-
1-Nph 40 | oy | 155 | 1Negy | 75 | 7| 2492517 | 130 | 188
anph- | 70 | V7| 1ss | anpgy’ | er | 230 | 32254000110 184
P 179 ' Pely 253 | 307-308%% | -~ ’
Q 2:CPh- | gy | 1301 s L oclegy’ | 49 |2 247-248> 11,8 | 18,0
o 134 ' gy 237 ' ’
[176]
268-272
o~ Y= | arph- 177- ' 266- -
68 179 | 137 | 4-Br-pely Sgo | 290296 18,1
Q 2-0,N-Ph- 164- 2-O,N- 245- 52q(282]
o, 68 166 | 125 pal’ 45 | e | 236239 10,8 | 17,2
Q 3-O,N-Ph- 146- 3-O,N- 231- 57 4181]
on 76 e | 130 pal’ 99 |55 | 272:274 11,2 | 17,1
o NQ 4-O,N-Ph-| 34 164- 1 157 | 4O 37 | 223-| 234238 o 10,9 | 16,8
: 2 167 ’ pgl’ 224 | 236-239 %% ’ ’

*'p NMR: 8(P), ppm./a/Wydajnoéci wg. *'P NMR okoto 100%

Wyniki analizy elementarnej nowych kwaséw 1l-aminoarylometylo-1-fosfonowych (4-HO,C-

Pgly’i 2,4,6-Mes-Pgly") przedstawiono w Tabeli 4.3.
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Tabela 4-3. Wyniki analizy elementarnej nowych kwasow

1-aminoarylometylo-1-fosfonowych

AA° M.M. Wyniki Analizy Elementarnej
ozn.? C H N
Symbol | Struktura Wz. sumar. Licz. | Ozn. | Licz. | Ozn. | Licz. | Ozn.
(MM]
I
4‘H02C‘ OH_ CngoNPOS
HO,C C—P(OH) 41,26; 4,29; 6,08;
P 2 2 ’ ) 2 ’ ’ ’
[
Pgly NH, [231,18] 230,0 | 41,56 4132 4,33 441 6,06 6,11
CH,
I
CioH1NPO
H.C C—P(OH) 107116 3 1: 7.04: 7:
2,4,6- ° : [229,13] 52,40 20,51; 6,70 0% 6,11 >97;
NH, 50,64 7,10 5,99
Mes- CH 238,0
p 3
Pgly
HyNP
2,4,6-Me;-Pgly’ x 0,5 H,0 C1°[21378 2?3'5 50,37 7,22 5,89

/a/W . .
yznaczono za pomocg miareczkowania alkacymetrycznego

Tabela 4-4. Charakterystyka nowych kwaséw 1-aminoarylometylo-1-fosfonowych

RAAP Temp/. NMR [ppm]
topn.” p NMR” | 'H NMR"
4-HO,C-Pgly® | 282-284°C | 18,2 Nie rozpuszczalny w ukfadzie TFA-CDCl;
246 . 2,28 (s, 3H, Ph-CH;); 2,37 (s, 3H, Ph-CHs); 2,52 (s, 3H, Ph-CHs);
T 152-154°C | 19,6 5,45 (d, J=25,6Hz, 1H, CH-P); 6,95 (s, 1Har);
MesPgly 6,98 (s, 1Har); 7,55-7,75 (bs, 3H, NHs)
/A/O,lM roztwor w 2 M KOH;

’*/0,1M roztwér w TFA-CDCl, (1:1)
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4.1.2.2. SYNTEZA KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH METODA PIKLA-OLEKSYSZYNA
4.1.2.2.1. SYNTEZA KWASU 1-AMINOMETYLOFOSFONOWEGO

Kwas 1-aminometylofosfonowy otrzymano wg procedury Soroki, wychodzac z

hydroksymetylobenzamidu i trichlorku fosforu 2**! (Sch. 4.3.).

o] o]
(|)| PC|3 ] I HClconc. (|)|
C—N—-C—OH —— C=N—=C—=P@OH), —> H,N—C—P(OH),

H H H H H

2 2 2

Schemat 4-3. Synteza kwasu 1-aminometylofosfonowego wg procedury Soroki
[Soroka, 1989][213]

Procedura

Do mieszaniny N-(hydroksymetylo)benzamidu (15,1 g; 0,10 mola) w bezwodnym kwasie
octowym (20 ml), wkroplono w temperaturze 10-25°C, przy intensywnym mieszaniu, $wiezo
przedestylowany trichlorek fosforu (8,75 ml; 0,10 mola). Mieszanine ogrzewano do wrzenia
pod chtodnicg zwrotng przez 1 h, po czym poddawano ewaporacji pod obnizonym
ci$énieniem (60°C/10-20 mm Hg), dodawano stezony roztwér kwasu chlorowodorowego (12
Mag; 50 ml), i mieszaning ogrzewano do wrzenia przez 8 h. Po ochtodzeniu, odsgczono
wydzielony kwas benzoesowy i filtrat poddawano ewaporacji pod obnizonym ci$nieniem
(jw.). Pozostatos¢ rozpuszczano we wrzacej wodzie (20 ml),nastepnie roztwér stopniowo
rozciericzano metanolem (100 ml). Roztwdr traktowano dodatkowo tlenkiem propylenu do
uzyskania pH ~ 5-6, umieszczano w loddéwce na 24 h i wydzielone krysztaty kwasu
aminometylofosfonowego odsgczano, przemywano metanolem i suszono w eksykatorze
prézniowym. Surowy aminokwas (ok. 10,0 g) oczyszczano na kolumnie z wymieniaczem
jonowym Dowex 50Wx8, stosujac elucje wodg. Otrzymany kwas aminometylofosfonowy (7-8

g; 0,056 mola; 56%) byt homogeniczny w 'H NMR i *'P NMR [w roztworach TFA-CDCl5 (1:1)].
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4.1.2.2.1.1. SYNTEZA N-(HYDROKSYMETYLO)BENZAMIDU
Wyjsciowy N-(hydroksymetylo)benzamid otrzymywano wg procedury Hellmanna® w

wyniku reakcji benzamidu i aldehydu mréwkowego (Sch. 4-4.).

0 O
I Ml HCl,, (R

2

Schemat 4-4. Reakcja tworzenia N-(hydroksymetylo)benzamidu wg procedury Hellmanna®*!

Procedura

Benzamid (60,5 g, 0,50 mola), mieszano z wodnym roztworem (70 ml) weglanu potasu (2 g),
dodawano roztwoér formaliny (40 g; 40%) i mieszanine ogrzewano do wrzenia pod chfodnica
zwrotng, do petnej homogenizacji. Roztwér odstawiono na 24 h w temperaturze pokojowej,
odsgczano wydzielone krysztaty produktu i poddawano rekrystalizacji z etanolu. Otrzymano
N-(hydroksymetylo)benzamid (60 g; 0,4 mola; 80%), homogeniczny na TLC zwigzek (temp.
topn. 96-98°C; 95—100°C)[334], ktory wykorzystano w syntezie kwasu

aminometylofosfonowego (4.1.3.2.).

4.1.2.2.2. SYNTEZA KWASU 1-AMINO-1-METYLOETANOFOSFONOWEGO

AcNH
2 \ .OAc  PCIJACOH CH,0
O + — < ——= HN-C—P(OH),
AcCl NHAC CH,
MalaP

Schemat 4-5. Reakcja tworzenia kwasdw 1-amino-1-alkiloalkilo-1-fosfonowych
[Soroka, 1987]

Procedura

Do roztworu 11,8 g (0,2 mola) acetamidu w 25 ml kwasu octowego wkroplono, przy
intensywnym mieszaniu i chtodzeniu w fazni lodowej 7,85 g (0,1 mola) chlorku acetylu z taka
szybkoscia, aby temperatura mieszaniny nie przekraczata 20 °C. Po kilku minutach wypada

biaty osad. Po wkropleniu chlorku acetylu do mieszaniny poreakcyjnej dodano w tej samej
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temperaturze 0,1 mola zwigzku karbonylowego (acetonu — 5,8 g, cykloheksanolu — 9,8 g), po
czym mieszano jeszcze kilka minut. Do otrzymanego w ten sposdéb surowego octanu N-
acetamidokarbinolu dodano 13,7 g (0,1 mola) trichlorku fosforu, po czym mieszano roztwor
przez godzine w temperaturze pokojowej.

Mieszanine reakcyjng poddano ewaporacji, a pozostatos¢ hydrolizuje, ogrzewajac do
wrzenia z 50 ml 12 M kwasu solnego pod chtodnica zwrotng w czasie 8 godzin. Hydrolizat
poddano ewaporacji, a z pozostatosci ekstrahowano chlorowodorek aminokwasu za pomoca
50 ml etanolu. Osad chlorku amonu oddzielono przez filtracje, a nastepnie przemywano
dwiema porcjami, po 10 ml, etanolu. Z potgczonych przesgczy wytrgcono aminokwas przez
dodanie tlenku propylenu (6 ml). Mieszanine pozostawiono do krystalizacji w lodéwce na

dwie doby, po czym aminokwas odsgczono i przemyto etanolem (3 x 10 ml).

Otrzymano:

Mala® [139,1]: 12,5 g biatego krystalicznego kwasu 1-amino-1-metylo-etanofosfonowego
(90%) o temp. topn. 260-262 °C (z rozktadem); (265-268°C [Soroka, 1987] %).

'H NMR (TFA-CDCls, 1:1) 1,72 (d, 6H, J=14,40 Hz, N*-C(CHs),-P); 7,1-7,3 (bs, 3H, C-N"Hs).

1-ACh® [179,1]: 14,3 g biatego krystalicznego kwasu 1-amino-cykloheksylo-1-fosfonowego

(80%) o temp. topn. 260-262 °C (264-265 °C [Soroka, 1987] ).
'H NMR (TFA-CDCls, 1:1) 1,72(d, 6H, J=14.40 Hz, N*-C(CHs),-P); 7,1-7,3 (bs, 3H, C-N*Hs).
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4.1.2.3. SYNTEZA KWASOW 1-(N-ALKILOAMINO)ALKILOFOSFONOWYCH (R-AA")

R*—NH
’ R i R' O R' O
+ ; H—P(OE), ) [ ) Il
—> N=C R—H—(ll—P(OEt)z —_— R—H—Cll—P(OH)Z
2 1
o R R R R
R/C\Rl R2AAP(OEt), R2AAP

Schemat 4-6. Synteza R-AA’ na drodze hydrofosfonylowania imin

Procedura

Do roztworu aldehydu (0,05 mola) w THF (10 ml) i roztworu alkiloaminy w THF (ok. 2 M, 50
ml), (Tab. 4-5.) dodawano bezwodny weglan potasu (1,0 g) i mieszanine reakcyjng
utrzymywano w temperaturze pokojowej w czasie 48 h. Roztwdr przesaczano, ewaporowano
w temp. pokojowej i pozostatos¢ rozpuszczano w bezwodnym etanolu (50 ml), zawierajgcym
EtONa (0,1 mole) i dodawano fosforyn dietylowy (0,06 mola, 8,3 g) (Tab. 4-4.). Mieszanine
reakcyjng trzymano w temp. pokojowe] przez 48 h, nastepnie odparowywano w prozni (20
mm Hg przy 30°C 0,3 mm Hg przy 70°C). Pozostato$¢ rozpuszczano w AcOH (100 ml),
roztwor rozciericzano HCl (100 ml, 33%, 10 M) i ogrzewano do wrzenia pod chtodnicg
zwrotng przez 10 h. Hydrolizat odparowywano w prézni [20 mm Hg przy 30°C do 70°C],
rozpuszczano w wodzie (10 ml) i oczyszczano na drodze chromatografii jonowo-wymienne;j

(Dowex-50W-H,0).

Tabela 4-5. Synteza kwaséw 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych

. Reagenty do syntezy O,0-dietylo 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonianéw*[mmole]
RZ—H—C::—::I’(OH)Z Aminy Zwiazki karbonylowe Fosforyn \:Vy:j
- _ _ - B _ zol.
) N, | BN | o | com CFQ)H MeaCo (E(tc?))ﬁp AN""
Me-Hal" 0,1 0,05 0,06 65%
Et-Hal® 0,1 0,05 0,06 60%
Et-Mal® 0,1 0,05 0,06 50%
tBu-Ala® 0,1 0,05 0,06 70%
Me-Pgl” 0,1 0,05 0,06 70%

*Utworzone O,0O-dietylo 1-(N-alkiloamino)alkilofosfoniany poddawano degradacji hydrolitycznej do
aminokwasow ktore izolowano na drodze chromatografii jonowymiennej
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Charakterystyke  analityczng  nowych  kwaséw  1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych

przedstawiono w Tabelach: 4-6., 4-7.

Tabela 4-6. Analiza elementarna nowych kwaséw 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych

Wyniki Analizy Elementarnej

P
AA M.M. C H N
/a
Symbol Struktura Wz. sumar. ozn. Licz. Ozn. Licz. | Ozn. | Licz. | Ozn.
(MM]
T
CsH1gNPO 39,22; 8,76; 7,15;
P H C—C—N—C—P(OH) 61116 3 39,78 ’ ’ 884 2 2 773 ’ ’
tBu-Ala LA ’ [181,18] 185.0 39,28 | 77 | 881 | T | 7,26
3 3 ’
CsH165NPO
tBu-Ala” H 617165 T ~3.25 38,77 8,93 7,54
u-Ala” x 0,5H,0 [185,7]

H T . . .
Me-Hala® Hsc—H—$—P(OH)2 CaH1NPO; 153,0 | 31,37 31,10; 7,84 8,01, 9,15 9,10;

[153,13] 31,24 8,02 9,15
C2H5
H T . . .
Et-Hala® C,H, ’ 175,1 ’ ’ '
Et-Hala’ x 0,5H,0 CsH155NPOs s 34,05 8,57 7,95
[176,2]
CH.O
T CsH14NPO;
2,12; 75; 7,56;
CZHEH—$—P(OH)2 [167,15] 35,93 32,12; 8,38 8,75; 8,38 26;
Et-Mala" CH, 186,3 32,28 8,73 7,58
Et-Mala® x H,0 CsH1gNPO, 32,43 8,64 7,56
[185,2]

o Wyznaczono no drodze miareczkowania alkacymetrycznego aminokwasu

Tabela 4-7. Charakterystyka nowych kwaséw 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych

. Temp. NMR [ppm]’”
R-AA

31

topn.”? P 'H NMR

1,23 (t, J=7,5Hz, 3H, CH5CH,); 2,05-2,20 (m,2H);
Me-Hal 224-226 16,43 3,07 (t, J=5,64Hz, 3H, CH3N"H,,); 3,55-3,65 (m, 1H, CH);
7,30-7,40 (m, 1H, CH3N"H,); 7,50-7,70 (m, 1H, CH3N"H,)

1,22 (t, )=7,53Hz, 3H, CH5CH,); 1,50 (t, J=7,26Hz, 3H, CHsN'H,);
Et-Hal® 231-233 16,61 2,01-2,24 (m,2H); 3,40-3,48 (m, 1H, CH); 3,38-3,60 (m, 2H);
7,15-7,30 (m, 1H, CH,N"H,); 7,35-7,50 (m, 1H, CH,N"H,)

1,51 (t, J=7,23Hz, 3H, CH3CH,); 1,64 [d, J=14,7Hz, 6H, (CH3),C-P];

Et-Mal® 218-220 19,25
t-Ma 3,28-3,35 (m, 2H, CHsCH,); 7,3-7,4 (bs, 2H, Et-N"H,)
. 1,60 [s, 9H, (CH5)sCl; 1,745 (d, J= 7,2Hz, 3H, CHs-CH);
tBu-Ala 224-226 17,52
3,7-3,8 (m, 1H, CH-P) ; 6-6-6,7 (bs, 1H, NH); 7,3-7,5 (bs, 1H, NH)
272-276 2,91 (t, 3H, J=10,3Hz, 3H, CHs-N"H,); 4,48-4,76 (m, 1H, CH-P);
Me-Pgl’ 12,51 7,45-7,50 (m, 2H,,); 7,52-7,58 (M, 3Hy,); 7,77-7,88 (bs, NH);

242-2451%4

8,1-8,2 (bs, NH)

a/Temperatura topnienia/rozktadu.
*/Roztwory ok. 0,2 M AA? w TFA-CDCl; (1:1)
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4.1.2.4. SYNTEZA KWASOW 1-(N,N-DIMETYLOAMINO)ALKILOFOSFONOWYCH (Me,-AA")

Me ¢
N—H H—C—Et
Me (e
+ Me. 4y i Me. 'y i
E—— N=C—P(OEt), —— N=C—P(OEY),
. Me Et Me  Et
H—P(OEt),
Me,HalaP(OEt), Me,HalaP

Schemat 4-7. Synteza MezHaIaP

Procedura

Do kolby okrggtodennej (500 ml) wprowadzano kolejno 2 M roztwdr dimetyloaminy w
metanolu (0,05 mola; 25 ml), fosforyn dietylowy (0,05 mola, 7,8 g) i aldehyd propionowy
(0,05 mola, 2,9 g). Mieszanine reakcyjng pozostawiono na 24 h w temperaturze pokojowej,
po czym roztwér poddawano ewaporacji (20 mm Hg w 30-70°C i 0,03 mm Hg w 30-70°C).
Pozostatos¢ rozpuszczano w AcOH (100 ml), rozcienczano 10 M HCI (33% aq., 100 ml) i
ogrzewano do wrzenia w czasie 10 h. Hydrolizat poddawano ewaporacji (warunki j.w.),
oleistg pozostato$¢ rozpuszczano w wodzie (100 ml) i ponownie poddawano ewaporac;ji.
Pozstatos$¢ ropuszczano w wodzie (10 ml) i nanoszono na kolumne zawierajgcq wymieniacz
jonowy Dowex 50W (100 ml). Elucje prowadzono wodg, zbierajgc frakcje objetosci 20 ml.
Frakcje wykazujgce pozytywny wynik z testem molibdenianowym (niebieskie zabarwienie)
taczono i poddawano ewaporacji (warunki j.w.) do suchej pozostatosci. Otrzymano 12,4 g
aminokwasu (70%) w postaci biatego proszku. Dane analityczne Me,Hala” zestawiono w

Tabelach: 4-8., 4-9.
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Tabela 4-8. Synteza kwaséw 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych

AAP Wyniki Analizy Elementarnej
M.M. o H N
/a
Symbol Struktura Wz. sumar. | ozn. Licz. | Ozn. | Licz. | Ozn. | Licz. | Ozn.
(MM]
Hs(i
H Il
N—C—P(OH), CsH14sNPO3 34,86; 8,15; 8,20;
Me,Hala’ Hsc/ CltH [167,145] 171.0 35,93 35,06 8,38 8,31 8,38 8,24
25 4
MezHaIaP CsH145sNPO3 55 34,94 8,50 8,19
x 0,25 H,0 [171,7]

o Wyznaczono no drodze miareczkowania alkacymetrycznego aminokwasu

Tabela 4-9. Dane analityczne Me,Hala’

NMR [ppm]”

Symbol | Temp. topn.

31P 1H
1,24 (t, J=Hz, 3H, CHsCH,); 1,95-2,15 (m, 2H, CH;CH,);
MezHalaP 204_2070C 15’2 3102 [dl J=5122HZI 3Hl (Cﬂ3)2N+H]l 3113 [dl J=5104HZI

3H, (CHs),N"H]; 3,55-3,62 (m, 1H, CH-P);
8,0-8,2 [bs, 1H, (CH;),N"H]

o 0,1Mroztwér MeZHaIaP w TFA-CDCl; (1:1)

4.1.3. SYNTEZA POCHODNYCH N-ACYLOWYCH KWASOW 1-AMINOALKILOFOSFONOWYCH
4.1.3.1. ACYLOWANIE KWASOW 1-AMINOALKILOFOSFONOWYCH BEZWODNIKAMI
KWASOWYMI

Kwasy 1-aminoalkilofosfonowe poddawano N-acetylowaniu dziataniem bezwodnika

octowego, zgodnie z ogdlnym Schematem 4-8.

T 1. Ac,O/AcOH Q@ 4§
HN—C—P(OH), = H,C-C—N—C—P(OH),
2. H,0 R
AAP Ac-AAP

Schemat 4-8. Synteza kwasow 1-(N-acetyloamino)alkilofosfonowych
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Procedura

Probke aminokwasu AA” (1 mmol) dodawano do mieszaniny kwasu octowego i jego
bezwodnika (10 ml, 1:1, v/v), mieszanine reakcyjng mieszano w temp. 100°C, do
rozpuszczenia aminokwasu (30 min.). Utworzony roztwér poddawano ewaporacji (50°C, 10-
20 mm Hg), oleistg pozostato$¢ rozpuszczano w wodzie (20 ml) i ponownie poddawano
ewaporacji. Podczas zatezania wydzielaty sie krystaliczne, czyste kwasy 1-(N-acetyloamino)-
alkilo-fosfonowe (Ac-AA"), ktére po odsaczeniu suszono w eksykatorze prézniowym nad
statym KOH (48 h). Prébki byty homogeniczne w *'P NMR i 'H NMR (Tabela 4-10.). Masy
uzyskanych 1-(N-acetyloamino)alkilofosfonowych wskazujg na wydajnosci > 95% [Kudzin i w-

cy., 2005]242,

Tabela 4-10. Charakterystyka otrzymanych kwaséw 1-(N-acetyloamino)alkilofosfonowych

> Temp. topn. P NMR® "H NMR
Ac-AA oo
[cl 8 [ppm] [TFA-CDCl; (1:1)
2,32 [s, 3H, CHsC(O)]; 3,75-4,25 (m, 2H, CH,P);
-Gly* | 185-187 /2. 13,7
Ac-Gly 20,1%513,77 15 90-8,20 [br s, 1H, NHCH,P]
1,57 (s, 3H, CHsCHP); 2,36 [s, 3H, CH5C(O)];
-Ala” [127-129 /17,3
Ac-Ala 23,0517,3% | 4 50.4,80 (m, 1H, CHP); 8,82 (s, 1H, NHCHP)
1,05 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CH5CH,CHP);
1,75-1,81 (m, 1H, CH3CH,CH); 2,02-2,08 (m, 1H, CHsCH,CH);
-Hal” |172-175 /. 17,0
i 22,85 17,07 15 35 s, 3H, CHsC(O)]; 4,26-4,46 (m, 1H, CHP);
7,55 (d, J = 15.1 Hz, 1H, NHCHP)
0,95 (t, ] = 7,2 Hz, 3H, CH3CH,CH,CHP);
1,30-1,60 (M, 2H, CH3CH,CH,CH);
Ac-Nval’ |181-183 22,9/%:17,0"° ( CH,CH;CH)

1,65-2,00 (m, 2H, CH3CH,CH,CH); 2,33 [s, 3H, CH5C(O)];
4,28-4,68 (m, 1H, CHP); 7,85-8,00 (m, 1H, NHCHP)

1,09 [d-d, J = 6,65, 6,80 Hz, 6H, (CHs),CHCHP];
Ac-val” |178-181 22,1 16,1 | 2,20-2,35 [(CH5),CHCHI; 2,35 [s, 3H, CHsC(O)];
4,32-4,48 (m, 1H, CHP); 7,95 (d, J = 9,4 Hz, 1H, NHCHP)

2,00-2,10 (m, 2H, CH3SCH,CH,CHP);

2,15 (s, 3H, CH3SCH,CH,CH); 2,30 [s, 3H, CH5C(O)];
Ac-Met® [173-175 21,8/ 15,6/° |2,50-2,75 (m, 1H, CH3SCH,CH,CH);

2,60-2,85 (m, 1H, CH3SCH,.CH,CH); 4,55-4,80 (m, 1H, CHP);
7,85-8,00 (m, 1H, NHCHP)

2,37 [s, 3H, CH5C(O)]; 5,40-6,00 (m, 1H, PhCHP);

bof  |201-203 Jaq= /b
Ac-Pgl 18,213,571 50-7.50 (m, 5H, ); 8,40-8,70 (br s, 1H, NHCHP)

2,15 [s, 3H, CH5C(O)]; 3,90-4,10 (m, 1H, PhCH,CHP);
Ac-Phe’ |188-191 21,2/%.15,8" | 4,30-4,50 (m, 1H, PhCH,CHP); 4,60-4,90 (m, 1H, CHP);
7,16-7,39 (m, 5H,,); 7,80-8,00 (br s, 1H, NHCHP)

72P\njidma wodnych 0,5M roztworéw Ac-AA° zawierajgce D,0 (10%) dla ,locku” w 2M HCI (a) lub 2M NaOH (b);
c/Temp. topn. otrzymanych Ac-AA° byty zgodne z danymi z pracy [Kudzin et al., 2005] [242]

216




4.1.3.2. SYNTEZA KWASOW 1-(N-CHLOROACETYLOAMINO)ALKILOFOSFONOWYCH
(Mca-AA") ORAZ 1-N-(GLICYLOAMINO)ALKILOFOSFONOWYCH
(Gly-AA®, MeGly-AA® | Me,Gly-AA°)

H,N-H,0 I H I
—— = H,N-C-C—N—C—P(OH),
H, H I
Gly-AAP
1. McAc, 0/
o) 2 o
H oI MCACOH 2 49 MeNH,-H,0 I H Il
HZN—fli—P(OH)z — > CI-C-C-N-C—P(OH), —1—> Me-N-C-C—N—C—P(OH),
2.H,0 H, HII? H, H I
AAP McAc-AAP MeGly-AAP
Me,NH-H,0 I H 1
———>  Me,N-C-C—N—C—P(OH),
H, H Il?
Me,Gly-AAP

Schemat 4-9. Schemat konwersji kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych do pochodnych
fosfonopeptydéw: Gly-AA”, MeGly-AA” i Me,Gly-AA” [Kudzin et al., 2005]1*

4.1.3.2.1. SYNTEZA KWASOW 1-(N-CHLOROACETYLOAMINO)ALKILOFOSFONOWYCH
(MCA-AAP)

Procedura

Prébke aminokwasu AA’ (1 mmol) dodawano do mieszaniny kwasu chlorooctowego (1
mmol; 94,5 mg) i bezwodnika chloroctowego (2 mmole; 342 mg), mieszanine ogrzewano w
temperaturze 80-85°C do rozpuszczenia, po czym dodatkowo 1 h. Po tym czasie mieszanine
reakcyjng chtodzono, rozpuszczano w eterze dietylowym (10 ml), dodawano wode (10 ml) i
cato$é¢ mieszano w temp. pokojowej przez 15 min. Mieszanine poddawano ewaporacji
(25°C/10-20 mm Hg i 50°C/0,5 mm Hg), do oleistej pozostatoéci dodawano dekaline (5 ml) i
mieszanine poddawano ewaporacji (50°C/10-20 mm Hg). Proces powtarzano dwukrotnie,
dodawano bezwodnik trifluorooctowy (2 mmoli; 0,42 g), roztwdér mieszano 0,5 h i
poddawano ewaporacji (warunki jw.). Pozostato$¢ rozpuszczano w wodzie (10 ml),
poddawano ekstrakcji eterem naftowym (2 x 10 ml), warstwe wodng oczyszczano z weglem,

po czym zatezano przez ewaporacje (50 °C/10-20 mm Hg).
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4.1.3.2.2. SYNTEZA KWASOW 1-N-(GLICYLOAMINO)ALKILOFOSFONOWYCH (Gly-AA")

Procedura

Probke kwasu 1-(N-chloroacetyloamino)alkilofosfonowego (1 mmol) rozpuszczano w
schtodzonym do temp. 0-5°C (faznia lodowa) 10 M wodnym roztworze amoniaku (25%, 10
ml). Roztwdr trzymano w temp. pokojowej przez 24 h, po czym poddawano ewaporacji pod
obnizonym ci$nieniem (20°C/10 mm Hg). Pozostato$¢ rozpuszczano w wodzie (10 ml) i
roztwér wodny fosfonopeptydu przepuszczano przez kolumne z wymieniaczem jonowym
Dowex 50Wx4, stosujgc elucje woda. Frakcje dajgce pozytywny wynik z ninhydryng
(ninhydryno-pozytywne) tagczono, zatezano do sucha na drodze ewaporacji pod obnizonym
ci$nieniem (20°C/10-20 mm Hg), i suszono na linii prézniowej nad silikazelem (50°C/0,5 mm

Hg).

4.1.3.2.3. SYNTEZA KWASOW 1-N-(METYLOGLICYLOAMINO)ALKILOFOSFONOWYCH
(MeGly-AA)

Procedura

Probke kwasu 1-(N-chloroacetyloamino)alkilofosfonowego (1 mmol) rozpuszczano w
schtodzonym do temp. 0-5°C (faznia lodowa) 10 M wodnym roztworze metyloaminy (40%
ag., 10 ml). Roztwdr po ekspozycji w temp. pokojowej przez 24 h poddawano ewaporacji pod
obnizonym ci$nieniem (20°C/10-20 mm Hg). Pozostato$¢ rozpuszczano w wodzie (10 ml) i
roztwdr wodny fosfonopeptydu przepuszczano przez kolumne z wymieniaczem jonowym
Dowex 50Wx4, stosujgc elucje woda. Frakcje dajace pozytywny wynik z reagentem
molibdenianowym (molibdeniano-pozytywne) tgczono, zatezano do sucha na drodze
ewaporacji pod obnizonym ci$nieniem (20°C/10-20 mm Hg), i suszono na linii prézniowej nad

silikazelem (50°C/0,5 mm Hg).
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4.1.3.2.4. SYNTEZA KWASOW 1-N-(METYLOGLICYLOAMINO)ALKILOFOSFONOWYCH

(MeGly -AAP)

Procedura

Probke kwasu 1-(N-chloroacetyloamino)alkilofosfonowego (1 mmol) rozpuszczano w
schtodzonym do temp. 0-5°C (faznia lodowa) 8 M wodnym roztworze dimetyloaminy (40%
aq., 10 ml). Roztwér pozostawiono w temp. pokojowej na 24 h, po czym poddano ewaporacji
pod obnizonym ciénieniem (20°C/10-20 mm Hg). Pozostato$¢ rozpuszczano w wodzie (10 ml)
i roztwor wodny fosfonopeptydu przepuszczano przez kolumne z wymieniaczem jonowym
Dowex 50Wx4, stosujgc elucje wodga. Frakcje dajgce pozytywny wynik z reagentem
molibdenianowym (molibdeniano-pozytywne) tgczono, zatezano do sucha na drodze
ewaporacji pod obnizonym ciénieniem (20°C/10-20 mm Hg) i suszono na linii prézniowej nad

silikazelem (50°C/0,5 mm Hg).

Tabela 4-11. Wydajnosci i wybrane wtasciwosci analityczne kwaséw
1-(N-aminoacetylo-amino)alkilofosfonowych

NMR & [ppm]

Wyd. | T.t. 31

b,c
[%]a [oc] P 31

HCI KOH

AA-AA" d

H

247- 4,80-4,90 [m, 4H, H3NCH,C(O)-NHCH,P(O)(OH),];
Gly-Gly® 65 5a5 | 197 |164 675715 [brs, 3H, NHsCH,C(O)];
7,50-7,60 [m, 1H, H;NCH,C(0)-NHCH,P]

1,11 [d-d, J = 7,4, 15,8 Hz, 3H, CHsCH(NH)P(O)(OH),];
X »16- 3,85-4,10 [m, 2H, HsNCH,C(O)NHCHP];

Gly-Ala 40 22,8 |17,2 |4,37-4,63 [m, 1H, CHsCH(NH)P];

218 6,35-6,85 br s, 3H, HsNCH,C(0)-NHCHP];

7,80 [d, J = 10,0 Hz, 1H, HsNCH,C(O)NHCHP]

3,40-3,75 [m, 1H, HsNCH,C(O)NHCHP(O)(OH),];
X Saa. 3,75-4,10 [m, 1H, HsNCH,C(O)NH];
Gly-Pgl 58 Sae | 176 |13,5 |549(dd,)=89,20,4Hz, 1H, PhCHP);
6,55-6,91 [br s, 3H, HsNCH,C(0)] 7,10-7,25 (m, 5H,,);
8,42-8,56 [m, 1H, C(O)NHCHP]

3,07 [t, ] = 5,4 Hz, 3H, CHsNH,CH,C(O)NHCH,.P(0),(OH)];
. 249, 4,06 [dd, J=6,0, 12,7 Hz, 2H, CHsNH,CH,C(O)NH];
MeGly-Gly 27 19,7 |13,6 |4,19 [t(dd), J=5,4, 5,6 Hz, 2H, CH,C(O)NHCH,P];

251 7,40-7,95 [br s, 2H, CH3NH,CH,C(O)-NH];

8,19 [s, 1H, CHsNH,CH,C(O)NHCH,.P(0),(OH)]

1,67 [dd, J=5,9, 17,2 Hz, 3H, CHsCH(NH)P(O)(OH),J;
MeGly-Ala® | ,9  [188 |55 |55 [361s 3H, CHNH.CH;C(O)]; 4,27 [s, 2H, CHsNH,CHy-C(O)];

190 ’ " | 4,60-5,00 (m, 1H, CHP); 7,50-7,90 [br s, 2H, CHsNH,CH,-C(0)];
8,02 ([d, J=8,4 Hz, 1H, HsNCH,C(0)-NHCHP]

3,14 [d, J = 5,0 Hz, 6H, (CHs),NHCH,C(O)NHCH,-P(O)(OH),];
4,02 [dd, J=5,9, 13,0 Hz, 2H, (CH3),HNCH,-C(O)NH];
P -
Me,Gly-Gly 38 i;g 19,7 | 13,4 |4,20[d,J=5,1 Hz, 2H, C(O)NHCH,P];
7,90-6,15 [m, 1H, HNCH,C(O)NHCH,P];
8,15-8,50 [br s, 1H, , (CHs),NHCH,C(O)NH]

*Wydajnoéci izol. zwigzkéw
*4/0,2 M r-ry Gly-AA” w: ®2M HCl; ¥ 2M KOH; ¥ TFA/CDCl; (1:1; v/v)
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4.2. FIZYCZNE WEASCIWOSCI AMINOKWASOW FOSFONOWYCH

4.2.1. WYZNACZANIE ROZPUSZCZALNOSCI AMINOKWASOW

Rozpuszczalnos¢ aminokwaséw fosfonowych wyznaczano na podstawie oznaczania stezenia
AA® w prébkach roztworéw nasyconych tych kwaséw. Nasycanie przeprowadzono w mini-
reaktorkach f-my Aldrich (Screw-top V-vial: Aldrich Z115065-5ml; Rys. 4-1.) zaopatrzonych w
dipol magnetyczny (spinvane - Aldrich Z115177) oraz alternatywnie w w mini-reaktorkach f-
my Aldrich (Screw-top V-vial: Aldrich Z115061-1ml) zaopatrzonych w dipol magnetyczny
(spinvane - Aldrich Z115169).

Do otrzymywania nasyconych roztworéw kwaséw aminoalkilofosfonowych zastosowano
dwie rézne procedury:
e powolnej krystalizacji z przesyconego roztworu AA” (Metoda A);

e sonikacji suspensji AA” w wodzie (Metoda B).

Rysunek 4-1. Procedury i aparatura do przyrzgdzania nasyconych roztworéw kwaséw
aminofosfonowych

Metoda A Metoda B
Rozpuszczenie nawazki AA° (VaIP; 50 mg) w wodzie | Sonifikacja suspens;ji AA" | Odwirowanie suspens;ji
(1 ml) w 80°C i powolna krystalizacja w gradiencie (val®; 50 mg) w wodzie AA° (val®).
temp. do 25°C (1 ml) w25°C Ekspozycja w 25°C

Metoda A — nawazke aminokwasu fosfonowego umieszczano w mini-reaktorze pojemnosci 5
ml, dodawano wode (1,0 ml) i poddawano sonikacji w tazni ultradzwiekowej przez okres 30
minut. Po tym okresie do reaktora wprowadzano dipol magnetyczny, zamykano naczyniko i
zawarto$é mieszano w temperaturze pokojowej przez okres 1 h. Po tym, zawartosc¢ reaktorka

przenoszono do probéwki Oppendorfa i poddawano odwirowaniu. Probdéwki
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termostatowano w temp. 25°C + 0,1°C przez okres 48 h, po czym w rotworach supernatantu
(0,12 ml) oznaczano aminokwas.

Metoda B - nawazke aminokwasu fosfonowego umieszczano w mini-reaktorze pojemnosci 5
ml, dodawano wode (1,0 ml) i ogrzewano do 80°C przy mieszaniu przez okres 1 h, po czym
pozostawiano do powolnego ostygniecia do 30°C. Po pojawieniu sie krysztatéw, reaktorki
termostatowano w temp. 25°C + 0,1°C przez okres 48 h, po czym klarowny roztwér AAP
(znad fazy krysztatéw) poddawano oznaczeniu. W przypadku braku krysztatéw do reaktorka

dodawano kolejng porcje AAP | procedure powtarzano az do uzyskania przesycenia na zimno.

4.2.1.1. METODA MIARECZKOWANIA pH-METRYCZNEGO

Metode poddano testowi na drodze oznaczen stezenia przygotowanych z nawazek, 0,2 M
roztworéw reprezentatywnych kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych i 1 M roztworéw

wzorcow (MPA, KH,PO,) (Tab. 4-12.).

Tabela 4-12.1. Otrzymywanie standardowych roztworéw KH,PO,4, MPA i AAP

Kwasy fosfonowe KH,PO, MPA Gly® Ala* Hala" val® Mala®
Masy molowe 136,1 96 111,1 125,1 139,1 153,1 139,1
5 mmol w 5ml 0,68 ¢g 0,48g
Odwazono w 5ml 0,68¢g 0,48g
Miano r. zatozone 1M 1M
Miano r. rzeczywiste 0,97 M 0,56 M
0,2 mmola w iml 22 mg 25 mg 28 mg 30 mg 14 mg
Odwazono w 1ml 23 mg 26 mg 28 mg 30 mg 14 mg
Miano r. zatozone 0,2M 0,2M 0,2M 0,2M 0,1M
Miano r. rzeczywiste 0,188 M | 0,212M | 0,188 M | 0,164 M 0'&82

Wyniki oznaczen (Tab. 4-12.1.) wskazujg na wystepowanie badanych kwaséw fosfonowych w
postaci hydratow. Dosypanie do otrzymanych roztworéw dodatkowych nawazek MPA czy
AA® (Gly®, Hala®, Vval®) lub rozcieficzenie roztworéw (Ala") prowadzi do roztworéw o

pozgdanych stezeniach (Tab. 4-12.2.).
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Tabela 4-12.2. Otrzymywanie standardowych roztworéw KH,PO4, MPA i AAP

Kwasy fosfonowe KH,PO, MPA Gly" Ala® Hala" val® Mala®
. Mx4 Mx0,5 Mx0,5 Mx0,5
Struktura czgsteczki M H,0 H,0 M H,0 MxH,0 H,0
Masy molowe 136,1 96 120 125,1 148 171 139,1
Dodatkowa nawazka 20 mg 322 mg 2mg 0,H05(r)nl 2mg 5mg -
2
Ostateczne miano 1,00 M 0,99M | 0,201M | 0,20M | 0,20M | 0,20M 0,081 M

4.2.1.2. METODA *'P-NMR-OWA

Oznaczanie stezen kwasoéw l-aminoalkilofosfonowych na drodze poréwnania powierzchni

sygnatow 31p wzorca (MPA, K,H,3POQy) i 0znaczanego AAF (GIyP, Ala®, Hala®, Nval®, val®, Mal®,

etc.) wymaga wczesniejszej korelacji powierzchni sygnatéw obu sktadnikéw pary MPA-AAP

(lub KyHn3PO4-AAP).

4.2.1.2.1. BADANIA NAD KORELACJA POWIERZCHNI SYGNALOW *!'P-NMR PAR

STANDARD-AA?

4.2.1.2.1.1. BADANIA NAD KORELACJA POWIERZCHNI SYGNAtOW *'P-NMR PAR MPA-AA”

Serie roztworéw MPA-AA’ do badari nad korelacjg powierzchni sygnatéw przygotowano

przez zmieszanie odpowiednich roztwordow wg. klucza przedstawionego w Tabelach 4-13.

Tabela 4-13.1. Sktad roztworu do badar korelacyjnych MPA-Gly® (2 M KOH)
P
G-p MPA Gly KOH EDTA D,0
P 0,195 M 0,2M 10M 0,02 M
(Gly*-MPA)
ml g ml g ml g ml ml
G-P-17 0,100 0,104 0,100 0,102 0,10 0,142 0,050 0,160
G-P-27 0,100 0,105 0,070 0,072 0,10 0,202 0,050 0,200
G-P-3Z 0,100 0,106 0,260 0,268 0,10 0,137 0,050 0,100
Do 0,26 x 0,2 M= 0,052 mMola 1 mMola
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Tabela 4-13.2. Sktad roztworu do badan korelacyjnych MPA-Ala” (2 M KOH)

MPA Ala” KOH EDTA
( AIaAP_-IT\;IZP A) 0,195 M 0,2 M 10 M 0,02 M D0
ml g ml g ml g ml ml
A-P-1Z 0,100 0,104 0,100 0,102 0,10 0,149 0,050 0,150
A-P-27 0,100 0,105 0,200 0,207 0,10 0,137 0,050 0,050
A-P-3Z 0,100 0,104 0,300 0,312 0,10 0,146 0,050 -
0,2 mix0,2M do 0,4 mIx0,2M (0,08 mMol) 1m Mol
Tabela 4-13.3.1. Sktad roztworu do badan korelacyjnych MPA-Hal® (2 M KOH)
MPA Hala" KOH EDTA
(H;I';_F;\;IZP A 0,195 M 0,2 M 10 M 0,02 M D0
ml g ml g ml g ml ml
H-P-1Z 0,100 0,105 0,050 0,052 0,10 0,131 0,050 0,150
H-P-2Z 0,100 0,101 0,100 0,105 0,10 0,135 0,050 0,050
H-P-3Z 0,100 0,103 0,200 0,208 0,10 0,122 0,050 -
0,2 mlIx0,2M do 0,4 miIx0,2M (0,08 mMol) 1m Mol

Tabela 4-13.3.2. Sktad roztworu do badan korelacyjnych MPA-Hal” (2

M AcOK-AcOH)

P
o [ U [T on T om T, [
(Hal™-MPA) : ’ :
ml g ml g ml g ml ml ml
H-P-1B 0,100 0,105 0,050 0,052 0,10 0,131 0,050 0,150 0,070
H-P-2B 0,100 0,101 0,100 0,105 0,10 0,135 0,050 0,050 0,070
H-P-3B 0,100 0,103 0,200 0,208 0,10 0,122 0,050 - 0,070
do 0,3 ml x 0,2 M (0,06 mMol) 1m Mol 1,1 mMol
Tabela 4-13.4.1. Korelacje MPA-Val (2 M KOH)
V-P-Z MPA val® KOH EDTA D,0
(Val®-MPA) 0,195 M 0,2M 10 M 0,02 M
ml g ml g ml g ml ml
V-P-1Z 0,100 0,094 0,050 0,054 0,10 0,127 0,050 0,200
V-P-27 0,100 0,104 0,100 0,100 0,10 0,145 0,050 0,150
V-P-3Z 0,100 0,101 0,200 0,204 0,10 0,118 0,050 0,050
do 0,3 mlx 0,2 M (0,06 mMol) 1m Mol
Tabela 4-13.4.2. Sktad roztworu do badan korelacyjnych MPA-Val® (2 M AcOK-AcOH)
MPA val® KOH EDTA AcOH
v a\IIE_PI\'ABP A 0,195 M 02 M 10 M 0,02m| PP° 16 M
ml g ml g ml g ml ml ml
V-P-1B 0,100 0,094 0,050 0,054 0,10 0,127 0,050 0,200 0,070
V-P-2B 0,100 0,104 0,100 0,100 0,10 0,145 0,050 0,150 0,070
V-P-3B 0,100 0,101 0,200 0,204 0,10 0,118 0,050 0,050 0,070
do 0,3mlIx0,2 M (0,06 mMol) 1m Mol 1,1 mMol
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4.2.1.2.1.2. BADANIA NAD KORELACJA POWIERZCHNI SYGNALOW *'P PAR:

K,Hs.,PO; - AA®

Serie roztworéw KnHs.nPO4-AA’ do badar nad korelacja powierzchni sygnatéw przygotowano

przez zmieszanie odpowiednich roztworéw wg. klucza przedstawionego w Tabelach 4-14.

Tabela 4-14.1.1. Sktad roztworu do badar korelacyjnych KsPOs-Nval” (2 M KOH)

_ KH,PO, Nval” KOH EDTA
Nv-Pi-Z 0,2 M 0,2 M 10M 0,02 M D20
(Nval™-P0O,)
ml g ml g ml g ml g ml g
Nv-Pi-1z | 0,100 | 0,102 | 0,050 | 0,052 | 0,10 | 0,139 | 0,05 | 0,049 | 0,20 | 0,22
Nv-Pi-2z | 0,100 | 0,098 | 0,100 | 0,104 | 0,10 | 0,124 | 0,05 | 0,051 | 0,15 | 0,17
Nv-Pi-3Z | 0,100 | 0,104 | 0,200 | 0,205 | 0,10 | 0,125 | 0,05 | 0,048 | 0,10 | 0,11
do 0,3 mlx 0,2 M (0,06 mMol) 1 mMol 0,001 mMol

Tabela 4-14.1.2. Sktad roztworu do badan korelacyjnych Kan_nPO4—NvaIP(2 M AcOK)

: KH,PO, Nval® KOH
Nv—fl-B 0,2 M 0,20 M 10M EDTA D,0 AcOH
(Nval -PO4)
ml g ml ml ml g ml ml ml
Nv-Pi-1B 0,100 | 0,102 | 0,050 | 0,052 0,10 0,139 0,050 0,200 0,075
Nv-Pi-2B 0,100 | 0,098 | 0,100 | 0,104 0,10 0,124 0,050 0,150 0,075
Nv-Pi-3B 0,100 | 0,104 | 0,200 | 0,205 0,10 0,125 0,050 0,100 0,075
do 0,3 mlx 0,2 M (0,06 mmol) Immol 1,1 mmol
Tabela 4-14.2.1. Sktad roztworu do badan korelacyjnych K3POs-Mal® (2 M KOH)
, KH,PO, Mal® KOH EDTA
Ma-Pi-Z 02 M 0,08 M 10M 0,02 M D0
(Mal -PO4)
ml g ml g ml g ml g ml g
Ma-Pi-1Z 0,100 | 0,105 | 0,050 | 0,052 0,10 0,139 | 0,050 | 0,051 | 0,200 | 0,220
Ma-Pi-2Z 0,100 | 0,101 | 0,100 | 0,104 0,10 0,124 | 0,050 | 0,051 | 0,150 | 0,170
Ma-Pi-3Z 0,100 | 0,106 | 0,200 | 0,209 0,10 0,125 | 0,050 | 0,051 | 0,100 | 0,110
do 0,3 mlx 0,2 M (0,06 mMol) 1 mMol 0,001 mMol
Tabela 4-14.2.2. Sktad roztworu do badan korelacyjnych Kan_nPO4—MaIP(2 M AcOK)
. KH,PO, Mal® KOH
Ma;PI—B 0,2 M 0,08 M 10M EDTA D,0 AcOH
(Mal’-PQ,)
ml g ml ml ml g ml ml ml
Ma-Pi-1B | 0,100 | 0,105 | 0,050 | 0,052 0,10 0,139 0,050 0,200 0,075
Ma-Pi-2B | 0,100 | 0,101 | 0,100 | 0,104 0,10 0,124 0,050 0,150 0,075
Ma-Pi-3B | 0,100 | 0,106 | 0,200 | 0,209 0,10 0,125 0,050 0,100 0,075
do 0,3 mlx 0,2 M (0,06 mmol) 1Immol 1,1 mmol
Korelacje powierzchni sygnatéw par: STANDARD-AA’ przeprowadzono na podstawie

wyliczers przedstawionych w Tabelach: 4-15. (MPA-AA®), 4-16. (K,H3.nPO4-AAP).
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4.2.1.2.2. WYZNACZANIE WSPOLCZYNNIKOW KORELACYJNYCH *'P-NMR PAR MPA-AA®

Korelacje powierzchni sygnatow par MPA-AA" przeprowadzono na podstawie wyliczen

przedstawionych w Tabelach 4-15.

Tabela 4-15.1. Wyznaczenie stosunku powierzchni sygnatéw >'P dla pary MPA-GIy’ (2M KOH)

Analiza PA/ G-P-Z-1 G-P-Z-2 G-P-Z-3
uktadu c MPA Gly° MPA Gly? MPA Gly?
GIyP—MPA PA 0,195 M 0,20 M 0,195 M 0,20 M 0,195 M 0,20 M
(G-P-2) V [ml] 0,100 0,100 0,100 0,070 0,100 0,260
mMole,) 0,0195 0,02 0,0195 0,014 0,0195 0,052
mM:mMs; (v/v) 1 1,026 1 0,718 1 2,667
m [g] 0,104 0,102 0,105 0,072 0,106 0,268
V1 [d=1,00] 0,104 0,102 0,105 0,072 0,106 0,268
mMoley,) 0,0203 0,0204 0,0203 0,0144 0,0203 0,0536
mM:mMs; (m/m) 1 1,005 1 0,709 1 2,640
Analiza 6 (P); ppm 20,22 19,04 20,22 19,04 20,22 19,04
3'p NMR RA 1 0,782 1 0,551 1 2,193
RA dla MPA- PA
1,000 0,762 1 0,767 0,822
[1:1] (v/v)
MPA/ Gly® (v/v) 1,312 1,303 1,216
Srednia w,
1,277+0,05
MPA/Gly®
RA dla MPA- PA 1,000
[1:1] (m/m) 0,778 1,000 0,777 1,000 0,831
P
MPA/ Gly 1,285 1,289 1,204
(m/m)
Srednia w,
+
MPA/GIyP 1,259+0,05
Srednia wartosci wsp. MPA/
1,268+0,01
Gly’ z obliczen (v/v) i (m/m)

PA — kwas fosfonowy (phosphonic acid);

V — objetos¢ wprowadzonego roztworu AA° (GIyP) i/lub MPA;

m - masa wprowadzonego roztworu AAP(GIyP) i/lub MPA;

Cpa — stezenie kwasu fosfonowego: Cypa i Canp Stezenia wprowadzonych roztworéw MPA i/lub AAP (GIyP);
mMole, — ilos¢ milimoli AA" i/lub MPA wyliczona na podstawie objetoéci wprowadzonych roztworéw AA’
(GIY’) i/lub MPA;

mMole,)— ilo$¢ milimoli AA° (GIyP) i/lub MPA wyliczona na podstawie masy wprowadzonych roztworéw GlyP
i/lub MPA;

RA — powierzchnie sygnatu *'p z widm *'P NMR;

RAsnp - powierzchnia sygnatu AA" (GIyP), RAwpa -powierzchnia sygnatu MPA;

RA dla MPA-GIyP [1:1] —powierzchnia sygnatu *'p aminokwasu AAP, wyliczona dla stosunku MPA:GIyP =1:1;
RAwpa -powierzchnia sygnatu *'p dla MPA;

MPA/GIyP— wspotczynnik korekcyjny powierzchni sygnatu *'p dla GIyP wzgledem MPA
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Tabela 4-15.2. Wyznaczenie stosunku powierzchni sygnatow p dla pary MPA-Ala”

(2 M KOH)
Analiza pa/ A-P-Z-1 A-P-Z-2 A-P-Z-3
uktadu . MPA Ala” MPA Ala” MPA Ala®
Ala"-MPA PA 0,195M | 0,20M | 0,195M | 0,20M | 0,195M | 0,20 M
(A-P-Z) V [ml] 0,100 0,100 0,100 0,200 0,100 0,300
mMoley, 0,0195 0,0200 0,0195 0,0400 0,0195 0,0600
mM:mMs 1 1,025 1 2,051 1 3,077
(v/v)
m [g] 0,104 0,102 0,105 0,207 0,104 0,312
V1 [d=1.00] 0,104 0,102 0,105 0,207 0,104 0,312
mMole ) 0,0203 0,0204 0,0205 0,0414 0,0203 0,0624
mM:mMs 1 1,005 1 2,02 1 3,074
(m/m)
Analiza 5 (P); ppm 20,24 22,11 20,2 22,1 20,2 22,1
*p NMR RA 1,396 1 0,584 1 0,425 1
RA: MPA-PA 1,396 0,976 0,584 0,488 0,425 0,325
[1:1] (v/v)
P
MPA/Ala 1,430 1,20 1,308
(v/v)
Srednia w,
1,313+0,1
MPA/Gly® 31310,
RA: MPA-PA |4 396 0,995 0,584 0,495 0,425 0,325
[1:1] (m/m)
MPA/AIa’
1,403 1,180 1,308
(m/m)
Srednia w,
MPA/Ala’ 1,297+0,12
Srednia wartosci wsp.
MPA/Ala’ z obliczen 1,305+0,01
(v/v) i (m/m)

PA — kwas fosfonowy (phosphonic acid);

V — objetoé¢ wprowadzonego roztworu AA® (Ala") i/lub MPA;

m - masa wprowadzonego roztworu AAP(AIaP) i/lub MPA;

Cpa — stezenie kwasu fosfonowego: Cypa i Canp Stezenia wprowadzonych roztworéw MPA i/lub AA° (AIaP);
mMole,) — ilos¢ milimoli AA" i/lub MPA wyliczona na podstawie objetoéci wprowadzonych roztworéw AA°
(Ala") i/lub MPA;

mMole,,— ilos¢ milimoli AA® (Ala") i/lub MPA wyliczona na podstawie masy wprowadzonych roztworéw Ala"
i/lub MPA;

RA — powierzchnie sygnatu p 2 widm *'p NMR;

RAsnp - powierzchnia sygnatu AA" (AIaP), RAwpa -powierzchnia sygnatu MPA;

RA dla MPA-Ala" [1:1] —powierzchnia sygnatu *'p aminokwasu AA’, wyliczona dla stosunku MPA:Al" =1:1;
RAwipa -powierzchnia sygnatu *'p dla MPA;

MPA/Ala’ - wspotczynnik korekcyjny powierzchni sygnatu *p dla Ala” wzgledem MPA.
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Tabela 4-15.3. Wyznaczenie stosunku powierzchni sygnatéw p dla pary MPA-Hala"

(2 M KOH)
Analiza pa/ H-P-Z-1 H-P-Z-2 H-P-Z-3
uktadu . MPA Hala” MPA Hala” MPA Hala"
Hal’-MPA PA 0,195M | 020M | 0,195M | 020M | 0,195M | 0,20M
(H-P-2) V [ml] 0,100 0,050 0,100 0,100 0,100 0,200
mMoleg, 0,0195 0,0100 0,0195 0,0200 0,0195 0,0400
mM:mMs 1 0,513 1 1,026 1 2,051
(v/v)
m [g] 0,105 0,052 0,101 0,105 0,103 0,208
V1 [d=1.00] 0,105 0,052 0,101 0,105 0,103 0,208
mMole(y 0,0205 0,0104 0,0197 0,021 0,0201 0,0416
mM:mMs 1 0,507 1 1,066 1 2,07
(m/m)
Analiza 5 (P); ppm 20,24 21,51 20,22 21,51 20,24 21,52
*p NMR RA 2,107 1 1,042 1 0,522 1
RA:MPA-PA 15 107 1,949 1,042 0,975 0,522 0,488
[1:1] (v/v)
P
MPA/Ala 1,081 1,069 1,070
(v/v)
Srednia w.
1,073+
MPA/Gly® 1073+0,08
RA:MPA-PA 1 107 1,972 1,042 0,938 0,522 0,483
[1:1] (m/m)
MPA/ Ala°
1,068 1,111 1,081
(m/m)
Srednia w,
MPA/AlR" 1,087+0,025
Srednia wartosci wsp.
MPA/Hala’ z obliczen 1,078+0,009
(v/v)i(m/m)

PA — kwas fosfonowy (phosphonic acid);

V — objetoé¢ wprowadzonego roztworu AA® (Hala") i/lub MPA;

m - masa wprowadzonego roztworu AAP(HaIaP) i/lub MPA;

Cpa — stezenie kwasu fosfonowego: Cypa i Canp Stezenia wprowadzonych roztworéw MPA i/lub AA° (HaIaP);
mMole,) — ilos¢ milimoli AA” i/lub MPA wyliczona na podstawie objetosci wprowadzonych roztworéw AA°
(Hala") i/lub MPA;

mMole,)— ilo$¢ milimoli AAP (Hala") i/lub MPA wyliczona na podstawie masy wprowadzonych roztworéw Hala
i/lub MPA;

RA — powierzchnie sygnatu p 2 widm *'p NMR;

RAsnp - powierzchnia sygnatu AA° (HaIaP), RAwpa-powierzchnia sygnatu MPA,;

RA dla MPA-Hala’ [1:1] —powierzchnia sygnatu *'p aminokwasu AA”, wyliczona dla stosunku MPA:Hala” =1:1;
RAwpa -powierzchnia sygnatu *p dla MPA;

MPA/Hala’ - wspotczynnik korekcyjny powierzchni sygnatu *'p dla Hala" wzgledem MPA

p
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Tabela 4-15.3.1. Wyznaczenie stosunku powierzchni sygnatow 1p dla pary MPA-Hala"
[w 2 M buforze (AcOK-AcOH)]

Analiza oA/ H-P-B-1 H-P-B-2 H-P-B-3
uktadu c MPA Hala® MPA Hala® MPA Hala®
Hal’-MPA PA 0,195M | 0,20M | 0,195M | 0,20M | 0,195M | 0,20 M
(H-P-B) V [ml] 0,100 0,05 0,100 0,100 0,100 0,200
mMole, 0,0195 0,0100 0,0195 0,0200 0,0195 0,0400
mM:mMsr 1 0,513 1 1,026 1 2,051
(v/v)
m [g] 0,105 0,052 0,101 0,105 0,103 0,208
V1 [d=1.00] 0,105 0,052 0,101 0,105 0,103 0,208
mMole(p 0,0205 0,0104 0,0197 0,021 0,0201 0,0416
mM:mMsr 1 0,507 1 1,066 1 2,07
(m/m)
Analiza & (P); ppm 24,11 13,20 24,08 13,16 24,11 13,21
3'p NMR RA 1 0,423 1 0,863 1 1,686
RA: MPA- PA
1 0,825 1 0,841 1 0,822
[1:1] (v/v)
P
MPA/Ala 1,213 1,189 1,216
(v/v)
Srednia w.
1,206+0,015
MPA/Gly®
RA: MPA-PA
1 0,834 1 0,810 1 0,314
[1:1](m/m)
P
MPA/Ala 1,199 1.235 1.228
(m/m)
Srednia w.
+
MPA/Ala" 1,221+0,014
Srednia wartosci wsp.
MPA/Ala" z obliczen 1,214+0,07
(v/v)i(m/m)

PA — kwas fosfonowy (phosphonic acid);

V — objetoé¢ wprowadzonego roztworu AAF (Hala") i/lub MPA;

m - masa wprowadzonego roztworu AAP(HaIaP) i/lub MPA;

Cpa — stezenie kwasu fosfonowego: Cypa i Canp Stezenia wprowadzonych roztworéw MPA i/lub AAP (HaIaP);
mMole, — ilos¢ milimoli AA’ i/lub MPA wyliczona na podstawie objetoéci wprowadzonych roztworéw AA’
(Hala") i/lub MPA;

mMole,)— ilo$¢ milimoli AA’ (Hala’) i/lub MPA wyliczona na podstawie masy wprowadzonych roztworéw Hala”
i/lub MPA;

RA — powierzchnie sygnatu *'p z widm *'P NMR;

RAsnp - powierzchnia sygnatu AA° (HaIaP), RAwpa-powierzchnia sygnatu MPA;

RA dla MPA-Hala" [1:1] —powierzchnia sygnatu *'p aminokwasu AAP, wyliczona dla stosunku MPA:Hala" =1:1;
RAwpa -powierzchnia sygnatu *'p dla MPA;

MPA/Hala’ - wspotczynnik korekcyjny powierzchni sygnatu *'p dla Hala" wzgledem MPA
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Tabela 4-15.4. Wyznaczenie stosunku powierzchni sygnatow p dla pary MPA-Val® (2M KOH)

Analiza V-P-Z-1 V-P-Z-2 V-P-Z-3
uktadu PA MPA val® MPA val® MPA val®
Val®-MPA 0,195 M 0,20M 0,195 M 0,20M 0,195 M 0,20 M
(V-P-2) V [ml] 0,100 0,050 0,100 0,100 0,100 0,200
mMole, 0,0195 0,010 0,0195 0,020 0,0195 0,040
mM:mMg;
1 0,513 1 0,975 1 2,051
(v/v)
m [g] 0,094 0,054 0,104 0,10 0,101 0,204
V1 [d=1.00] 0,094 0,054 0,104 0,10 0,101 0,204
mMole 0,0183 0,0108 0,0203 0,020 0,0197 0,0408
mM:mMST
1 0,589 1 0,985 1 2,071
(m/m)
Analiza 6 (P) [ppm] 20,24 20,95 20,24 20,95 20,24 20,95
3p NMR RA 1,7254 1 0,9656 1 0.446 1
. R P
RA: MPA-Val 1,7254 1,949 0,9656 1,026 0,446 0,488
[1:1] (v/v)
MPA/ Val®
0,885 0,941 0,914
(v/v)
Srednia w. 09134003
MPA/ Val® e
RA: MPA-Val’ | 1,7254
' 1,01 44 4
[1:1] (m/m) 1698 0,9656 ,015 0,446 0,483
MPA/ Val’
1,016 0,951 0,923
(m/m)
Srednia w.
MPA/ Val 0,963+0,05
Srednia wartosci wsp.
MPA/Val® z obliczer (v/v) i 0,938+0,03
(m/m)

PA — kwas fosfonowy (phosphonic acid);

V — objetoé¢ wprowadzonego roztworu AA® (Val) i/lub MPA;

m - masa wprowadzonego roztworu AA" (VaIP) i/lub MPA,;

Cpa — stezenie kwasu fosfonowego: Cypa i Canp Stezenia wprowadzonych roztworéw MPA i/lub AA° (VaIP);
mMole,)— ilo$¢ milimoli AA’ i/lub MPA wyliczona na podstawie objetosci wprowadzonych roztworéw AA (Val’)
i/lub MPA;

mMole,)— ilo$¢ milimoli AA® (val®) i/lub MPA wyliczona na podstawie masy wprowadzonych roztworéw Val®
i/lub MPA;

RA — powierzchnie sygnatu p 2 widm *'p NMR;

RAsnp - powierzchnia sygnatu AA° (VaIP), RAwpa -powierzchnia sygnatu MPA;

RA dla MPA-Val® [1:1] —powierzchnia sygnatu *'p aminokwasu AAP, wyliczona dla stosunku MPA:Val® =1:1;
RAwipa -powierzchnia sygnatu *'p dla MPA;

MPA/Val® - wspotczynnik korekcyjny powierzchni sygnatu *p dla val® wzgledem MPA
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Tabela 4-15.4.1. Wyznaczenie stosunku powierzchni sygnatéw *p dla pary MPA-Val®
[w 2 M buforze (AcOK-AcOH)]

Analiza V-P-B-1 V-P-B-2 V-P-B-3
uktadu PA MPA val® MPA val® MPA val®
Val’-MPA 0,195M | 0,20M | 0,195M 0,20M | 0,195 M 0,20 M
(V-P-B) V [ml] 0,10 0,05 0,10 0,10 0,10 0,20
mMoley, 0,0195 0,010 0,0195 0,020 0,0195 0,040
mM:mMsr 1 0,513 1 0,975 1 2,051
(v/v)
m [g] 0,094 0,054 0,104 0,10 0,101 0,204
V1 [d=1.00] 0,094 0,054 0,104 0,10 0,101 0,204
mMoley, 0,0183 0,0108 0,0203 0,020 0,0197 0,0408
mM:mMsr 1 0,589 1 0,985 1 2,071
(m/m)
Analiza & (P) [ppm] 24,16 12,57 24,13 12,56 24,07 12,52
*p NMR RA 1 0,522 1 0,948 1 1,944
RA dla
MPA- Val’ 1 1,018 1 0,972 1 0,948
[1:1] (v/v)
P
MPA/ Val 0,982 1,029 1,055
(v/v)
Srednia w.
+
MPA/ Val 1,022+0,03
RA dla
P
MPA- Val 1 0,886 1 0,962 1 0,939
[1:1]
(m/m)
P
MPA/ Val 1,129 1,040 1,065
(m/m)
Srednia w.
+
MPA/ Val” 1,078+0,04
Srednia wartosci wsp.
MPA/Val®z obliczen 1,050+0,03

(v/v)i(m/m)

PA — kwas fosfonowy (phosphonic acid);
V —objetos¢ wprowadzonego roztworu AAP (Val®) i/lub MPA;
m - masa wprowadzonego roztworu AA° (VaIP) i/lub MPA;
Cpa — stezenie kwasu fosfonowego: Cypa i Canp Stezenia wprowadzonych roztworéw MPA i/lub A’ (VaIP);

mMole,)— ilos¢ milimoli AA” i/lub MPA wyliczona na podstawie objetosci wprowadzonych roztwordéw AAP(VaIP) i/lub MPA;
mMole,)— ilos¢ milimoli AAP (VaIP) i/lub MPA wyliczona na podstawie masy wprowadzonych roztworéw val® i/lub MPA;

RA — powierzchnie sygnatu *p 7 widm *'P NMR;

RAaap - powierzchnia sygnatu AAP (val®), RAwpa -powierzchnia sygnatu MPA;

RA dla MPA-Val® [1:1] —powierzchnia sygnatu *1p aminokwasu AAF wyliczona dla stosunku MPA:Val® =1:1;
RAwpa -powierzchnia sygnatu 1p dla MPA;
MPA/Val® - wspotczynnik korekcyjny powierzchni sygnatu *p dla val® wzgledem MPA
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4.2.1.2.3. WYZNACZANIE WSPOLCZYNNIKOW KORELACYJNYCH 3'P-NMR PAR:
KnH3.nPO4-AA”

Tabela 4-16.1.1. Wyznaczenie stosunku powierzchni sygnatéw *'P dla pary K3PO,-Nval”

(2M KOH)
Analiza Nv-P;-Z-1 Nv-P;-Z-2 Nv-P;-Z-3
uktadu PA Nval® P; Nval® P; Nval® P;
Nval’-PO, 019M | 020M | 0,19M | 020M | 019M | 020M
(NV-P;-2) V [mi] 0,050 0,100 0,100 0,100 0,200 0,100
mMoley, 0,0095 0,020 0,019 0,020 0,038 0,020
mM:mMsr | 5 475 1,00 0,95 1,00 1,9 1,00
(v/v)
m [g] 0,052 0,102 0,109 0,098 0,205 0,104
V (d=1.00) 0,052 0,102 0,109 0,098 0,205 0,104
mMole,, | 0,00988 | 00204 | 0,0207 | 0,019 0,041 0,0208
mM:mMsr | 484 1 1,056 1 1,971 1
(m/m)
Analiza & (P) [ppm] | 21,82 521 21,82 521 21,82 521
*p NMR RA 1 1,708 1 0.852 1 0.431
o1 P
RA: Pi/Nval™ | ¢ 1,708 1,053 0.852 0.526 0.431
[1:1] (v/v)
- P
Pi/Nval 0,811 0,809 0,819
(v/v)
Srednia w.
+
Pi/Nval” 0,813+0,05
. H P
RA: Pi/Nval™ | o 1,708 0,947 0,852 0,507 0,431
[1:1] (m/m)
- P
Pi/Nval 0,827 0,900 0,850
(m/m)
Srednia w.
+
Pi/Nval 0,860+0,04
Srednia wartosci Pi/Nval”
+
z obliczen (v/v) i (m/m) 0,8360,024

PA — kwas fosfonowy (phosphonic acid);

V — objetos¢ wprowadzonego roztworu AA® (Nval’) i/lub KsPOy;

m - masa wprowadzonego roztworu AAP(NvaIP) i/lub K3POy;

Cpa — stezenie kwasu fosfonowego: Cypa i Canp Stezenia wprowadzonych roztworéw MPA i/lub AA° (NVaIP);
mMole, — ilos¢ milimoli AA” i/lub K;PO, wyliczona na podstawie objetosci wprowadzonych roztworéw AA”
(Nval®) i/lub MPA;

mMole, — ilo$¢ milimoli AA" (Nval®) i/lub KsPO, wyliczona na podstawie masy wprowadzonych roztworéw
Nval” i/lub MPA;

RA — powierzchnie sygnatu *'p z widm *'P NMR;

RAaap - powierzchnia sygnatu AA° (NvaIP), RAwpa-powierzchnia sygnatu K;POy;

RA dla Pi-Nval® [1:1] —powierzchnia sygnatu *'p aminokwasu AA”, wyliczona dla stosunku KsPOg:Nval® =1:1;

RA; -powierzchnia sygnatu *'p dla K3POy;

Pi/NvaIP— wspotczynnik korekcyjny powierzchni sygnatu *'p dla Nval” wzgledem K;PO,

231




Tabela 4-16.1.2. Wyznaczenie stosunku powierzchni sygnatéw *p dla pary K,Hs.,PO,-Nval®
[w 2M buforze (AcOK-AcOH)]

Analiza Nv-P-B-1 Nv-P,-B-2 Nv-P-B-3
ukfa(':)Iu PA Nval® P, Nval® P, Nval® P,
Nval'-PO, 0,19 M 0,20M 0,19 M 0,20 M 0,19 M 0,20M
(Nv-P:-B) V [mi] 0,050 0,100 0,100 0,100 0,200 0,100
mMoley, 0,0095 0,020 0,019 0,020 0,038 0,020
mM:mMsr | 5 475 1,00 0,95 1,00 1,90 1,00
(v/v)
m [g] 0,052 0,102 0,109 0,098 0,205 0,104
V1(d=1.00) | 0,052 0,102 0,109 0,098 0,205 0,104
mMole, | 0,00988 | 0,0204 0,0207 0,0196 0,041 0,0208
mM:mMsr | 484 1 1,056 1 1,971 1
(m/m)
Analiza 8 (P) [ppm] 13,39 0,263 13,45 0,163 13,43 0,263
P NMR RA 0,468 1 0,966 1 1,914 1
RA: Pi/Nval’
0,985 1 1,017 1 1,037 1
[1:1] (v/v)
- P
Pi/Nval 1,015 0,983 0,964
(v/v)
Srednia w.
+
Pi/Nval’ 0,987+0,05
RA: Pi/Nval”
0,967 1 0,915 1 0,971 1
[1:1] (m/m)
. P
Pi/Nval 1,034 1,090 1,030
(m/m)
Srednia w.
+
Pi/Nval 1,051+0,04
Srednia wartosci wsp.
Pi/ Nval® z obliczeri (v/v) i 1,019+0,03
(m/m)

PA — kwas fosfonowy (phosphonic acid);

V — objetos¢ wprowadzonego roztworu AA° (NvaIP) i/lub K H3.,POy;

m - masa wprowadzonego roztworu AAP(NvaIP) i/lub K H3.,POy;

Cpa — stezenie kwasu fosfonowego: Cppa i Canp Stezenia wprowadzonych roztworéw K,H;.,PO, i/lub AA° (NvaIP);
mMole,— ilo$¢ milimoli AA” i/lub K,Hs.,PO, wyliczona na podstawie objetosci wprowadzonych roztworéw AA”
(Nval®) i/lub K,Hs ,POy;

mMole,— ilo$¢ milimoli AA” (Nval’) i/lub K,Hs.,PO, wyliczona na podstawie masy wprowadzonych roztworéw
Nval” i/lub K,Hs.,POy;

RA — powierzchnie sygnatu *'p z widm *'P NMR;

RAaap - powierzchnia sygnatu AA° (NvaIP), RAwpa -powierzchnia sygnatu K H;.,POy;

RA dla Pi-Nval® [1:1] —powierzchnia sygnatu *'p aminokwasu AAP, wyliczona dla stosunku KnH3_nPO4:NvaIP =1:1;
RA; -powierzchnia sygnatu *'p dla KnH3.,PO,;

Pi/NVaIP— wspotczynnik korekcyjny powierzchni sygnatu *p dla Nval’ wzgledem K,H; ,PO,
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Tabela 4-16.2.1. Wyznaczenie stosunku powierzchni sygnatéw *p dla pary KsPO,-Mal”

(2M KOH)
Analiza PA Ma-P-Z-1 Ma-P;-Z-2 Ma-P;-Z-3
uktadu Mal® P; Mal® P; Mal® P;
Mal’-PO, 0,081M | 020M | 0,081M | 020M | 0081M | 0,20M
(Ma-P-2) V [ml] 0,05 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1
mMole,, | 0,00405 0,020 0,0081 0,020 0,0162 0,020
mM:mMsr | 5025 1 0,405 1 0,81 1
(v/v)
m [g] 0,052 0,105 0,103 0,100 0,209 0,106
V (d=1.00) 0,052 0,105 0,103 0,100 0,209 0,106
mMole,, | 0,00416 0,02 0,00824 0,020 0,0167 0,0212
mM:mMsr | 5208 1 0,412 1 0,788 1
(m/m)
Analiza 5 (P) [ppm] 24,89 519 21,82 521 21,82 521
*p NMR RA 1 5,80 1 2,847 1 1,553
RA: Pi/Mal” 4,938 5,80 2,469 2,847 1,235 1.553
[1:1] (V/V) ) ’ ’ ) ’ .
- P
Pi/Mal 1,175 1,153 1,257
(v/v)
Srednia w.
Pi/Mal’ 1,195
- pi/Mal’
RA: Pi/Mal 4,808 5,80 2,427 2,847 1,269 1,553
[1:1] (m/m)
. P
Pi/Mal 1,206 1,173 1,224
(m/m)
Srednia w.
Pi/ Mal® 1,201
Srednia wartosci wsp.
Pi/Mal’ z obliczen (v/v) i 1,198
(m/m)

PA — kwas fosfonowy (phosphonic acid);

V — objetos¢ wprowadzonego roztworu AA’ (Mal®) i/lub KsPOy;

m - masa wprowadzonego roztworu AAP(MaIP) i/lub K3POy;

Cpa — stezenie kwasu fosfonowego: Cypa i Canp Stezenia wprowadzonych roztworéw K;PO, i/lub AAP (MaIP);
mMole, — ilos¢ milimoli AA’ i/lub KsPO, wyliczona na podstawie objetosci wprowadzonych roztworéw AA”
(Mal®) i/lub KsPOy;

mMole,— ilos¢ milimoli AA" (Mal’) i/lub KsPO, wyliczona na podstawie masy wprowadzonych roztworéw Mal”
i/lub K3POy;

RA — powierzchnie sygnatu *'p 2 widm *'P NMR: RAsp - powierzchnia sygnatu AA° (MaIP), RAvipa -poOwierzchnia
sygnatu K3;POy;

RA dla Pi-Mal” [1:1] —powierzchnia sygnatu *'p aminokwasu AAP, wyliczona dla stosunku K3PO4:MaIP =1:1;

RAp; _powierzchnia sygnatu *'p dla KsPOg;

Pi/MaIP— wspotczynnik korekcyjny powierzchni sygnatu *'p dla Mal” wzgledem K3;PO,
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Tabela 4-16.2.2. Wyznaczenie stosunku powierzchni sygnatéw *p dla pary K,Hs.,POs-Mal”
[w 2M buforze (AcOK-AcOH)]

Analiza Ma-P-B-1 Ma-P;-B-2 Ma-P-B-3
uktadu PA Mal” P, Mal” P, Mal” P,
Mal’-PO, 0,081 M 0,20 M 0,081 M 0,20 M 0,081 M 0,20 M
(Ma-P.-B) V [ml] 0,05 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1
mMole, 0,00405 0,020 0,0081 0,020 0,0162 0,020
mM:mMsr 0,2025 1 0,405 1 0,81 1
(v/v)
m [g] 0,052 0,105 0,103 0,100 0,209 0,106
V (d=1.00) 0,052 0,105 0,103 0,100 0,209 0,106
mMole(p 0,00416 0,02 0,00824 0,020 0,0167 0,0212
mM:mMs 0,208 1 0,412 1 0,788 1
(m/m)
Analiza 8 (P) [ppm] 16,51 0,23 16,55 0,18 16,56 0,17
31p NMR RA 0,152 1 0,311 1 0,575 1
RA: Pi/Mal’
0,751 1 0,768 1 0,710 1
[1:1] (v/v)
Pi/Mal’ (v/v) 1,332 1,302 1,409
Srednia w.
+
Pi/Mal 1,3480,06
RA: Pi/Mal’
0,731 1 0,755 1 0,730 1
[1:1] (m/m)
. P
Pi/Mal 1,368 1,325 1,370
(m/m)
Srednia w.
+
i/ Mal 1,35410,03
Srednia wartosci wsp. 1,351
Pi/ Nval® z obliczer (v/v) i
(m/m)

PA — kwas fosfonowy (phosphonic acid);

V — objetoé¢ wprowadzonego roztworu AA” (Mal®) i/lub K,H3.,PO,;

m - masa wprowadzonego roztworu AAP(MaIP) i/lub K H3.,POg;

Cpa — stezenie kwasu fosfonowego: Cpa i Canp Stezenia wprowadzonych roztworéw K,H;.,PO, i/lub AA° (MaIP);
mMole,— ilo$¢ milimoli AAP i/lub K.H3.,PO, wyliczona na podstawie objetosci wprowadzonych roztworéw AA°
(Mal’) i/lub K,H3.,PO;

mMole,,— ilos¢ milimoli AA" (Mal®) i/lub K,H3.,PO, wyliczona na podstawie masy wprowadzonych roztworéw
Mal” i/lub K,H3.,POy;

RA — powierzchnie sygnatu p 2 widm *'p NMR;

RAsnp - powierzchnia sygnatu AAP (MaIP), RAwpa -powierzchnia sygnatu K,Hsz ,PO,;

RA dla Pi-Mal® [1:1] —powierzchnia sygnatu *'p aminokwasu AAP, wyliczona dla stosunku KnH3_nPO4:MaIP =1:1;
RA;; -powierzchnia sygnatu *p dla KnH3.,POy;

Pi/Mal®— wspotczynnik korekcyjny powierzchni sygnatu *p dla Mal” wzgledem K,H3.,PO,
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4.2.1.3. BADANIA NAD WYZNACZANIEM ROZPUSZCZALNOSCI AMINOKWASOW
FOSFONOWYCH

4.2.1.3.1. METODA KRYSTALIZACJI

4.2.1.3.1.1. BADANIA OPTYMALIZACYJNE

Dla zbadania wptywu czasu krystalizacji na stezenie nasyconego roztworu AAP wybrano serie
nizszych homologéw kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych (Gly®, Ala®, val’, Mala’) ktére
charakteryzuja sie stosunkowo wysokimi rozpuszczalnosciami.

Roztwory AA” do badar przygotowywano przez umieszczenie w reaktorkach mieszaniny
odpowiednich kwaséw 1-aminoalkilofosfonowe i wody w ilosciach zestawionych w Tabeli 4-
17. Suspensje ogrzewano do 80°C przy mieszaniu do rozpuszczenia (okoto 1 h), po czym

pozostawiano do powolnego ostygniecia do 30°C.

Tabela 4-17. Przygotowanie mieszanin do badan nad wptywem czasu krystalizacji na
stezenie roztworu nasyconego AA” (nawazki AA)

Gly° Ala® val Mala®
Gly? H,0 Ala’ H,0 val® H,0 Mala® H,0
Mol [111] [125] [153] [139]
Stez. AA"® | g 54m 0,8 M 03 M 0,1M
mg/ml’ 60,mg | 1ml | 100mg | 1ml 46 mg 1ml 14 mg 1ml
mg/ml’ 75 mg 125 mg 58 mg 18 mg
Osad’® +++ + + ++

o wstepnie wyznaczona rozpuszczalnosé AA";

* masa wyliczona na podstawie rozpuszczalnosci AA";

“masa AA” odwazona (rozp. x 1,25);

“masa osadu wykrystalizowanego podczas ekspozycji 24h roztworéw AA®: +++” duza; ,+” widoczne krysztaty

Z roztwordéw pobierano w odpowiednich odstepach czasu (24 h, 48 h, 72 h, 120 h) prébki, w
ktorych oznaczano AA® na drodze miareczkowania potencjometrycznego.

Wyniki oznaczen zestawiono w Tabeli 4-18.
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Tabela 4-18. Przeprowadzenie badan nad wyznaczaniem wptywu czasu krystalizacji na
stezenie nasyconego roztworu AAP

AAP Gly° Ala® val® Mala®
ppm 10,8 ppm 13,8 ppm 12,30 ppm 16,4 ppm
Czas Stezenie [M]”

oh" 0,90 1,50 0,45 0,12
24 h 0,59 0,90 0,26 0,084
48 h 0,56 0,87 0,25 0,083
72 h 0,57 0,86 0,24 0,082
120 h 0,56 0,87 0,25 0,082

al P . . .
AA" oznaczano za pomocg metody miareczkowania potencjometrycznego;
b/ . . . Iy o
poczatkowe stezenie aminokwasu (1,25 x rozpuszczalno$¢ w 25°C)

Dodatkowo, dla ilustracji przebiegu krystalizacji za pomocg P NMR, w odpowiednich
odstepach czasu (24 h, 48, 72 h, 120 h) przyrzadzono mieszaniny ztozone z prébek AA”i

wzorca (MPA) wg klucza przedstawionego w Tabeli 4-19.

Tabela 4-19. Przeprowadzenie badan nad wyznaczaniem wptywu czasu krystalizacji na
stezenie AA"— przygotowanie roztworu do analizy 31p NMR

Sktadniki mieszaniny do badan w *'P NMR
Sktadniki Kwasy fosfonowe Inne
mieszaniny MPA P P P P KOH EDTA
1M Gly Ala Val Mala 2.5 M" 0,02M
Objetosci 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,05 ml

*/ Roztwor zawierat 0,25 mmola KOH w objetosci 0,5ml prébki

Dla kazdego czasu ekspozycji dla odpowiedniej mieszaniny rejestrowano widmo 31p NMR.
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4.2.1.3.1.2. WYZNACZANIE ROZPUSZCZALNOSCI AA” METODA KRYSTALIZACYINA

krystalizacyjna

Tabela 4-20. Przeprowadzenie badar nad wyznaczaniem rozpuszczalnosci AA” metoda

b Gly" Ala" Hal® Nval’ val’
AA" [mmol]
[mMM=111 mg] [MM=125 mg] [mMM=139 mg] [mMM=153 mg] [mMM=153 mg]
Stezenie”® 0,6 M 0,9 M 1,0M 0,6 M 02 M
m; 111 mgx0,6 M 125 mgx0,9 M 139 mgx1 M 153 mgx0,6 M 153 mgx0,2 M
[mg/lml]/b =67 mg =113 mg =139 mg =92 mg =92 mg
myx1,25" 83 mg 156 mg 173 mg 115 mg 68 mg
Probki G1 G2 Al A2 H1 H2 Nv1 Nv2 Vi V2
AAP/l,O ml’® mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
Odwazki 76 78 114 128 150 154 114 114 70 70
Efekt’® - - - - - - - + +
Dodano”" 22 30 26 14 30 35 26 28 - -
tacznamasa | 54 140 | 142 180 | 189 | 140 | 142 70 70
préobki AA

b/
c/

o Orientacyjne stezenia molowe nasyconych roztworéw AA’:
Gly"-0,55 M, Ala"=0,83 M;Hal’= 0,96 M; Nval’= 0,6 M; Val’=0,2 M;
m,= AA° rozpuszczony w 1 ml nasyconego roztworu;
m,= nawazka AA” do nasycenia 1,0 ml z 25% nadmiarem;
Y Prébki AA": G1, G2,...etc. nawazki Gly” (1) i GIy’(2), ..., etc.;
e/ . . . . . ” o

Zaobserwowano pojawienie sie krysztatow/fazy statej w roztworze: ,+”, nie zaobserwowano: ,-,,;

7w przypadku niewystapienia przesycenia dodano kolejna nawazke AA"

Tabela 4-21. Przeprowadzenie badan nad wyznaczaniem

rozpuszczalnosci AAP metoda
krystalizacyjna

AA° Nleu” lleu" Leu’ Tleu” Met
[mmol] 167 mg 167 mg 167 mg 167 mg 185 mg
Stezenie/a 0,2M 0,12 M 0,12 M 0,1M 0,1M
m; 167 mgx0,2 M 167 mgx0,12 M 167 mgx0,12 M 167 mgx0,10 M 185 mgx0,10 M
[mg/lml]/b =33,4mg =20,0 mg =20,0 mg =16,7 mg =18,5mg
m,;x1,25/" 42,0 mg 25,0 mg 25,0 mg 21mg 23,0 mg
Prébki Nlel Nle2 llel lle2 Leul Leu2 TI1 TI2 Metl Met2
AAP/l,O ml® mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
Odwazki 45 47 26 28 27 25 23 21 23 25
Efekt’® + + + + + + + + + +
Dodano” - - - - - - - - - -
tztr:;r;iin;aAspa 45 47 26 28 27 25 23 21 23 25
o Orientacyjne stezenia molowe nasyconych roztworéow AA":
Nleu"=0,2M; lleu’=0,12M; Leu’=0,12 M; Tleu"=0,1 M; Met"=0,1 M;
b/m1= AA° rozpuszczony w 1 ml nasyconego roztworu;
o m,= nawazka AA" do nasycenia 1,0 ml z 25% nadmiarem;
¥ probki AA™: Nlel, Nle2,... Met1, Met2, etc. nawazki Nleu” (1)i Nleu® (2), ..., etc;

¢/ Zaobserwowano pojawienie sie krysztatéw/fazy statej w roztworze: ,+”, nie zaobserwowano: ,,-,.;
f/ . L . . . p
W przypadku niewystgpienia przesycenia dodano kolejng nawazke AA
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4.2.1.3.1.3. WYZNACZANIE ROZPUSZCZALNOSCI II- | 1I-RZEDOWYCH AMINOKWASOW
FOSFONOWYCH

Do mini-reaktorka (Rys. 4-1.) wprowadzano 1 ml wody, dodawano porcje (ok. 100 mg)
badanego aminokwasu fosfonowego (Tab. 4-22.). Reaktorek umieszczano na mieszadle
magnetycznym wyposazonym w termostatowang taznie wodng, i suspensje mieszano w
temperaturze 80°C przez okres do 0,5 h. Po tym okresie, reaktorek wyjmowano z tazni i przez

okres 3 h pozostawiano w temperaturze pokojowej. W przypadku braku pojawienia sie

krysztatéw aminokwasu operacje powtarzano, dodajac porcje 5-20 mg AA°.

Tabela 4-22. Przeprowadzenie badan nad wyznaczaniem rozpuszczalnosci ll- i lll-rzedowych
AA"
0 g9 Me O
H2N+ﬁﬁ?y’(o“)z Me= NG ~POH), Me:N—cH:—IFL(OH)2 Et—N—(lz—IIDI(OH)2
AP 2 Et Me IIEt H I\I/Ie
3-Hala® Me-Hala’ Me,-Hala" Et-Mala’
Porcje AA"? Dodaano/ Efekt’® Dodaano/ Efekt’® Dodaano/ Efekt’® Dodaano/ Efekt’®
1 100 mg + 100 mg + 200 mg + 100 mg +
2 100 mg + 100 mg + 200 mg + 20 mg +
3 100 mg + 50 mg + 200 mg + 10 mg +
4 100 mg + 20 mg + 100 mg + 5mg +
5 20 mg + 10 mg + 100 mg + 5mg -
6 10 mg + 5mg - 50 mg +
7 5mg - 50 mg +
8 50 mg +
9 50 mg +
10 5mg +
Stezenie ~30% ~22% >50% ~12%
[

a/Kolejne porcje dodawanego AAP;
Y/ Efekt: »+’ —homogenizacja; ,-, brak homogenizacji, obecnosc fazy statej;
C/Przybliione stezenie procentowe
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4.2.1.3.2. METODA SONIKACYJNA

4.2.1.3.2.1. BADANIA OPTYMALIZACYJNE

4.2.1.3.2.1.1. WPLYW CZASU SONIKACJI SUSPENSJI AA®-H,0 NA ROZPUSZCZALNOSC
AMINOKWASOW

Prébki Nleu®, o masach ok. 20-30 mg, odwazono do mini-reaktorkéw (Screw-top V-vials:
Aldrich Z115061-1ml), dodano wode (0,5 ml) (Tab. 4-19.), umieszczono dodatkowo dipol
magnetyczny (spinvane - Aldrich Z115169), i po szczelnym zamknieciu/zakreceniu mini-
reaktorki umieszczono w tazni ultradzwiekowej. Sonikacje przeprowadzono przez 2 h w
temperaturze 25-30°C. Ze wzgledu na rozgrzewanie wody w fazni podczas sonikaciji,
zachodzita potrzeba zewnetrznego chtodzenia (torebka foliowa z lodem). Reaktorki
wyjmowano z tazni po czasie sonikacji zestawionych w Tabeli 4-23., roztwory/suspensje
Nleu” przenoszono do probéwek Oppendorfa i poddawano odwirowaniu. Supernatant (0,1

ml) poddano potencjometrycznemu miareczkowaniu z udziatem mianowanego roztworu 1 M

KOH.

Tabela 4-23. Wptyw czasu sonikacji na rozpuszczalnosé Nleu”

Czas
L 0,1h 0,5h 1h 2h
sonikacji
Probki N 11 N 12 N 21 N 22 N 31 N 32 N 41 N 42
mg 29 27 28 27 27 26 29 26
Dodana
0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
woda

Wyniki oznaczen zestawiono w Tabeli 3-9.

4.2.1.3.2.1.2. WPLYW ETAPU MIESZANIA SUSPENSJI AA®-H,0 PO SONIKACJI NA
ROZPUSZCZALNOSC AMINOKWASOW

Probki Nleu?, o masach ok. 20-30 mg, odwazano do mini-reaktorkéw (Screw-top V-vials:
Aldrich Z115061-1ml), dodawano wode (0,5ml) (Tab. 4-23.), umieszczano dodatkowo dipol
magnetyczny (spinvane - Aldrich Z115169), i po szczelnym zamknieciu/zakreceniu mini-

reaktorki umieszczano w fazni ultradZzwiekowej. Sonikacje przeprowadzano przez 0,5 h w
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temperaturze 25-30°C. Reaktorki wyjmowano z taZni umieszczano na mieszadle
magnetycznym wyposazonym w termostatowang faznie wodng i mieszano przez okres
wskazany w Tabeli 4-24. Odpowiednie roztwory/suspensje Nleu® przenoszono do probéwek
Oppendorfa i poddawano odwirowaniu. Supernatant (0,1 ml) poddawano

potencjometrycznemu miareczkowaniu z udziatem mianowanego roztworu 1 M KOH.

Tabela 4-24. Wptyw czasu mieszania suspensji Nleu’-H,0 dla 0,5 h - sonikacji na
rozpuszczalnoéé Nleu”

Czas 0,5h 1h 2h 3h
mieszania

Probki’® N11 N12 N 21 N 22 N 31 N 32 N 41 N 42
mg 27 29 27 33 32 25 29 29
Dodana 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
woda

Wyniki oznaczen przedstawiono w Tabeli 3-10.

4.2.1.1.3.2.2. WYZNACZANIE ROZPUSZCZALNOSCI AMINOKWASOW METODA
SONIFIKACYJNA

Do reaktorkéw odwazano kwasy 1-aminoalkilofosfonowe w ilosciach zestawionych w Tabeli

4-25., dodawano wode (1,0 ml) i przeprowadzano sonikacje (25-30°C, 0,5 h).
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Tabela 4-25.1. Przygotowanie roztwordw do badan nad wyznaczaniem rozpuszczalnosci
AAPmetoda sonikacyjna

P Gly’ Ala® Hal® Nval” val®
AA" [mmol]
[MM=111 mg] | [mMM=125mg] | [mMM=139 mg] | [mMM=153 mg] | [mMM=153 mg]
m; 111 mgx0,6 M | 125mgx0,9 M 139 mgx1 M 153 mgx0,6 M | 153 mgx0,2 M
[mg/1ml] =67 mg =113 mg =139 mg =92 mg =92 mg
[mg/g"ZS - 33,5 mg 57 mg 70 mg 46 mg 31 mg
mr;jl_,l 37 mg 63 mg 77 mg 51 mg 34 mg
Prébki G1 G2 Al A2 H1 H2 Nv1 Nv2 V1 V2
AA" /0,5 ml mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
Odwazki 44 36 64 58 75 78 55 54 37 37
Dodano* - - 14 11 14 14 - - - -
Ogolnie 44 36 75 69 89 92 55 54 37 37

P
my - AA" rozpuszczony w 1 ml nasyconego roztworu;

P
m, - AA" rozpuszczony w 0,5 ml nasyconego roztworu;

m; - nawazka AA” do nasycenia 0,5 ml z 10% nadmiarem

Prébki AA": G1, G2,...etc. nawazki Gly® (1) i Gly’(2), ..., etc.

Orientacyjne stezenia molowe nasyconych roztworéw AA’:

Gly"- 0,55 M, Ala"- 0,83 M; Hal”- 0,96 M; Nval”- 0,6 M; Val’ - 0,2 M

*W przypadku niewystgpienia przesycenia dodano kolejng nawazke AA°

Tabela 4-25.2. Przygotowanie roztworéw do badar nad wyznaczaniem rozpuszczalnosci AA”
metodga sonikacyjng

b Leu” e Nleu® Tleu® Met”
AA" [mmol]
[mMM=167 mg] [mMM=167 mg] | [MM=167 mg] | [mMM=167 mg] | [mMM=185 mg]
m, 167 mgxoim | &7 ml\ﬁxo’B 167 mlglxo,21 167 mgx0,1 M | 185 mgx0,1 M
[mg/1ml] =16,7mg =22 mg - 35mg =16,7 mg =18,5mg
m;
[mg/0,5 8,5 mg 11 mg 17,5 mg 8 mg/4 9mg
ml]
ms= 9,5mg 12 mg 19 mg 9,5mg 9,9 mg
m,x1,1 /10 /13 /21 /10 /11
Probki L1 L2 11 12 NI1 NI2 TI1 TI2 M1 M2
AA® /0,5 ml 16 16 14 14 24 27 13 15 16 14

P
m; - AA" rozpuszczony w 1 ml nasyconego roztworu;

p
m, - AA" rozpuszczony w 0,5 ml nasyconego roztworu;

m; - nawazka AA” do nasycenia 0,5 ml z 10% nadmiarem;

Probki AA®: L1, L2,...etc. nawazki Leup(#l) i LeuP(#Z), ..., etc.
Orientacyjne stezenia molowe nasyconych roztworow AA":
Leu”-0,12 M; Ile” - 0,12 M; Nleu” - 0,2 M; Tleu’ - 0,1 M; Met’ - 0,1 M

Wyniki oznaczen przedstawiono w Tabeli 3-11.
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4.2.1.1.4.WYZNACZANIE ROZPUSZCZALNOSCI AMINOKWASOW AA” W UKEADACH

AA’-H,0-ROH
Do zaopatrzonych w dipole magnetyczne reaktorkdw odwazono kwasy 1-
aminoalkilofosfonowe w ilosciach zestawionych w Tabeli 4-26., dodano odpowiedni roztwoér
iPrOH-H,0 (1,0 ml) i mieszaniny suspendowano w taZzni ultradZwiekowej w temp. 25-30°C w
czasie 0,5 h. Suspensje mieszano w temperaturze ok. 30°C w czasie 1 h, po czym

przenoszono do probéwek Oppendorfa i odwirowywano. Po odwirowaniu probdéwki

termostatowano w temp. 25°C w czasie 48 h i poddawano analizie.

Tabela 4-26. Przygotowanie suspensji do badan rozpuszczalnosci AAP w ukfadach

AAP-H,0-iPrOH

AAP Gly Ala” Hala" Nval® val®
[milimol] [111 mg] [125 mg] [139 mg] [92 mg] [30mg]
P
Rozp. AA 0,6 M 0,9 M 1M 0,6 M 0,2 M
w H,0
Rozp. AA’ 111mgx0,6 M 125mgx0,9 M 139mgx1 M 153mgx0,6 M | 153mgx0,2 M
[mg/ml] =67 mg =113mg =139mg =92mg =31mg
iPrOH-HZO/a Prébki AA"/1ml roztworu iPrOH-H,0
10:90 Gly? Ala® Hala" Nval” val®
G11 | G12 | A1l | A12 | H11 | H12 | Nvi1 | Nv12 | vil | v12
(1 ml) 70 73 116 | 116 | 138 | 140 | 91 91 42 37
5575 G2 [30 mg] A2 [50 mg] H2 [60 mg] Nv2 [40 mg] V2 [20mg]
G21 | G22 | A21 | A22 | H21 | H22 | Nw21 | Nv22 | v21 | v22
(1 mi) 43 41 65 69 70 71 52 53 31 29
£0:50 G3 [11 mg] A3 [13 mg] H3 [14 mg] Nv3 [10 mg] V3 [10mg]
G31 | G32 | A31 | A32 | H31 | H32 | Nv31 | Nv32 | V31 | V32
(1 mi) 27 29 34 34 39 42 33 29 20 20
76:25 G4 [11 mg] A4 [13 mg] H4 [14 mg] Nv4 [10 mg] V4 [10mg]
G4l | G42 | A4l | A42 | H41 | H42 | Nval | Nv42 | val | va
(1 ml) 14 17 21 22 19 18 23 20 13 14

aI/Odpowiednie uktady woda-izopropanol otrzymano przez zmieszanie obu rozpuszczalnikéw w podanych
stosunkach objetosciowych
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4.2.1.1.5. 0ZNACZANIE STEZEN KWASOW 1-AMINOALKILOFOSFONOWYCH W UKtADACH
AAP-H,0-iPrOH

Do wyznaczenia stezed kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych w uktadach AAP-H,0-iPrOH

zastosowano metode *'P-NMR-owa.

Zasada metody

Metoda polega na sporzadzeniu roztworu do analizy przez zmieszanie w odpowiednim
stosunku objetosciowym roztworu AA” o  nieznanym stezeniu (do oznaczenia) i
mianowanego roztworu standardu. Wz6r do wyznaczania stezenia aminokwasu na
podstawie widma >'P NMR mieszaniny AA” (o nieznanym stezeniu) i standardu (o znanym

stezeniu) (Réwnanie 4-1.) wyprowadzono w rozdziale Badania Wtasne (Tab. 3-7.).

Réwnanie 4-1. Algorytm do wyliczania stezenia AA” z pomiaréw *'P-NMR-owych

Cor XK X RA pp Vgr

Canp= X
RAg;

Cst - stezenie standardu (MPA, K;POy,);

CAup - stezenie standardu AA;

RAsr - powierzchnia wzgledna sygnatu *'P standardu (MPA, K;PO,);

RAaap - powierzchnia wzgledna sygnatu *'P aminokwasu (AA®);

k - stosunek powierzchnia wzglednej sygnatu *'P standardu do powierzchni wzglednej sygnatu *'P
aminokwasu dla rownomolowych stezen standardu i aminokwasu w prdébce;

Vst/Vaar - Stosunek objetosci roztworu standardu i objetosci roztworu aminokwasu w prébce NMR.

W charakterze standardu wykorzystano 0,56 M roztwdr kwasu metylofosfonowego (MPA).
Przygotowanie roztworéw do analizy przeprowadzono przez zmieszanie roztworéw AA’
nasyconych w odpowiednim ukfadzie iPrOH-H,0, dodanie roztworéw KOH 10 M, EDTA 0,02

M i D,0 dla ,lock’u” w proporcjach zestawionych w Tabeli 4-27.
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Tabela 4-27. Przygotowanie roztworéw do analizy 3P NMR

_ MPA EDTA
_ | iPrOH- N 5 - - » | KOH
Ri n | AAMiE | VP 056 | Gl | Al Hal val 0,02 | D,0
H,0 " om |

R1 | 10:90 | (AA"12) | ml | 0,050 | 0,050 | 0,050 | 0,050 | 0,100 | 0,10 | 0,050 | 0,050

)
R2 | 25:75 | (AA"22) | ml | 0,050 | 0,050 | 0,050 | 0,050 | 0,100 | 0,10 | 0,050 | 0,050
R3 | 50:50 | (AA"32) | ml | 0,050 | 0,100 | 0,100 | 0,100 | 0,100 | 0,10 | 0,050 | 0,050

R4 | 75:25 | (AA"42) | ml | 0,050 | 0,100 | 0,100 | 0,100 | 0,100 | 0,10 | 0,050 | 0,050

el iPrOH-H,0 (v/v); /b/objetoéci pobieranych probek odmierzano strzykawka Hamiltona poj. 0,100 ml

Wyniki badan, w postaci numerycznego zapisu widm *'P NMR analizowanych mieszanin

MPA-AA® (MPA + Gly’ + Ala” + Hal’ + val®), przedstawiono w Tabeli 4-28.

Tabela 4-28. Analiza widm *'P NMR uktadéw AA*-iPrOH-H,0

iPrOH AA®? Ald” Hala" val’ MPA Gly’ Pi’®
ppm 22,27 21,68 21,12 20,62 19,23 5,56
10% RA 33,35 39,71 15,38 48,67 12,90 1
RAmap/RAAvp 0,685 0,816 0,316 1 0,265
AA° Ala" Hala® val® MPA Gly* Pi
)55 ppm 22,28 21,68 21,12 20,54 19,25 5,56
) RA 15,52 18,25 10,26 52,35 10,01 1
RAaap/RAwpa 0,296 0,349 0,196 1 0,191
AAP Ala® Hala" val® MPA Gly° Pi
S0% ppm 22,32 21,70 21,11 20,57 19,30 5,79
) RA 9,27 11,66 3,05 59,58 4,75 1
RAmap/RAwpa 0,156 0,200 0,051 1 0,080
AAP Ala® Hala" val® MPA Gly Pi
ppm 22,33 21,70 21,11 20,57 19,30 5,79
75% RA 1,32 2,70 - 71,85 0,533 1
RAmap/RAwpa 0,018 0,038 <0,01° 1 0,007

a/roztwory mieszanin MPA-AA" alkalizowano do pH ok. 10;
b/dodatkowy standard do umieszczania skali przesunie¢ AA;
o powierzchnie Val’ oszacowano

Wyliczenia rozpuszczalnosci AA” w 5-sktadnikowych uktadach MPA-AAP(Gly’/Ala’/Hala®/
Val®)-H,0-iPrOH opisanych w Tabeli 4-28., w oparciu o algorytm opisany za pomoca

Réwnania 4-1., zestawiono w Tabeli 4-29.
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Tabela 4-29. Wyznaczanie rozpuszczalnoéci AA” w 5-sktadnikowych uktadach AA"-H,0-iPrOH

Cor XK X RA Vgr
Canp™ X
RAST VAAP
AAP MPA Gly° Ala® Hala" Val®
ppm 20,62 19,23 22,27 21,68 21,12
Csr 0,56 M
AAF Vst/Vanp 1 1 1 1 2
Wsp. |k 1 1,27 1,31 1,08 0,94
Corx k 0,711 0,734 0,588 0,526
Cor X K X Vsr/Vanp 0,711 0,734 0,588 0,263
iProH | AA° MPA Gly° Ala® Hala" Val®
10% RAnap/RArup 0,265 0,685 0,816 0,316
Cor % k X Vsr/Vanp 0,711 0,734 0,588 0,263
" M) 0,188 M 0,503 M 0,480 M 0,083 M
iProH | AA° MPA Gly° Ala® Hala" Val®
25% R= RAasp/RAamp 0,191 0,296 0,349 0,196
Csr % k X Vr/Vanp 0,711 0,734 0,588 0,263
c"?IM] 0,136 M 0,217 M 0,205 M 0,051 M
iProH | AA° MPA Gly° Ala® Hala" Val®
50% R= RAnap/RArvp 0,080 0,156 0,200 0,051
Cor % k X Vsr/Vanp 0,711 0,734 0,588 0,263
M) 0,057 M 0,115 M 0,118 M 0,013 M
iPrOH | AA° MPA Gly? Ala® Hala’ val®
75% R= RAanp/RAaup 0,007 0,018 0,038 <0,01"
Cor % K X Vsr/Vanp 0,711 0,734 0,588 0,263
M) 0,005 M 0,013 M 0,022 M 0,003 M

k — wspdtczynnik korelacyjny powierzchni sygnatéw *'P widma *'P NMR dla pary AA"-MPA;

/b/

powierzchnie Val® oszacowano
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4.2.2. WIDMA ABSORPCYJNE KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH
4.2.2.1. SPEKTROSKOPIA UV I IR
4.2.2.1.1. ANALIZA W UV

W badaniach wykorzystano uniwersalny spektrometr Spektrometr UV-VIS JASCO V-550 (Rys.
4-2.) 3%,

Rysunek 4-2. Spektrofotometr UV-VIS V-550 Jasco

Jasco V-550 to uniwersalny, dwuwigzkowy spektrofotometr UV-VIS pracujacy w zakresie
dtugosci fal od 190 do 1100 nm, ze stafg szczeling 1,5 nm.
Podstawowe dane techniczne:

zakres dtugosci falowej: 190-1100 nm;

e powtarzalnosé¢ dt. fali: 0,1 nm;

e doktadnos¢ dtugosci falowej: 0,2 nm (przy 656,1 nm);
o szerokos¢ spektralna: 1,5 nm;

e szybkos¢ skanowania: 10-8000 nm/min;

e Swiatto rozproszone: 0,02 % przy 340 nm.

Roztwory AA® do badar UV

0,1 M wodne roztwory 1l-aminoalkilofosfonowych (Gly°, 3-Hala") otrzymano przez
rozpuszczenie 0,5 mmoli aminokwaséw (Gly’: 65 mg, 3-Hala’: 70 mg) w kolbkach miarowych
(5 ml).

0,001 M wodne roztwory kwasow 1-aminoaralalkilofosfonowych w 0,1 M NaOH i 0,1 M HCI
otrzymano przez rozcienczenie w stosunku 1:10 roztworéw 0,01 M otrzymanych wg.

procedury zamieszczonej w Tabeli 4-30.
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Tabela 4-30. Roztwory 0,01 M AA” w 0,1 M KOH i w 0,1 M HCI

Roztwory 0,01 M AA” w 0,1M KOH Roztwory 0,01 M AA” w 0,1 M HCI
AA° Pgly’ 0,N-Pgly” 1-NphPgly® Pgly’ 0,N-Pgly” 1-NphPgly®
AA” [MM] [187] [232,1] [238] [187] [232,1] [238]
/0,1 mmol /18,7 mg /23,2 mg /23,8 mg /18,7 mg /23,2 mg /23,8 mg
0,1 M KOH 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
0,1 M HCl 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
4.2.2.1.2. ANALIZA W PODCZERWIENI

W badaniach wykorzystano uniwersalny spektrometr firmy Jasco seria 6000 z przystawka

mikroskopowa Irtron-p (Rys. 4-3.) 344,

Rysunek 4-3. Spektrometr JASCO FT/IR serii 6000

Podstawowe dane techniczne:

rozdzielczos¢ 0,07 cm'l;

stosunek sygnatu do szumu 50000:1;
zrédto  Swiatta: FT/IR 6000 wykorzystuje ceramiczne zrddto $wiatta o wysokiej
intensywnosci (temperatura pracy 1350°C) oraz emisji o charakterystyce ciata czarnego;
optyka: wigzka ze Zrdédta Swiatta jest kierowana poprzez zwierciadto paraboliczne
bezposrednio na interferometr, funkcja Rapid Scan pozwala na uzyskanie 20 widm w
ciggu sekundy;

interferometr Michelsona pracujacy pod katem 28°,

interferometr: kompaktowy

zamontowany wraz z optyka KBr w obudowie termostatowanej;
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e detektor: izolowany termicznie detektor DLATGS oraz eliptyczne zwierciadto skupiajace;

e przystawka mikroskopowa Irtron-u do spektrometréw Jasco FTIR.

Procedura przygotowania prébek do pomiaréw na spektrometrze FTIR

[1] Proszek bromku potasu przechowywano w suszarce w temperaturze 50°C aby zapobiec
jego zawilgoceniu. Krysztaty KBr sg nieaktywne w zakresie podczerwieni (do 400 cm'l),
wigzka promieniowania oddziatuje jedynie z czgsteczkami badanej substanciji.

[2] Badang prébke mieszano z bromkiem potasu w proporcji 0,1% - 2% prébki w stosunku do
KBr. Aby uzyska¢ doktadne wymieszanie stosowano mozdzierz agatowy w ktérym poprzez
ucieranie uzyskano jednorodne rozprowadzenie oznaczanej substancji.

[3] Mieszanine: suchego, sproszkowanego KBr (ok. 150 mg) z zawiesing badanego zwigzku
(ok. 2 mg), prasowano pod cisnieniem (z uzyciem tabletkarki firmy Specac z odsysaniem

powietrza) tworzac krystaliczne pastylki o grubosci utamka milimetra (Rys. 4-4.).

Rysunek 4-4. Etapy procedury przygotowania prébek do pomiaréw na spektrometrze FTIR
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4.2.2.2. SPEKTROSKOPIA NMR
4.2.2.2.1. SPEKTROSKOPIA 3'P-NMR

Przygotowanie roztworéw
e 2,5 M roztwdr kwasu chlorowodorowego
Do kolby miarowej (50 ml) wlano 12,5 ml 10 M roztwér kwasu solnego (125 mmola), i

uzupetniono do objetosci 50 ml woda.

e 2,5 M roztwdr wodorotlenku potasowego
Do kolby stozkowej (50 ml) odwazono KOH 7,0 g (0,125 mmola), dolewano wody 25 ml, i po
ostygnieciu, przeniesiono roztwdér do kolby miarowej (50 ml). Roztwdr rozcienczono do

kreski.

e 2,5 M roztwér buforowy octan/kwas octowy
Do kolby stozkowej (50 ml) odwazono KOH 7,0 g (0,125 mmola), dolano wody 25 ml, i po
rozpuszczeniu dodano kwas octowy (125 mmole, 7,5 g). Po ostygnieciu przeniesiono roztwor

do kolby miarowej (50 ml) i rozcienczono wodg do kreski miarowe;.

Do rejestracji widm uzywano wodne roztwory AA” o stezeniach 0,2 M do 0,4 M, otrzymane
przez rozpuszczenie 0,1 do 0,2 mmola AA" w 0,6 ml roztworu, otrzymanego przez

zmieszanie 0,4 ml wyjsciowych 2,5 M roztwordéw (HCI, KOH, bufor) (Tab. 4-31.).

Tabela 4-31. Przygotowanie wyjsciowych roztwordw do rejestracji widm 3P NMR

2 M HClI (D) 2 M AcONa/AcOH (D) 2 M KOH (D)
HCl D,0 EDTA Bufor D,0 EDTA KOH D,0 EDTA
2,5M 0,02M |2,5M 0,02M |2,5M 0,02 M
0,4 ml 0,05 ml 0,05 ml 0,4 ml 0,05 ml 0,05 ml 0,4 ml 0,05 ml 0,05 ml
0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

2 M HCI (D), 2 M AcONa/AcOH (D) i 2 M KOH (D) —roztwory zawierajgce 10% D,0O —dla ,locku”

Do wyznaczenia przesunie¢ chemicznych badanych kwaséw aminoalkilofosfonowych (Tab.
3-16.) wykorzystano roztwory zawierajgce dwa wzorce wewnetrzne — kwas metylo-

fosfonowy (MPA) i kwas/sél kwasu fosforowego (Tab. 4-32.).
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Tabela 4-32. Przygotowanie wyjsciowych roztwordw ze wzorcami do rejestracji widm 3P NMR

2 M* HCI 2 M* AcONa/AcOH 2 M* KOH
HCI (D) MPA KH,PO, | Bufor(D) MPA KH,PO, | KOH (D) MPA KH,PO,
2,0M [96,1] [136,1] 2,0M [96,1] [136,1] 2,0M [96,1] [136,1]
0,05do | 0,05 do 0,05 do 0,05 do 0,05 do 0,05 do
0,5 ml 0,1 0,1 0,5 ml 0,1 0,1 0,5 ml 0,1 0,1
mmola mmola mmola mmola mmola mmola

Sktad roztworéw wykorzystanych do rejestracji widm 3P NMR w trybie z odsprzeganiem

oddziatywan P-H (PD) i bez odsprzegania (NPD) przedstawione sg w Tabeli 4-33.

Tabela 4-33. Przygotowanie roztworu do widm >'P NMR mieszaniny kwasu metylo-
fosfonowego (MPA), fosfonoglicyny (Gly") i fosforanu w 1,0 M KOH (D,0) w trybie z
odsprzeganiem (PD) i bez odsprzegania (NPD)

Zwigzki fosforu 2,0 M KOH
MPA Gly° KH,PO, 2,4 M KOH 0,02 M D,0
[96,1] [111,1] [136,1] EDTA
0,0104 g 0,0120 g 0,0130 g 0,4 ml 0,05 ml 0,05 ml
0,108 mmoli 0,108 mmoli 0,096 mmoli
4.2.2.2.2. SPEKTROSKOPIA 'H-NMR | *C-NMR

Roztwory kwaséw fosfonowych w uktadzie TFA-CDCl; otrzymano przez rozpuszczenie 0,2
mmola kwasu fosfonowego AA” (Tab. 4-34.) w 0,6 ml TFA i rozcieficzenie roztworu z 0,4 ml

CDCls.

Tabela 4-34. Przygotowanie roztworéw kwaséw fosfonowych w TFA-CDCl3

Kwas i KwPasy Fosfonowe i i i
MPA Gly Ala 2-Ala 3-Hala 4-Nval
Masa Molowa 96,1 1111 125 125,1 139,1 153,1
loéé mg’® 21 21 25 25 27 30
mmoli’® 0,22 0,19 0,20 0,20 0,19 0,195

10,5 mg; * £0,005 mmola

Roztwory kwasdw fosfonowych w D,O otrzymano przez rozpuszczenie 0,2 mmola kwasu

fosfonowego AA” w 0,5 ml D,0 (99,9 % D) (Tab. 4-35.).
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Tabela 4-35. Przygotowanie roztworow kwaséw fosfonowych w D,0

Kwasy Fosfonowe
Kwas P P P P P
MPA Gly Ala 2-Ala 3-Hala 4-Nval
Masa Molowa 96,1 111,1 125 125,1 139,1 153,1
o6 mg’® 20 21 24 26 28 29
mmoli’”® 0,21 0,19 0,19 0,21 0,20 0,19

2/ +0,5 mg; * +0,005 mmola

Roztwory kwaséw fosfonowych w uktadzie H,0-D,0 (9:1) otrzymano przez rozpuszczenie 0,2
mmola kwasu fosfonowego AA” w 0,6 ml H,0-D,0 (9:1) (Tab. 4-36.).

Tabela 4-36. Przygotowanie roztworéw kwaséw fosfonowych w H,0-D,0 (9:1)

Kwasy Fosfonowe
Kwas 3 P 3 P 3
MPA Gly Ala 2-Ala 3-Hala 4-Nval
Masa Molowa 96,1 1111 125 125,1 139,1 153,1
loéé mg’® 19 22 26 24 29 29
mmoli’® 0,20 0,20 0,21 0,19 0,21 0,19

2/ 40,5 mg; * +0,005 mmola
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4.2.3. BADANIA TERMOGRAWIMETRYCZNE KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH

Do badan termograwimetrycznych kwaséw aminoalkilofosfonowych wykorzystano aparat
Hi-Res TGA 2950 Thermogravimetric Analyzer firmy TA Instruments.

Krzywe TGA zostaty zarejestrowane w Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
w todzi, Polskiej Akademii Nauk (operator: Sylwia Gmach).

Analizer TGA 2950 przedstawiony jest na Rysunku 4-5.

Rysunek 4-5. Analizer termo grawimetryczny (TGA)

Balance
purge

Furnace
housing

Sample
pan

Furnace

Furnace
purge

Thermocouple

Rys. 4-5.1. Typowy analizer TGA Rys. 4-5.2. Schemat sektora pieca analiz era TGA 2950
[http://pl.wikipedia.org/w/index.php] **! [http://www.tainst.comTA-023B] ¢!

Rejestracja masy l

Wplyw |
gazu

~ tacznik |
gazoszczelny —*

[ Probka | 1

3] |
Temperatura probki l_, ‘ﬁgrf-f'

b

[ Eiee:

Programator rezimu temperaturowego l<‘,:

Rys. 4-5.3. Schemat ideowy dziatania termowagi analizera TGA

[http://laboratoria.net/pl/artykul/ chemia—anaIityczna/15901.htmI.][W]
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Cechy analizera TGA 295083471,

pionowy system wagowy o pojemnosci 1,5 mg, czutosci 0,1 mg;

zakresie rezimu temperaturowego od temp. pokojowej do 1000°C;

pojedyncza termopara umieszczona blisko prébki dla kontroli pieca i monitorowania
temperatury prébki;

horyzontalny system przeptukiwania gazem, zapewnia szybkie usuniecie produktow
termolizy prébki zwigzku eliminujgc przebieg niepozadanych reakcji rekombinacji, dzieki
czemu nie obserwuje sie poszerzenia sygnatéw w eksperymentach HR;

gaz przemywajacy - gazy obojetne (N,, He, Ar), rekomendowany hel;

wysoka czuto$¢ wagi, kontrola szybkos$ci ogrzewania jest powigzana z ubytkami masy
probki, zdolnos¢ rejestracji matych zmian masy jest wazna dla optymalnych warunkéw

kontroli.

Wykorzystany analizer moze pracowaé wg. czterech trybow (HI-RESTM TGA Algorithms)

mogacych pracowac niezaleznie lub w sprzezeniu:

stata szybkos$¢ ogrzewania probki (Constant Heating Rate Mode) - konwencjonalny typ
TGA;

zmienna szybkos¢ ogrzewania probki (Dynamic Rate Mode) — np. szybkie ogrzewanie
probki w obszarach ktérych nie zachodzi termoliza;

tryb statej szybkosci reakcji (Constant Reaction Rate Mode) — zmienia temperature pieca
dla zachowania statosci wybranej szybkosci zmiany masy (%/minuta);

tryb czesciowo izotermalny (Stepwise Isothermal Mode) — ogrzewanie ze statym wzrostem
do poczatku termolizy, od tego momentu przemiana izotermalna; sekwencja nagrzewan i

izoterm jest powtarzana dla kazdej rejestrowanej zmiany masy proébki.

253



Zasada pomiaru wtasciwosci termograwimetrycznych

Pomiar wfasciwosci termograwimetrycznych polegat na rejestracji zmian masy badanej
substancji w zaleznos$ci od zmian temperatur lub uptywu czasu. Probke odwaza sie do
naczynka (1-5 mg) i umieszcza sie w piecyku, ktéry jest potaczony z termowagg. Prébke
ogrzewa sie do zadanej, monitorowanej przy pomocy termopary, temperatury. Uktad
rejestrujacy zapisuje zmiane masy wzgledem zmiany temperatury: dm/dT (lub czasu: dm/dt).
Na krzywej termograwimetrycznej wyrdznia sie obszar plateau (nie zachodzi zmiana masy)
oraz obszar, w ktérym masa sie zmienia na skutek wydzielania lotnych sktadnikéw prébki. Na
termogramie  obok krzywych TG, wykresla sie réwniez rdznicowg krzywa
termograwimetryczng (DTG), ktéra jest pierwszg pochodng krzywej TG. Na krzywej TGA
obserwuje sie ekstrema (maksima i minima), ktére odpowiadajg zmianom masy

analizowanej proébki.

4.2.4. BADANIA NAD PIROLIZA KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH
4.2.4.1. METODA BADAN

Do badan pirolizy kwaséw aminoalkilofosfonowych zostata wykorzystana technika
chromatografii gazowej z detekcjag mas, chromatograf GC-MS wyposazony byt w pirolizer (Py-
GC-MsS) 3481,

Schemat budowy aparatu przedstawia Rysunek 4-6.

Rysunek 4-6. Schemat budowy chromatografu gazowego z detektorem MS i pirolizerem
(Py-GC-MS)
e
Piraliz/er [?etek'tor MS

Dozawn-i-l:
Kolumna
chromatograficzna

Chromatograf GG Thermal Analysis System 2020 Instrument,
Shimadzu, Japan [348]
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Technika Py-GC-MS umozliwia badanie lotnych zwigzkdw chemicznych pochodzgcych
bezposrednio z pirolizy. Zwigzki mogg by¢ analizowane w statej temperaturze lub z
zaprogramowanym wzrostem temperatury pirolizy.

Badania prowadzono na chromatografie gazowym firmy Shimadzu (Japonia) model: GC-17A

[348]

zaopatrzonym w detektor selektywnosci masy . Kolumna chromatograficzna UA5-30M-

025F wykorzystywana w badaniach posiadata 30 m dtugosci, 0,25 mm $rednicy, 0,25 um

grubosci écianek, max. temperatura pracy to ok. 360°C.

Badane prébki nie byty poddawane wstepnej obrébce (np. ekstrakcji, oczyszczaniu).

Parametry badan chromatografu gazowego

Analize chromatograficzng (GC) prowadzono w nastepujacych warunkach:

e temperatura dozownika: 300°C;

e temperatura interfejsu: 300°C;

e program wzrostu temperatury kolumny: od 105°C (1 min.) nastepowat wzrost o 3°C/min

do 150°C, nastepnie wzrost o 11°C/min do 320°C (6 min.).

Catkowity czas programu temperaturowego to 37,45 min.

Rysunek 4-7. przedstawia szczegétowe dane dotyczgce stosowanej metody oznaczania

produktdow pirolizy badanych zwigzkow.

Rysunek 4-7. Program temperaturowy i warunki pracy chromatografu gazowego

) &C | & s
BEATAVer3

Sampling Time :
Injection Temp. :

Intertace Temp. :

Lontral Mode :

Inj. Part: Split/Splitlesz  Inj Heat Port: IMJ

|
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AFCA7

Program: | Oven Temp.

[
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300 T
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Carrier Ga:
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Frogram Time: 37,45 min

r~ Colurir Infarrmation
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Schemat programu temperaturowego
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Parametry badan detektora ms

Badania przeprowadzono w trybie Scan pracy derektora MS. W trybie scan wybrano zakres

szukanych mas jondw produktéw pirolizy od 33 do 350 m/z (Rys. 4-8.).

w6 & M5 |
GCMS-OPS000

Acquizition Mode I Scan - I

Detectar Woltage :  Absolute % Relative ta the Turning Fesult

Micro Scan Width: IU 0] I-I 2 ki
Interface Temp. : |3EIEI ' Threshold : |1 Qo0
Salvent Cut Time : IU M rkepval W sEC
¥ UseMS Frogram ~ Set.. GC Programm Time : 3745  min
Start Time {min} | End Time (min} Start miz End m/'z Scan Speed
1 0.00 | 3700 F3.00 350.00 00

Rysunek 4-8. Parametry programu detektora mas metody oznaczania produktéw pirolizy

Parametry badan pirolizera

Pirolize badanych zwigzkéw przeprowadzono w statej temperaturze: 400°C, przez 2 minuty.

Temperatura interfejsu ustawiono na 300°C (Rys. 4-9.).

|Single-8hot Analysis

. Pyrolyzer

™ Furnace

Pyrolysis

Pyrolysis
(°C) (min)

400 2.00

I Interface

Upper Temp.| 300 ¢

“Auto © Manual

- Accessories

" Selective Sampler

| START

. Monitor

Furnace

Interface

Rysunek 4-9. Parametry pracy oraz schemat budowy pirolizera uktadu Py-GC-MS

Po wprowadzeniu prébki do komory urzadzenia nastepowat proces pirolizy w 400°C trwajacy

2 minuty, po tym czasie prébka zostawata usuwana ze strefy grzejnej a lotne zwigzki

mieszajac sie z gazem nosnym (hel) trafiaty do kolumny chromatograficzne;.
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Reprezentatywny chromatograf Py-GC-MS, wycigg z analizy MS dominujgcego piku wraz z

identyfikacjg na podstawie biblioteki MS przedstawiono na Rysunku 4-10.

Zredukowane widmo MS produktéw pirolizy Me-Pgly” przedstawiono w Tabeli 4-37.

Rysunek 4-10. Chromatogram GC MS El lotnych produktéw tworzacych sie podczas pirolizy

Me-Pgly® i wyniki analizy MS El
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Rys. 4-10.1. Chromatogram GC MS El

Rys. 4-10.1.1. Chromatogram GC MS El — rozciag
dla czasu do 5 min.

Rys. 4-10.2. Analiza MS EI produktéw lotnych tworzacych sie podczas pirolizy Me-Pgly®
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Rys. 4-10.2.1. Widmo MS-EI produktu termo lizy
Me-Pgly® o czasie retencji 3,.001 min (3,8%)

Rys. 4-10.2.2. Widmo MS-EI produktu termo lizy
Me-Pgly® o czasie retencji 3,716 min (95,1%)
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benzaldehydu z Biblioteki widm MS
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Tabela 4-37. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy Me-Pgly” (400°C, 4 min.)

Nr GC Zredukowane widma MS-EI produktéw pirolizy Identyfikacja
Me-PegP
RT A RA m/z [%] MM Struktura
1 | 1,820 18 05 | m/z |34 34/ PH;
[%] | 100 PH;
Dane z Biblioteki m/z | 34 32 32
MS-El [%] | 100 | 32 32
2 | 2,188 10 03 |m/z |92 |91 |65 |51 |39 92/
[%] | 45 75 48 48 100 CsHs Q
Dane z Biblioteki m/z 92 91 65 51 39
MS-El (%] |78 |100 |12 |8 10
3 | 3,001 | 131 38 |m/z [106 |78 |77 |58 |38 106/
(%] [30 |15 |38 |100 |40 GHeO Q—\\
Dane z Biblioteki m/z 106 | 105 78 77 51 50 0
MS-El %] |94 |94 |18 |100 |38 |20
4 | 3,662 18 05 |m/z |51 |45 |41 |38 51
[%] | 100 |75 |90 |80
3,738 | 3458 | 951 |m/z [119 | 118 |104 |91 |77 |42 | 118/
%] |27 |70 |5 22 |35 |100 | CsHoN Q—\\
Dane z Biblioteki m/z | 119 | 118 | 103 |91 |77 |42 N—
MS-El %] | 52 100 |5 18 35 |48
s 3635 | 100,2

GC: RT - czas retencji [min];
A (Ax103) - powierzchnia sygnatu na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia sygnatu na chromatogramie;

MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny
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4.2.4.2. BADANIA NAD PIROLIZA KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH

Pomiary powtarzane byty standardowo dwukrotnie, w przypadkach analiz kontrowersyjnych

trzykrotnie. Reprezentatywne chromatogramy przedstawiono w Tabelach: 4-38. - 4-60.

Tabela 4-38. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy Gly® [400°C; 2 min]

Zredukowane widma MS-El produktéw pirolizy Identyfikacja
GC P
Nr. Gly
RT A RA m/z [%] MM Struktura
m/z| 59 | 58 | 46 | 44 cH,
1,842 | 828 | 94 O. _CH
[%] 12 17 9 100 59/ SNT 2
m/z 59 44 41 28 C,HsNO CI:H3
1 HCs _OH
0, NP2
Dane z Biblioteki [%] | 100 >2 82 22 N
MS-EI
m/z| 58 | 57 | 43 | 42 | 28 | 15 58/ \N N
[%] 32 5 70 12 28 100 | CyHgN, \
m/z 92 77 62 49 47
2,882 52 6
[%] 30 75 15 33 95
92/
2 C.H-PO MezPO
Dane z Biblioteki m/z | 92 77 61 49 47 3HsP
MS-El [%] | 60 | 95 | 10 | 25 | 20
5 | 880 | 100

GC: RT - czas retencji [min];

A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie;

RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;
MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny
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Tabela 4-39. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy t-Bu-Gly” [400°C; 2 min]

Nr. GC Zredukowane widma MS-EI produktdéw pirolizy Identyfikacja
t-Bu-GIyP
RT A RA m/z [%)] MM Struktura
1 [2059 |949 |59 m/z | 56 55 50 45 41 39 |56/
%] | 21 8 6 5 83 | 100 | CaHs
Dane z Biblioteki m/z 57 56 55 50 41 28
MS-El (%] 4 62 18 5 90 | 100
m/z | 56 55 50 41 39 A
(%] 50 20 10 | 100 | 40
m/z | 56 55 50 41 39 A~
%] | 45 19 5 100 | 30
m/z | 56 55 50 41 40 39
% | 5o | 15 | 5 | 100 | 16 | 45 :<
2 |2091 |[653 |41 m/z | 68 67 59 58 42 39 |67/
% | 1,7 | 1,9 4 100 | 41 25 | GaHsN
Dane z Biblioteki m/z 58 57 43 39 29 CsH1p
MS-EI (%] 12 4 100 | 15 45
m/z | 68 67 66 52 41 39 M
(%] 4 100 8 4 62 70 @
5 1602 | 100

GC: RT — czas retencji [min]; A (Ax103) — powierzchnia piku na chromatogramie; RA [%] — wzgledna
powierzchnia piku na chromatogramie. MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny

Tabela 4-40. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy Ala” [400°C; 2 min]

GC Zredukowane widma MS;EI produktéw pirolizy Identyfikacja
Nr. Ala
RT A | RA® m/z [%] MM Struktura
m/z | 57 56 51 45 42 | 4
1,744 | 1731 | 88 e N
[%] 10 100 11 16 55 99
m/z 57 56 42 30 28 57/ D
[%] 45 20 10 45 100 C3HyN NH
1
Dane z Biblioteki m/z >7 >6 a2 30 28 o NH
MS-EI [%] 35 26 100 15 26
m/z 58 57 43 42 28 15 58/ \
C,HgN N=N
%) | 32 5 70 | 12 | 28 | 100 | *°7 \
m/z 121 106 94 77 65 39 121/
3,131 227 12
[%] 25 38 18 18 25 100 | CgHy3N
2 Dane z Biblioteki m/z 121 120 106 93 80 65 N
MS-El [%] 75 100 10 18 10 8 =
> 1958 100

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax10°%) - powierzchnia piku na chromatogramie; RA [%] - wzgledna powierzchnia
piku na chromatogramie. MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny
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Tabela 4-41. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy Hala” [400°C; 2 min]

Nr. GC Zredukowane widma MS-EI produktdéw pirolizy Identyfikacja
Hala"
RT | A® | RA m/z [%] MM Struktura
1 m/z | 58 57 42 34 33
2,04 134 11
8 (%] 12 6 100 | 35
m/z | 58 57 43 42 29 sg/ o~
(%] 12 4 100 38 42
C4H10
m/z | 58 57 43 42 27
Dane z Biblioteki
MS-El (%] 4 4 100 38 28
m/z | 58 | 57 | 39 29 | 28 58/ D
C3H50 O
%] | 4° 10 5 38 | 100
2 m/z | 84 69 55 39
2,199 | 58 | 4,9 <:>
(%] 10 23 23 100 84/
Dane z Biblioteki m/z | 84 69 56 41 39 CeH1z
MS-El [%] | 70 22 100 68 28
3 m/z | 85 84 70 67 56 a1
2,286 | 341 | 29
(%] 2 6 40 10 18 100 85/
m/z | 85 84 70 57 56 a4 CsHyN < >NH
Dane z Biblioteki [%] 52 100 15 48 48 35
MS-El m/z | 71 70 56 55 42 70/ Q
[%] 3 30 2 33 | 100 CsHio
4 m/z | 122 | 107 91 79 65 39
2,969 | 44 | 3,7 122
(%] 27 62 81 49 29 100
5 m/z | 112 | 99 84 70 58 41
3,164 | 84 | 71
(%] 8 26 4 74 12 100
m/z | 112 | 97 83 67 55 27 =
[%] 15 5 100 5 65 58 o@\ CoHs
m/z | 112 | 97 69 54 43 26 fk
o (%] 12 | 100 95 20 90 18 0" o
Dane z Biblioteki
m/z | 113 | 112 97 69 55 a1
0,
(%] 10 54 30 100 | 10 90 CH0, | 070
m/z | 113 | 112 83 55 39 27 l_f
(%] 5 40 55 100 | 27 25 oo
6 112 | 106 91 82 70 41
3250 | 55 | 47 ™2
(%] 15 5 8,8 9,1 55 100
Dane z Biblioteki
MS-E| zebrane dla Patrz dane dla sygnatu nr. 6.
piku 5
7 3792 | 62 | 53 m/z | 110 | 94 82 67 55 41 110
’ ’ %] | 7,5 17 20 18 48 100
8 m 124 | 96 93 68 62 a4
4139 | 21 | 18 ™2 124
%] | 67 14 27 8.2 | 100 26
9 m/z | 124 | 80 68 62 55 39
4832 | 28 | 2,4 124
(%] 22 19 28 18 24 100
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Tabela 4-41. (cd.) Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy Hala” [400°C; 2 min]

Zredukowane widma MS-EI produktdéw pirolizy

NF. GC Hala” Identyfikacja
RT | A | RA m/z [%] MM Struktura
m/z | 135 | 134 | 107 | 93 | 79 63
5016 | 102 | 8,9
%] | 39 | 63 20 10 | 18 11
m/z | 135 | 134 | 118 | 91 | 58 42
O
%] | 40 | 25 5 45 | 100 | 20 ?
10 m/z | 135 | 118 | 106 | 91 | 77 | 65 135/
Dane z Biblioteki CoHysN @*H‘Q"H
MS-El %] | 18 3 100 3 22 6
m/z | 135 | 121 120 103 93 77 Q 4<
N
H
%] | 25 | 10 | 100 3 10 12
m/z | 127 | 112 | 98 83 | 711 40
11 | 5829 | 21 | 1,8 127
%] | 61 | 100 | 27 26 | 23 87
m/z | 112 | 57 | 41
12 | 6,284 | 14 | 1,2 112
[%] | 100 | 44 | 100
m/z | 135 | 134 | 120 | 107 | 93 39
6,695 | 214 | 18
%] | 50 | 19 38 16 | 18 | 100
m/z | 135 | 118 | 106 | 91 | 77 65
Orer
%] | 18 3 100 3 22 6 H
13 m/z | 135 | 121 | 120 | 103 | 93 | 77 | 135/
Dane z Biblioteki CoHasN @7”{
MS-El %] | 25 | 10 | 100 3 10 12
m/z | 135 | 132 | 118 | 105 | 91 a4
©+c —N-CH,
(%] 4 4 4 4 8 100 H2H
s | 1178 | 99,8 A”: Ax10°

GC: RT - czas retencji [min];

A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie;

RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatografie.
MM - masa czgsteczkowa vs. wzor sumaryczny
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Tabela 4-42. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy Me-Hala® [400°C; 2 min]

Zredukowane widma MS-El produktéw pirolizy _—
GC Identyfikacja
Nr. Me-Hala" Y 4
RT A RA m/z [%] MM Struktura
1,961 157 2,2 m/z >3 35 34
! ! [%] 3 19 100
m/z 59 58 39 29 58/ /\?O
1 o % | 12 85 05 | 100 CsHsO
Dane z Biblioteki / 25 a1 23 28
mj/z
MS-El \
45/ N—H
% 64 | 100 | 10 18 C,HgN
5 026 6 " m/z 71 70 56 55 54 | 42 PN
4694 .
! [%] 6 4 2 2 3 100 71/
2 H
Dane z Biblioteki m/z 1 70 68 56 44 | 28 | C4HoN PAAN
MS-El %] | 40 40 10 20 | 100 | 70
3 | 2207 | 134 | 10 | 2| 86 | 58 | 43 | 39 86
! ! [%] 13 36 100 34
5373 177 5s m/z 71 70 68 57 42
. ’ ’ (%] 20 4 6,4 4,4 | 100 C7|_1|/ N /\/H\
Dane z Biblioteki m/z | 710 | 70 | 68 | 56 | 44 | 28 | 7
MS-El (%] 40 40 10 20 | 100 | 70
5 2,449 80 1,1 m/z >0 35 a4 50
! ! [%] 14 15 100
6 2,524 98 1,4 m/2 84 > s a2 84
! ! [%] 13 36 76 100
m/z 111 110 96 82 68 42 0
7 | 2622 | 1766 | 25 111/96 @—/(
[%] 3 3 30 11 13 100 H
S 7106 | 100
GC:

RT - czas retencji [min];

A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie.

MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny
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Tabela 4-43. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy Et-Hala” [400°C; 2 min]

Zredukowane widma MS-EI produktow

Nr. Ge pirolizy Et-Hala" \dentyfikacja
RT A RA m/z vs. [%] MM Struktura
m/
58 44 34
2,080 63 3,0 z
[%] 7 15 100
1 ° 58/ P
m/ C3HgO
Dane z Biblioteki . 59 58 39 | 29
MS-EI
%] | 12 | 8 | 5 | 100
m/
85 84 70 56 54 42
2,199 1680 81. z Et-CH=N-Et
[%] 8,5 3 41 100 14 70 85/
2
m/ CsHyN N
Dane z Biblioteki . 8 | 70 57 | 54 | 42 N NC AN
MS-EI
[%] 5 15 45 5 100
m/
98 70 58 41
3 2,557 25 1,2 z
[%] 10 10 16 100
m/
100 98 85 70 56 41 100/
4 2,698 77 3,7 z CHAN C;Hs-N(Me)-Et
%] | 49 | 68 | 70 | 86 | 99 | 100 o
m/
110 98 82 70 56 41
5 2,947 16 0,8 z
[%] 16 30 11 25 41 100
m/ 125 124 110 96 82 41
6 3,088 235 11. z 124/125/
CgHisN
[%] 3 3 49 54 30 100
m/
124 | 100 62 40
7 4,149 16 0,8 z 124
[%] 38 35 100 60
5 2096 | 100
GC:

RT - czas retencji [min];

A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie.
MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny
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Tabela 4-44. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy Me,-Hala® [400°C; 2 min]

Zredukowane widma MS-El produktéow

GC - Identyfikacja
Nr. pirolizy Me,-Hala’ y )
RT A RA m/z [%] MM Struktura
m/z 59 58 44 39
2,059 144 2,0
[%] 10 100 33 100 59/
1 CHoN MesN
Dane z Biblioteki m/z | 59 58 42 30 3Ho
MS-EI [%] 69 100 26 32
2134 | 3467 47 m/z 87 70 58 42 39
’ [%] 4 2 100 | 49 16 87/ NM
2 /\/ e2
Dane z Biblioteki m/z | 87 7 58 42 30 | GsHysN
MS-EI [%] 8 2 100 10 10
m/z 85 84 70 58 42
2,199 | 2312 31
3 [%] 12 8 12 38 100 85/
_ . CsH ;N
Dane z Biblioteki m/z | 85 84 70 >8 42 > A~ N\Me,
MS-El % | 40 | 22 10 | 100 | 40
m/z 98 84 71 58 42 98/
2,524 4 1 Y
4|25 Sl e T T 6 18 | 60 | 100 | CiHyoN, | MeN NH
m/z 127 112 98 82 58
2,633 337 4,6
c (%] 2 3 8 5 100 127/ (YN/
Dane z Biblioteki m/z | 127 | 112 | 98 82 58 | CgHuyN |
MS-EI [%] 5 5 5 5 100
6 3337 492 67 m/z 125 110 96 81 42 125
! ! [%] 19 15 31 15 100
> 7346 | 99,5

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie; RA [%] - wzgledna powierzchnia

piku na chromatogramie. MM - masa czgsteczkowa vs. wzér sumaryczny
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Tabela 4-45. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy 2-Ala” [400°C; 2 min]

o Zredukowane widma MS-EI produktow pirolizy Identyfikacja
Nr. 2-Ala
RT A RA m/z [%)] MM Struktura
232 | 6758 58 m/z 56 55 50 41 39
’ [%] 20 25 10 85 100
m/z 56 55 50 41 39
e
[%] 50 20 10 100 40
1 o m/z 56 55 50 41 39 56/
Dane z Biblioteki C.H AN\F
MSE| [%] 45 19 5 100 30 418
m/z | 56 55 50 41 40 39 i
[%] 50 15 5 100 16 45
5 86 4990 4 m/z 93 91 80 65 51 39
’ %] | 20 34 20 23 21 | 100
m/z | 94 | 93 78 | 66 NZ
CN
%] | 15 | 100 | 4 | 92 93/ ‘;}7
C4H3N3
m/z | 94 | 93 | 78 | 67 | 66 N
2 L\ CN
Dane z Biblioteki (%] 15 100 4 8 92 N
MSEI
m/z | 94 93 66 53 41 H
[ )—CN
[%] 12 100 42 20 26 N
s | 11748 |

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax10%) - powierzchnia piku na chromatogramie; RA [%] - wzgledna powierzchnia
piku na chromatogramie. MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny

Tabela 4-46. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy 3-Hala® [400°C; 2 min]

e Zredukowane widma MS-EPI produktow pirolizy Identyfikacja
Nr. 3-Hala
RT A RA m/z [%] MM Struktura
19 100 m/z 42 41 40 39
97 [%] 56 81 29 100
m/z 42 41 40 39
1 42/ A
5 Biblioteki MSE] [%] | 100 | 90 30 70 CsHe
ane z Biblioteki MS m/z 22 2 20 39
\/
[%] 70 100 29 70

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie; RA [%] - wzgledna powierzchnia
piku na chromatografie; MM - masa czasteczkowa vs. wzor sumaryczny
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Tabela 4-47. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy 4-Nvala” [400°C; 2 min]

Nr. GC Zredukowane widma MS-El produktéw pirolizy | Identyfikacja
4-Nvala”
RT A RA m/z [%] MM Struktura
1 m/z 56 55 50 41 40 39
2,503 100 %] | 38 16 | 83 | 97 16 | 100 >6
m/z | 56 55 50 41 40 39
[%] 50 15 5 100 16 45 :<
o ] m/z 56 55 50 41 40 39 _
Dane z Biblioteki [%] 45 19 5 100 5 30 56/ N
MS-El m/z | 56 | 55 | 50 | 41 | 39 CaHe
[%] 50 20 10 100 40 aad
m/z 57 56 55 28 |:|
[%] 4 62 19 100

GC: RT - czas retencji [min]; A (AxlOs) - powierzchnia chromatogramu; RA [%] - wzgledna powierzchnia
chromatogramu; MM - masa czasteczkowa vs. wzér sumaryczny

Tabela 4-48. Wyniki analizy GC-MS-EI lotnych produktéw pirolizy Mala® [400°C; 2 min]

aC Zredukowane widma MS-EI produktow pirolizy Identyfikacja
Nr. Mala
RT A RA m/z [%)] MM Struktura
m/z 57 43 42 41 40 39 57/ CH,
HN=C
1] L7ee > ol |5 | 5 | 100 | 12 | 11 | 9 | GHN ‘o,

GC: RT - czas retencji [min]; A (AxlOs) - powierzchnia piku na chromatogramie; RA [%] - wzgledna powierzchnia

piku na chromatografie; MM - masa czgsteczkowa vs. wzor sumaryczny

Tabela 4-49. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy Et-Mala” [400°C; 2 min]

Zredukowane widma MS-EIl produktéw

Nr. e pirolizy Et-Mala® \dentyfikacja
RT A RA m/z [%] MM Struktura
m/z | 58 a4 43 39
1,994 1270 15
%) | 11 39 | 100 9
m/z | 58 57 43 42 29
1 % 12 4 1 42
Dane z Biblioteki (%] 00 38 C4H1o
MS.E| m/z | 58 57 43 42 27
[%)] 4 4 100 | 38 28 >
m/z | 85 70 55 42 39 85/ CH,
Et—N=C
2| 2134 | 6381 | 75 (%] 3. 21 7,6 | 100 27 | CsHisN ‘CH3
3 2,860 804 9,5 m/z 110 %6 82 70 a2 CgH14/CgHioN
’ ’ (%] 11 17 24 9 100 aH14/CoHioN,
> 20203 | 99,5

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax10°) - powierzchnia piku na chromatogramie ;

RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;
MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny
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Tabela 4-50. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy 1-ACH-1-P [400°C; 2 min)]

Zredukowane widma MS-El produktéw

NF. GC pirolizy Identyfikacja
1-ACH-1-P
RT A RA m/z vs. [%] MM Struktura
m/z 45 44 38 37 36
1669 | 1653 | 45 o> 55 T 15 100 45
Y | DanezBiblioteki | m/z | 45 | a4 | a3 | 28 S|
MS-EI (%] 64 | 100 | 10 18 C,H5N 2
m/z 61 60 45 43 41 36
1,744 218 >3 [%] 7. 18 85 100 18 76
m/z 61 60 46 45 33 28 \ /
2 [%] | 100 | 25 | 92 | 15 | 8 | 30 61/ o-N
Dane z Biblioteki C,H;NO
MS-EI m/z 61 60 45 43 42 28
% | 80 | 91| 3 | 30 | 100 | 20 N—OH
m/z 82 80 79 67 54 39
1,896 337 91 [%] 14 7 8 48 31 100 82/
3 Dane z Biblioteki m/z | 82 | 81 | 79 67 4 | 39 CeH1o
MS-EI [%] 35 10 10 100 68 45 O
m/z 98 70 69 55 42 39
2,492 1388 37 [%] 10 8 8 56 86 100
m/z 98 83 79 69 55 42
5 98/ <:>:o
4 Dane z Biblioteki %l 46 10 20 26 100 ] 60 CeH100
MS-EI m/z 98 97 83 70 55 39
[%] 30 36 45 100 38 42 QOH
m/z 44
5 14,604 120 3,2 %] 100 44
> 3716 | 100

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie;

RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;

MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny

268




4.2.4.3. BADANIA NAD PIROLIZA KWASOW AMINOARALKILOFOSFONOWYCH

Tabela 4-51. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy Phe’ [400°C; 2 min]

Zredukowane widma MS-El produktéw

NF. GC oirolizy Phe’ Identyfikacja
A” | RA m/z [%) MM Struktura
5080 | 227 | 74 m/z| 44 | 42 | 38 | 36 | 34 | 33 _/OH
. ’ ’ %) | 11 11 | 33 | 11 | 100 | 44 44/ ==
Dane z Biblioteki m/z | 44 43 42 29 C,H,0 O
MS-El %] | 66 16 | 13 | 100 o
m/z| 47 | 45 | 40 | 34
2 | 2,188 | 31 | 1,0 o | 19 | 100 | 18 | 14 47
m/z| 94 | 92 | 91 | 65 | 63 | 39
2427 1 602 19 T 33 [ 100 | 31 | 35 | 96 | 92/

m/z | 92 91 77 65 51 39 C|7':)8
u
3
Dane z Biblioteki [%] | 47 | 100 | 3 | 20 | 7 | 18 | 94/ @

MS-El m/z | 94 | 91 | 79 | 77 | 5 | 39 | GHuo Q
%] | 60 | 41 | 100 | 68 | 12 | 20

2914 248 80 m/z | 104 78 75 63 51 33 104/

4 [%] 92 99 59 33 100 88 CeHs < > __
Dane z Biblioteki m/z | 104 | 103 78 76 63 51
MS-EI [%] 100 40 35 18 5 18
m/z | 157 50 47 44 40
5 3,088 78 2,6 157

[%] 15 13 100 11 16

m/z 93 66 40 39
6 3,348 83 2,8 93
[%] 52 42 50 100

m/z 92 91 65 63 51 44
3,954 175 5,9 92/

[%] 56 100 75 69 39 59
7 C,H < >—
Dane z Biblioteki m/z 92 91 65 51 39 78
MS-El (%] 78 100 | 12 8 10
8 4,193 28 0,9 m/z 62 62
’ ’ [%] | 100
m/z 39
9 15,709 229 7,4 %] 100 39
m/z 44
10 | 19,435 27 0,9 %] 100 44
m/z 44
11 | 21,017 34 1,1 %] 100 44
m/z 103 102 44 40 39
27,214 | 852 | 27 102/
[%] 10 92 99 100 33
12 CgHs =
Dane z Biblioteki m/z | 103 | 102 76 50 39
MS-EI [%] 10 100 20 10 4
13 | 31,114 | 76 | 24 m/z | 44 44
’ ! [%] | 100
m/z 73 45 44
14 | 31,796 31 1 73
[%] 81 100 88
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Tabela 4-51 (cd). Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy Phe” [400°C; 2 min]

Nr. GC Zredukowane widma MS-El produktéow Identyfikacja
pirolizy Phe®
A° | RA m/z [%] MM Struktura
15 m/z 207 45 41
32,175 383 12 %I 100 0 3 207
5 3104 | 99 A Ax 10°

GC: RT - czas retencji [min]; A (A x 103) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatografie;

MM - masa czgsteczkowa vs. wzér sumaryczny;

*“pik o podobnej fragmentacji posiada czas retencji 3,629 min

Tabela 4-52. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy Pgly” [400°C; 2 min]

GC Zredukowane widma MS-El produktéw
Nr. pirolizy Pgly”

Identyfikacja

RT A RA m/z [%)] MM

Struktura

m/z 46 45 44 43 34 33
[%] 14 17 19 35 100 34

1 1,744 81 1,1

m/z 92 91 78 77 63 39

2,113 119 1,7

, [%] | 35 | 38 | 23 | 15 | 35 | 100 | 9/ Q
Dane z Biblioteki m/z | 92 91 65 51 39 CsHg
MS-EI % | 78 | 100 | 12 8 10
m/z | 106 | 79 | 77 | 52 | 51 | 50
2,958 | 471 | 6,6 106/
%] | 19 [ 96 [ 44 | 16 [ 100 | 75 | cpo
3 Dane 2 Biblioteki m/z | 106 | 105 | 78 | 77 | 51 | 50 @S'O
MS-EI (%] 94 94 18 | 100 | 38 20
s | 410 | 59 m/z | 103 | 77 | 76 | 61 | 50 | 39
’ ' %] | 72 | 17 | 53 | 17 | 100 | a0 | 103/
N Dane z Biblioteki m/z | 103 88 76 61 50 39 | GHN QCN

MS-El %] | 100 | 2 38 | 17 | 18 5

m/z 77 75 63 52 51 50

5 | 3,434 | 131 | 1,80 %] 31 6 1 0 | 100 | ee 77
m/z | 91 51 a1 40 42 91/
3629 1 108 | 1> [%] | 100 | 59 | 60 | 89 47 | CH;
6 o m/z| 92 | 91 | 77 | 65 | 51 | 39
Dane z Biblioteki @
MS-E| %] | 47 | 100 3 20 7 18

m/z 62 44

7 3,889 30 0,4 %] 64] 100 62

m/z | 91 | 77 | 65 | 51 | 41 | 39 | g1/
%] | 97 | 58 | 70 | 85 | 42 | 100 | C;H,

8 | 24,527 | 5816 | 81

C/H;

> 7166 | 100

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;

MM - masa czgsteczkowa vs. wzor sumaryczny;

pik o podobnej fragmentacji posiada czas retencji 3,629 min
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Tabela 4-53. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy o-MePgly” [400°C; 2 min]

Zredukowane widma MS-El produktéw pirolizy

NI GC o-MePgly” Identyfikacja
RT A RA m/z [%] MM Struktura
m/z | 46 45 43 34
1 | 1,874 15 0,5 0 s 57 0 T 100
m/z | 92 91 65 63 51 39
2,329 70 2.1 %] | 58 70 29 46 35 | 100 | 97/
2 Dane z Biblioteki m/z | 92 91 65 51 39 | GHs Q
MS-El %] | 78 | 100 | 12 8 10
m/z | 106 | 92 91 78 65 39
2,687 38 1,2 CH,
%] | 41 15 | 100 | 19 23 76 | 106/
> Dane z Biblioteki m/z | 107 | 106 | 105 | 92 91 77 | GgHyo QCW
MS-El (%] 6 64 28 8 100 | 12
m/z | 120 | 117 | 91 89 65 39
4084 1 74T B T 7 | 32 | 23 | 29 | 26 | 100 | 120/ e
4 Dane z Biblioteki m/z | 120 | 119 | 92 91 65 39 | CgHgO Qﬁ“’
MS-El %] | 78 92 10 | 100 | 28 20
CH
| o N s m/z | 119 | 118 | 104 | 91 65 39 119/ @73_
’ ’ %] | 47 34 26 71 41 | 100 | CgHoN g™
m/z | 63 a4 40
6 | 5211 21 0,6 v | 77 > T 100
m/z | 104 | 103 | 91 75 65 39
24,023 | 2356 72 %] | 34 49 32 30 74 | 100 | o, /
7 S m/z | 104 | 103 | 78 63 51 39
Dane z Biblioteki CsHs ©
MS-El [%] | 100 | 60 82 10 48 30
5 | 3276 | 100,3

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie;

RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatografie;

MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny
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Tabela 4-54. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy m-MePgly” [400°C; 2 min]

Zredukowane widma MS-El produktéw

GC . Identyfikacja
Nr. pirolizy m-MePgly” ¥ )
RT A RA m/z [%] MM Struktura
1,939 | 298 | 1,3 mfz | 45 | 44 | 34
. ’ ’ %) | 6 5 | 100 ”
Dane z Biblioteki m/z | 34 | 33 31 PH
MS-El %] | 100 | 32 | 32 3
vess | 2gr | 13 m/z| 106 | 92 | 91 | 78 | 65 | 39
5 ' | % | 31 | 23 | 100 | 13 | 21 | 92 Clo:/ QcH3
Dane z Biblioteki m/z | 106 | 105 | 91 | 77 | 65 | 39 | ° % L
MS-EI [%] | 70 30 | 100 | 12 10 20 ¢
aze | 2533 | 1 mfz| 121 | 120 | 119 | 91 | 65 | 39
3 ’ %] | 57 | 29 29 | 62 | 48 | 100 c1|2-|1{) Q—ﬁm
Dane z Biblioteki m/z| 120 | 119 | 91 | 89 | 65 | 39 | °° L
MS-El %) | 88 | 92 | 100 | 10 | 28 | 18 :
w420 | 1698 | 74 m/z | 117 | 116 | 90 | 89 | 63 | 39 | 117/
. , ’ %] | 52 | 39 | 40 | 25 | 64 | 100 | CgH,N Q—CN
Dane z Biblioteki m/z | 117 | 116 | 90 | 89 | 63 | 39 LG
MS-El %) | 100 | 60 | 35 | 20 | 10 | 12 3
s | soms | 35 | 16 mfz| 120 | 119 | 118 | 92 | 91 | 39 120
’ ’ % | 23 | 52 | 54 | 19 | 46 | 100
6 | sost | 337 | 15 mf/z| 118 | 105 | 91 | 89 | 78 | 39 118
’ ’ %) | 32 | 63 | 42 | 34 | 33 | 100
mf/z | 106 | 105 | 91 | 89 | 77 | 63
24,094 | 16668 | 75
) % | 68 | 77 | 68 | 50 | 100 | 81 | 106/
7 e C8H10
Dane z Biblioteki m/z | 106 | 105 | 91 77 65 39 CH,
MS-El %] | 70 | 30 | 100 | 12 | 10 | 20 H,C
5 | 22106 | 99,6

GC: RT - czas retencji [min]; A (AxlOa) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;

MM - masa czgsteczkowa vs. wzér sumaryczny;

“pik o podobnej fragmentacji posiada czas retencji 2,644 min
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Tabela 4-55.1. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy p-MePgly” [400°C;15sec.]

Zredukowane widma MS-El produktéow

\r GC birolizy p-MePgly’ Identyfikacja
RT A RA m/z [%] MM Struktura
m/z| 44 | 40 | 34 OH
1,734 | 268 | 3,9 o 22 | 12 | 100 44 —/
! Dane z Biblioteki m/z | 44 | 43 42 29 44/ <7
MS-El %] | 66 | 16 | 13 | 100 C,H,0 o
m/z| 73 | 60 | 45 | 41
2 | 1,994 | 104 | 1,5 73
%] | 22 | 98 | 50 | 100
m/z| 92 | 91 | 65 | 54 | 44 | 39
2,286 | 320 | 47 a6 100 | 29 | 35 | 58 | 95 | 9%/
> [ DanezBiblioteki | m/z | 92 | 91 | &5 | 51 | 39 GHe QCH3
MS-El %) | 78 | 100 | 12 | 8 | 10
m/z | 106 | 105 | 91 | 77 | 65 | 39
2438 | 332 1 49 TaTT33 [ 18 | 100 | 16 | 14 | 44 106/
4 Dane z Biblioteki m/z | 106 | 105 | 91 | 77 | 65 | 39 Catio H3C@CH3
MS-El %] | 56 | 27 [ 100 | 12 | 5 5
m/z| 47 | 4a | 40
5 | 2,730 | 58 08 i T100 | 22 | 32 47
m/z| 124 | 62 | 61 | 42 | 40
6 | 3,868 | 74 L1 o Taa T a0 | 36 |62 | 100 124
m/z | 120 | 119 | 91 65 50 39 120/
4,106 | 1822 | 27.
. % | 47 | 49 | 69 | 60 | 36 | 100 | GgHsO | Oc:o
Dane z Biblioteki m/z | 120 | 119 | 91 | 89 | 65 | 39 ’ H
MS-El %] | 80 | 90 [ 100 | 10 | 30 | 20
m/z | 117 [ 116 | 90 | 76 | 63 | 39
4431 12289\ 35 a6 [ 53 | 55 | 18 | 79 | 100 117/
8 Dane z Biblioteki m/z | 120 | 119 | 91 | 89 | 65 | 39 CaHN HacOCN
MS-El %) | 80 | 90 | 100 | 10 | 30 | 20
o | a0 | 300 | a4 m/z | 105 | 65 | 51 | 44 | 39 105/ | "
’ ’ [%] | 100 | 43 | 43 | 99 | 89 C;H,N : D
m/z | 51 44 39
10 | 24,440 | 1228 | 18 51

[%] 60 | 100 | 57

5 6795 | 100,6

GC: RT - czas retencji [min]; A (A x 103) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;
MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny
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Tabela 4-55.2. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy p-MePgly® [400°C; 2 min]

Zredukowane widma MS-El produktéw _—
GC - p Identyfikacja
NF. pirolizy p-MePgly
RT A RA m/z vs. [%] MM Struktura
1,701 110 1,1 m/z s 34 33 HO
. ’ ’ %] | 12 | 100 | 12 44/ \=
Dane z Biblioteki m/z | 44 | 43 | 42 | 29 CH,0 N4
MS-EI [%] 66 16 13 100 )
m/z | 106 91 78 77 52 39
2,405 215 2,2 106/
, %) | 12 | 70 | 15 | 17 | 16 | 100 | CgHy @
H,C CH
Dane z Biblioteki m/z | 106 | 105 91 77 65 39 s 8
MS-El % | 56 | 27 | 100 ] 12 | 5 5
m/z | 120 | 119 91 89 75 39 120/
4,084 1623 17
3 % | 27 | 23 | 65 | 24 | 6 | 100 | CHs0
H c—< >7c:o
Dane z B|b||otek| m/z 120 119 91 89 65 39 s H
MS-EI [%] 80 90 100 10 30 20
m/z | 117 | 116 | 91 89 | 78 | 39 | 117/
4,388 1396 14
4 [%] 48 22 8.9 25 10 100 | CgH;N e ( ) on
Dane z Biblioteki m/z | 117 | 116 | 90 | 89 | 63 | 39 ’
MS-EI [%] 100 60 30 20 10 15
m/z | 118 | 105 | 77 65 | 52 | 39 | 119/
5 | 4,940 | 182 1,9 CgHoN | H CQC:NH
%] | 40 | 84 | 34 | 54 | 32 | 100 | ®°7 : H
m/z | 105 77 65 44 40 39 105/
24,527 2 4 H,C NH
6 > 6206 | 6 [%] | 100 | 81 | 83 | 89 | 78 | 85 | C;H,N ’ D
> 9732 | 100,2

GC: RT - czas retencji [min]; A (AxlOs) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;

MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny
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Tabela 4-55.3. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy p-MePgly” [400°C;37min]

Zredukowane widma MS-El produktéw

\r GC pirolizy p-MePgly’ Identyfikacja
RT A RA m/z [%] MM Struktura
m/z | 44 | 40 | 34 HO
1,701 | 278 | 3,9 GRIEE =T 100 44/ \—
! Dane z Biblioteki m/z | 44 | 43 | 42 | 29 C,H,0 N/
MS-EI (%) 66 16 13 | 100 @)
m/fz | 75 | 74 | 73 | 57 | 55 | 45
2 | 1,809 | 961 | 14 75
[%] 3 38 | 34 | 32 | 24 | 100
m/fz| 73 | 56 | 54 | 44 | 40
3| Le61 ] 70 10 %] | 20 | 12 | 70 | 68 | 100 73
m/fz | 55 | 54 | 45 | 44 | 40
4 | 2048 48 ) 07 %] | 26 | 92 | 37 | 100 | 100 >>
m/fz| 92 | 91 | 65 | 54 | 44 | 39
2,167 1 230 | 33 [%] | 76 | 100 | 29 | 35 | 58 | 95 92/
> [ Danczmiblioteki | m/z | 92 | 91 | 65 | 63 | 51 | 39 | e o
MS-El [%] | 78 | 100 | 12 8 6 10
m/z | 106 | 92 | 91 | 79 | 63 | 39
2405 | 217 1 3.1 %] | 33 | 25 | 80 | 16 | 35 | 100 106/
6 Dane z Biblioteki m/z | 106 | 105 | 91 | 77 | 65 | 39 Catio H3C@CH3
MS-El %] | 56 | 27 | 100 | 12 5 5
m/z | 101 | 91 | 72 | 65 | 58 | 44
7| 2719 255 ) 36 %] | 22 | 78 | 35 | 10 | 24 | 100 101
m/z | 62 44 40
8 | 385 | 51 | 07 % |65 | 69 | 100 62
m/z | 120 | 119 | 91 | 65 | 50 | 39
9 4,095 | 2539 | 36 %] | 51 | 47 | 87 | 56 | 29 | 100 | 120/ e ceo
Dane z Biblioteki m/z | 120 | 119 | 91 | 89 | 65 | 39 | CgHgO | ° <:> H
MS-El [%] | 80 | 90 | 100 | 10 | 30 | 20
m/z | 117 | 116 | 9 | 76 | 63 | 39
10 4399 | 18521 26 %] | 62 | 53 | 42 | 18 | 60 | 100 | 117/ e o
Dane z Biblioteki m/z | 117 | 116 | 90 | 89 | 63 | 39 | CgH;N ¢ <:>
MS-El [%] | 100 | 60 | 30 | 20 | 10] | 15
m/z | 105 | 77 | 51 | 44 | 40
11 | 4,940 | 189 | 2,7 % | 6s | 38 | a9 | 99 | 100 105
m/z | 65 | 53 | 44 | 40
12 | 24,551 | 386 | 5,5 o |51 | 22 [ 200 | 89 65
> 7076 | 99,8

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax103) - powierzchnia piku u na chromatogramie;

RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;
MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny
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Tabela 4-56. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy 2,3,4-Mes-Pgly”

Zredukowane widma MS-El produktéw

GC . Identyfikacja
Nr. pirolizy 2,3,4-Mes-Pgly” yhkad
RT A RA m/z [%] MM Struktura
1853 86 07 m/z a4 43 42 34 HO
. ’ ’ (%] 12 14 11 | 100 44/ \—=
Dane z Biblioteki m/z | 44 | 43 | 42 | 29 CH,0 A\
MS-EI [%] 66 16 13 100 O
m/z 70 58 47 45
2 1,961 77 0,6 70
[%] 9 8 10 100
m/z 120 105 92 80 63 39 120/
3,120 440 3,6 CH,
3 %] | 51 84 18 | 26 | 59 | 100 | CoHy, . Q
Dane z Biblioteki m/z | 120 | 105 91 80 63 39 3 -
MS-El (%] 70 | 100 9 8 5 8
m/z | 134 | 120 | 119 | 91 | 79 | 39 | 134/
4,810 576 4,7 CH,
%] | 38 | 59 | 67 | 49 | 31 | 100 | CyHy, :<<
4 H,C CH,
Dane z Biblioteki m/z 134 120 119 91 79 39 o
MS-EI [%] 58 10 100 10 5 5 )
m/z 145 130 104 77 51 39 145/
7,865 7672 62. CH,8
s (%] 45 91 24 21 | 66 | 100 | CyoHuN | CQCN
Dane z Biblioteki m/z | 145 | 130 | 115 | 103 | 77 | 39 ‘ -
MS-EI [%] 45 100 10 10 12 18
m/z | 148 | 147 | 91 | 78 | 65 | 41 | 148/
8,678 1927 16,0 CHy
6 (%] 45 91 24 21 | 72 | 100 | CyoHy0 | |, :<< -
H, =
CH,
MS-EI [%] 76 100 66 10 15 5
m/z 104 53 51 41 39
9,577 216 1,7
7 ! ’ [%] 92 83 97 92 100 104
8 27,69 1361 11,0 m/z 30 40
! ! [%] 100
> 12355 | 101

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;
MM - masa czasteczkowa vs. wzor sumaryczny
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Tabela 4-57. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy p-BrPgly®

Zredukowane widma MS-El produktow pirolizy

NF. GC p-BrPgly’ Identyfikacja
RT A RA m/z [%] MM Struktura
m/z 64 48 44 40 34
1 1,690 44 1,9 64

[%] 24 51 76 24 100

m/z | 172 170 91 78 63 39
3,716 280 12 172/

, %] | 15 | 17 | 100 | 10 | 84 | 68 | C,H,Br O
B CH
Dane z Biblioteki m/z | 172 | 170 | 91 | 65 | 63 | 39 ' :
MS-El [% | 38 | 40 | 100 | 18 | 10 | 10

m/z | 185 184 | 183 | 157 79 50 185/

B C:NH
3 | 6500 | 223 | 95 C7HeN '<:> H

%] | 21 18 | 26 | 15 16 | 100 Br

m/z | 183 | 181 | 102 79 75 50 183/

6,858 260 11

(%] 38 41 55 26 73 100 C;HaN
4 Br BrOCN

Dane 2 Biblioteki m/z | 183 | 181 | 102 | 90 75 50
MS-El (%] 85 90 | 100 5 25 20

s m/z | 89 77 63 51 50 44 89

4 2

9,338 €0 /0 [%] | 100 76 90 94 80 86
11.07 m/z | 273 20 89 63 50 40

6 ! 118 5,0 273
2 [%] | 100 49 57 50 42 50

m/z | 102 90 89 75 63 50

28,70 1372 59

[%] 67 77 70 58 84 100
102

Dane z Biblioteki m/z | 103 | 102 87 76 63 50 .
MS-El (%] 9 100 2 20 5 10 <:> T

5 | 2342 | 100

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax10°) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;
MM - masa czgsteczkowa vs. wzér sumaryczny
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Tabela 4-58. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy o-CIPgly”

Zredukowane widma MS-El produktow pirolizy

NI GC o-Cl-pgly’ Identyfikacja
RT A RA m/z [%] MM Struktura
m/z a4 a4 34 33 OH
1,950 104 0.3 %] | 62 55 | 100 | 47 vy, =/
' Dane z Biblioteki m/z | 44 43 42 29 CH.0 N/
MS-EI (%] 66 16 13 100 Y
m/z | 126 91 89 65 63 39 126/
3,142 311 1,0 (%] | 47 | 100 | 44 36 | 65 | 41 | C,H,CI Q%
2 Dane z Biblioteki m/z | 127 | 126 | 91 90 63 | 39 o
MS-El (%] 10 40 | 100 | 15 20 | 20
m/z 44
3 | 4,0875 60 0,2 % | 100 44
m/z | 141 | 140 | 111 | 77 | 74 | 62 141/
4,875 916 31
(%] 17 20 15 17 38 14 | C,HsOCI QC=O
4 Dane z Biblioteki m/z | 141 | 140 | 139 | 111 | 77 | 75 o :
MS-El %] | 40 78 | 100 | 45 20 | 35
m/z | 137 | 102 | 76 75 | 63 | 50 137/
5,753 892 31
[% | 200 | 60 | 63 | 90 | 38 | 96 | C,H,NCI QCN
> Dane z Biblioteki m/z | 139 | 137 | 110 | 102 75 50 -
MS-El %) | 35 | 100 | 10 40 | 20 | 10
m/z | 140 | 139 | 138 | 137 | 75 | 50 140/
6 | 5883 | 536 | 18 | oo | 2 | 4g | as | 28 | 66 | 100 C;HeNCl Clﬁ““
m/z | 125 | 91 89 63 | 51 | 50
7] 6392 65 0.2 %] | 91 66 75 68 | 100 | 90 125
m/z | 50 45 a4 38
8 | 6,468 148 0,5 o 53 | 100 | 83 23 50
m/z | 133 | 128 | 125 | 99 | 90 | 89 133/
9 | 25567 | 26883 | 90 [%)] 18 18 | 100 | 20 | 77 | 67 | CioHis
S 29915 | 100

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie;

RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;
MM - masa czasteczkowa vs. wzor sumaryczny
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Tabela 4-59. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy p-NO,Pgly”

. GC Zredukowane md::ilg/lzi-glillygroduktow pirolizy Identyfikacja
RT A RA m/z [%] MM Struktura
m/z 48 44 38 37 36
1 | 1,766 | 341 8,8 %] 1 c 31 16 100 48
m/z 94 93 92 78 66 52
3,088 | 3232 83 %] 3 100 1 2 75 19 94/
2 Dane z Biblioteki m/z | 94 93 92 78 66 39 CoHN QNHZ
MS-EI [%] 6 100 12 4 40 15
m/z 129 127 100 91 73 65
3 6,175 169 44 [%] 35 97 34 28 34 100 129
m/z 102 76 75 74 63 51
4| 9804 | 142 1 37 %] | 78 70 65 | 41 a2 | 100 | 102
> 3884 | 100,3

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax10°) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;
MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny
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Tabela 4-60. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy p-HO,C-Pgly”

Zredukowane widma MS-El produktéw

Nr. Ge pirolizy p-HO,C-Pgly” Identyfikacja
RT A RA m/z [%] MM Struktura

m/z 74 73 59 45 36

. 1712 1370 1 50 oo a3 65 | 81 | 100 | 42 74/ o~

Dane z Biblioteki m/z | 74 73 57 | 45 | 28 C5HgO, COH
MS-EI [%] 100 65 48 90 82
m/z 124 119 91 64 40
2 2,860 111 1,5 124

[%] 83 45 79 67 | 100

m/z 93 66 50 40 39

3,001 | 263 3,5

5 %] | 75 46 | 30 | 100 | 94 93/ @NH
Dane z Biblioteki m/z | 94 93 | 92 | 78 | 66 | 39 CeH;N ?
MS-El %] 6 100 | 12 | 4 | 40 | 15
m/z | 117 | 116 | 90 | 89 | 63 | 39
) 4,420 1 834 | 102 o 00 | a7 | 42 | 47 | 70 | 94 117/ " Q—CH
Dane z Biblioteki m/z | 117 | 116 | 90 | 89 | 63 | 39 CgH;N :
MS-El %) | 100 | 60 | 30 | 20 | 10 | 15
m/z | 131 | 130 [ 102 | 76 | 63 | 50
6,977 | 2597 | 348 Ime 74 9% | 61 | 75 | 25 | 100 | 1YV NCOC(O)H
> Dane z Biblioteki mf/z | 131 | 130 [ 103 | 102 | 76 | 50 CsHsNO
MS-El %) | 70 | 100 | 12 | 60 | 20 | 12
m/z | 128 | 101 | 76 | 50 | 44 | 40
7454 | 3162 1 424 1100 | 51 | 42 | 83 | 21 | 43 128/
6 Dane z Biblioteki mfz | 120 | 128 | 113 | 101 | 75 | 50 | oMM NCOCN
MS-El (%] 9 100 | 2 | 20| 10 | 10
m/z 50 40
7 | 14224 | 117 | 1,6 50

[%] 64 100

S 7454 | 99,9

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;
MM - masa czasteczkowa vs. wzor sumaryczny
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Tabela 4-61. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy 1-NphGly”

Zredukowane widma MS-El produktow pirolizy

GC 1-NphGly’ Identyfikacja
Nr. RT
) A RA m/z [%] MM | Struktura
min]
m/z | 240 | 64 34
1 1,690 | 39 4 %] c 3 100
m/z | 129 | 128 | 102 | 87 | 75 | 63
6,024 | 108 | 11 %] 13 100 ]| 19 | 7. | 15| 5 | 129
2 Dane z Biblioteki miz | 120 | 128 | 127 | 102 | 75 | ea | Ciots
MS-El [%] 10 | 100 | 10 8 5 8
m/z | 143 | 142 | 141 | 115 | 89 | 63
8,938 | 177 | 18 143/
[%] 23 | 100 | 68 | 56 | 16 | 45
3 Dane z Biblioteki miz | 143 | 142 | 141 | 115 | 88 | e | “uhw
MS-El [%] 12 [100| 70 | 32| 6 11
m/z | 153 | 100 | 76 | 63 | 52 | 44 CN
14,669 1 434 1 44 [%] 100 | 28 29 | 36 | 32 | a3 | 153/
4 Dane z Biblioteki m/z | 154 | 153 | 126 | 100 | 76 | 63 CuHoN
MS-El [%] 12 | 100 | 18 4 8 8
m/z | 153 | 128 | 77 | 50 | 44 | 40
5 | 14972 | 188 | 19 o] T | e 1 a1t T10 | 2 153
m/z a4 | 40
6 | 15557 | 11 | 1,1 %] &5 T 100 44
m/z 44
7 | 3033 | 8 0,8 o] 100 44
m/z 73 43
8 | 30485 | 8 0,8 o] 00 | & 73
m/z 73 45 39
9 | 30832 | 7 0,7 ] 100 100 | o2 73
m/z 73 | 45 33
10 | 31,384 | 6 0,6 %] 2 22 1 100 73
s 986 | 100,1

GC: RT - czas retencji [min]; A (AxlOa) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;
MM - masa czasteczkowa vs. wzor sumaryczny
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Tabela 4-62. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktéw pirolizy 2-NphGly”

Zredukowane widma MS-El produktéw

Nr. Ge pirolizy 2-NphGly” Identyfikacja
RT A RA m/z [%] MM Struktura
m/z| 64 | 49 | 45 | 34
1| 1,712 | 504 | 6,0 TR 2 39 100 64
m/z| 94 | 93 | 66 | 65 | 39
2 | 2979 | 785 | 9,4 o 13 |93 [ 52 | 32 | 100 94
m/z | 41
3 | 3824 | 25 0,3 RET 41
m/z | 128 | 102 | 74 | 63 | 50 | 39
6,085 | 945> | 11 moa 100 [ 25 | 30 | 22 | 48 | 36| 128/
4 Dane z Biblioteki m/z | 129 | 128 | 127 | 102 | 75 | 64 CroHls
MS-El %] | 10 | 100 | 10 | 8 5 | 8
m/z | 128 [ 102 | 87 | 74 | 63 | 51
> | 6143 % | 100 | 26 | 23 | 31 | 33 | 32 128
m/z | 142 | 141 | 115 | 89 | 74 | 63
8,407 | 2543 | 30 %] | 100 | 8 | 94 | 20 | 18 | 36 142/ CH,
6 Dane z Biblioteki m/z | 143 | 142 | 141 | 115 | 89 | 71 CuaHo
MS-El % | 10 [100] 50 | 20 | 5 | 5
m/z | 127 | 50 127/
7 | 14994 | 988 | 12 [ T T CoHsN HC}QCN
m/z | 153 | 127 | 74 | 62 | 50
15,557'| 20821 25 [%] | 100 | 38 | 42 | 47 | 51 153/ CN
8 Dane z Biblioteki m/z | 154 | 153 | 126 | 100 | 76 CuHoN
MS-El %] | 15 | 100 | 15 | 5 5
m/z | 44
9 17,799 | 92 1,2 5 | 100 44
m/z | 73
10 | 30,485 | 91 1,2 o6 | 100 73
m/z | 115 | 73 44
11 | 30,789 | 60 0,7 o |83 | 45 | 100 115
m/z | 141 | 139 | 115 | 73 | 63 | 51
12 | 31,070 | 64 0,7 s 100 | 31 [ 55 [ 21 | 10 19 141
m/z| 73 | 44
13 | 31,341 | 28 0,3 s 72 1100 73
m/z | 78
14 | 31,699 | 38 0,5 5 | 200 78
m/z | 207 | 73
15 | 33,876 | 125 | 1,5 % 100 | 5 207
> 8370 | 100,2

GC: RT - czas retencji [min]; A (Ax103) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;

MM - masa czgsteczkowa vs. wzor sumaryczny
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4.2.4.4. BADANIA NAD PIROLIZA INNYCH KWASOW FOSFONOWYCH

Tabela 4-63. Wyniki analizy GC-MS lotnych produktow pirolizy kwasu
1-hydroksypropylofosfonowego (1-HP")

H T 400°C 0 e OscH
H.C—-C—C—P(OH), ———— -c- 3 '
3 H, C’)H (OH), Ar H,C SZ CH: + HZC\E'z,C\CH3
1-HPP 158] [98]
. GC Zredukowaniivrvg(ltlirz’r;almspfl produktow Identyfikacja
RT A RA m/z [%] MM Struktura
m/z | 59 | 58 | 39
1,885 | 30165 | 97,6 (%] 6 100 3 58/ O
1 — - C3;HsO H,C-C—-C
Dane z Biblioteki m/z | 59 58 39 29 H, H
MS-El % | 12 | 8 | 05 | 100
m/z| 98 | 83 | 69 | 55 | 39 0. _H
2,362 1 733 1 23 e | 7 10 | 24 | 100 | og/ H,G °C
? |7 DanezBiblioteki | m/z | 98 | 8 | 69 | 55 | a1 |G| O Ccp
MS-El %] | 88 | 20 | 48 | 30 | 100 H
5 | 30900 | 100

GC: RT - czas retencji [min]; A (A x 103) - powierzchnia piku na chromatogramie;
RA [%] - wzgledna powierzchnia piku na chromatogramie;
MM - masa czgsteczkowa vs. wzdr sumaryczny
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4.3. CHEMICZNE WASCIWOSCI AMINOKWASOW FOSFONOWYCH

4.3.1. BADANIA STABILNOSCI KWASOW 1-AMINOALKILOFOSFONOWYCH W ROZTWORACH
ZASAD | KWASOW

Badania przeprowadzano w mini-reaktorkach firmy Aldrich pojemnosci 5 ml i zakrecanych
zakretkg z uszczelnieniem teflonowym (Rys. 4-11.). Reaktorek przeznaczony do badan
stabilnoéci AA” w roztworach zasadowych wyposazony byt dodatkowo w wewnetrzne
naczynko wykonane z polietylenu (Rys. 4-11.2.), chronigce $cianki szklane przed dziataniem

wodorotlenku (zwtaszcza w temperaturze 100°C).

Rysunek 4-11. Mini-reaktorki do badan stabilnosci AA® na ekspozycje w roztworach
kwasowych i zasadowych

Y

Rys. 4-11.1. Mini-reaktorek do badan stabilnosci
AAP na ekspozycje w roztworach
Kwasowych (2 M HCl, 2 M H,S0,)

Rys. 4-11.2. Mini-reaktorek do badan stabilnosci
AA" na ekspozycje w roztworach
zasadowych (2 M KOH)

Badania stabilnosci kwasow aminoalkilofosfonowych przeprowadzono dla trzech grup
aminokwaséw fosfonowych obejmujacych:

e kwasy 1-aminoalkilofosfonowe (AA);

e kwasy 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowe (R-AAP);

e kwasy 1-(N,N-dialkiloamino)alkilo-fosfonowe (R,-AA?) (Tab. 4-64.).

Tabela 4-64. Grupy kwasdw aminoalkilofosfonowych poddane badaniom na stabilnos¢
podczasekspozycji w roztworach kwasowych i zasadowych

H 1 H Rl\ H
HN-C~POH, R*=N-C-POH, N-C—PO,H,
R R R R
Kwasy Kwasy Kwasy
1-aminoalkilofosfonowe 1-(N-alkiloamino)alkilo- 1-(N,N-dialkiloamino)alkilo-
(AAP) fosfonowe (R-AA”) fosfonowe (R,-AA")
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4.3.1.1. BADANIA STABILNOSCI KWASOW 1-AMINOALKILOFOSFONOWYCH (AA") W
ROZTWORACH ZASAD | KWASOW

Do badan wytypowano cztery aminokwasy — pochodne GIyP— rdznigce sie podstawnikami
przy weglu aC.
Roztwory AA” w odpowiednim roztworze kwasu lub zasady przygotowano zgodnie z

wytycznymi w Tabelach: 4-65., 4-66.

Tabela 4-65. Przygotowanie roztworéw kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych w 2 M HCI

i2 M KOH
AA° 2 M Hcl 2 M KOH
AAP Struktura Mol Masa M 2,5M D,0 0,02 M 2,5M D,0 0,02 M
[mg] HX* EDTA KOH* EDTA
H.N—C—PO_H
Gly’ N-C o | 911 | 22 | 002 | 080 | 015 | 005 0,80 | 0,15 | 0,05
2 ml ml ml ml ml ml

H
P HZN—CIZ—P03H2 0,80 0,15 0,05 0,80 | 0,15 0,05

Ala 125,1 25 0,02
Me ml ml ml ml ml ml
I\I/Ie
1 1
Mala” H,N—C—POH, 1391 )8 0,02 0,80 0,15 0,05 0,80 0,15 0,05
l\l/l ml ml ml ml ml ml
e

H
P | HN=C=POH, | 1071 | 37 | ooy | @80 | 0I5 | 005 | 080 | 015| 005

Pgly
Ph ml ml ml ml ml ml

0,80 0,15 0,05 0,80 | 0,15 0,05

MPA H,C—PO,H, 96 19 0,02
ml ml ml ml ml ml

Mol, Masai M oznaczajg odpowiednio: M- masa molowa aminokwasu; Masa/b - nawazka aminokwasu rozpuszczona w 1 ml
roztworu 2 M HCl lub 2 M KOH; M- stezenie molowe otrzymanego roztworu aminokwasu. D,0 - 98%
2,5 M HCl: w 3,2 ml 2,5 M HCl rozpuszczono 57 mg MPA. 2,5 M KOH: w 3,2 ml 2,5 M KOH rozpuszczono 57 mg MPA

Tabela 4-66. Przygotowanie roztworéw kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych w 2 M H,S0,

AA® 2 M H,SO,
AA° Struktura M mg mmol | 2.4M* D,0 0.02M
H,S0, [98%] EDTA
H.N—C—PO_H
Gly" 2 H, 82 111,1 22 0,2 0,40ml 0,05ml 0,05ml
8-po
Ald” HN | PO;H, 125,1 25 0,2 0,40ml 0,05ml 0,05ml
Me
I\I/Ie
Mala" HZN—(lt—POsH2 139,1 28 0,2 0,40ml 0,05ml 0,05ml
Me
H.N 'E': PO.H
PGly" 27 32 187,1 19 0,1 0,40ml 0,05ml 0,05ml
Ph
MPA Me—PO,H, 9% 19 0,2 0,40ml 0,05ml 0,05ml

17 ml H,0 + 2 ml H,SOy; 2,4 M H,SO,4: w 2,4 ml rozpuszczono 57 mg MPA
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4.3.1.1.1. BADANIA STABILNOSCI KWASOW 1-AMINOALKILOFOSFONOWYCH (AA")

W ROZTWORACH ZASAD

Wyniki badan 1P NMR nad stabilnoscia AA” w 2 M KOH przedstawiono w Tabelach: 4-67., 4-

68.

Tabela 4-67. Stabilno$¢ AA” na ekspozycje w 2 M KOH [temp. 25°C]

Ekspoz. 0 120h/5d 360h/15d 720h/30d 1632h/68d
Gly ppm | 19,3 o 19,3 o 19,3 o/ 19,3 o/ 19,3 o/
% 100 100 100 100 100
Ekspoz. 0 120h/5d 360h/15d 720h/30d 1632h/68d
Ala® ppm | 22,1 o 22,1 o/ 22,1 o/ 22,1 3/ 22,1 a/
% 100 100 100 100 100
Ekspoz. 0 120h/5d 360h/15d 720h/30d 1632h/68d
Mala” ppm | 24,9 3 24,9 3 24,9 3 24,9 3 24,9 o
% 100 100 100 100 100
Ekspoz. 0 120h/5d 360h/15d 720h/30d 1632h/68d
Pgly” ppm | 18,0 af 18,0 & 18,0 & 18,0 & 18,0 o
% 100 100 100 100 100
/Na zestawienie nie uwzgledniano sygnatu wzorca (MPA)
Tabela 4-68. Stabilno$¢ AA” na ekspozycje w 2 M KOH [temp., 100°C]
Ekspoz, 0 2h 8h 16h 24h
Gly" ppm | 19,3 o 19,3 o/ 19,3 o/ 19,3 o/ 19,3 o/
% 100 100 100 100 100
Ekspoz, 0 2h 8h 16h 24h
Ala® ppm | 22,1 3/ 22,1 af 22,1 af 22,1
% 100 100 100 100
Ekspoz, 0 2h 8h 16h 24h
Mala® | ppm | 24,9 3 24,9 o/ 24,9 af 24,9 af 24,9 o
% 100 100 100 100 100
Ekspoz, 0 2h 8h 16h 24h
Pgly” ppm | 18,0 3 18,0 o/ 18,0 af 18,0 af 18,0 o
% 100 100 100 100 100

Na zestawienie nie uwzgledniano sygnatu wzorca (MPA)
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4.3.1.1.2. BADANIA STABILNOSCI KWASOW 1-AMINOALKILOFOSFONOWYCH (AAP)
W ROZTWORACH KWASOW

Wyniki badan 1P NMR nad stabilnoscia AA” w 2 M KOH przedstawiono w Tabelach: 4-69., 4-

70.

Tabela 4-69. Stabilno$¢ AA” na ekspozycje w 2 M HCl [temp. 25°C]

Eksp. [h] 0 120h/5d 360h/15d 720h/30d 1632h/68d
Gly" ppm 13,9 o 13,9 o 13,9 o 13,9 o 13,9 o/
% 100 100 100 100 100
Eksp. [h] 0 120h/5d 360h/15d 720h/30d 1632h/68d
Ala® ppm 16,8 o 16,8 o 16,8 o/ 16,8 o/ 16,8 o/
% 100 100 100 100 100
Eksp. [h] 0 120h/5d 360h/15d 720h/30d 1632h/68d
Mala” ppm 19,2 3 19,2 3 19,2 3 19,2 3 19,2 o
% 100 100 100 100 100
Eksp. [h] 0 120h/5d 360h/15d 720h/30d 1632h/68d
Pgly’ ppm 12,5 3 12,5 3 12,5 3 12,5 3 12,5 o
% 100 100 100 100 100
/Na zestawienie nie uwzgledniano sygnatu wzorca (MPA)
Tabela 4-70. Stabilno$¢ AA” na ekspozycje w 2 M H,SO,4 [temp. 100°C]
Ekspoz. 0 24h 48h 72h 120h
Gly? ppm 13,9 13,9 13,9 13,9 13,9
% 100 100 100 100 100
Ekspoz. 0 24h 48h 72h 120h
Ala® ppm 16,8 16,8 16,8 16,8 16,8
% 100 100 100 100 100
Ekspoz. 0 24h 48h 72h 120h
Mala® ppm 19,2 19,2 19,2 19,2 19,2
% 100 100 100 100 100
Ekspoz. 0 24h 48h 72h 120h
Pgly” ppm 13,3 13,3 13,3 13,3 13,3
% 100 100 100 100 100
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4.3.1.3. BADANIA STABILNOSCI KWASOW 1-(N-ALKILOAMINO)ALKILOFOSFONOWYCH

(R-AAP, R,-AA®) W ROZTWORACH KWASOW | ZASAD

Roztwory kwaséw 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych w odpowiednim roztworze kwasu lub

zasady przygotowano zgodnie z wytycznymi w Tabelach: 4-71., 4-72.

Tabela 4-71. Przygotowanie roztwordéw kwaséw 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych

W2MH2504
AA° nawazka AA° 2 M H,S0,”®
Nr ; = | 24M* | D,0 | 0,05M
AA Struktura M mmol mg H,50, [98%] EDTA
t
1 | tuahy” | BUTNTETPOM: | 1631 | 02 [3354/] 0,40ml | 0,05ml | 0,05m|
2
Bt—N—CHI—POH 35/
2 | tBu-Ala’ TETS 32 182,1 0,2 0,40ml | 0,05ml | 0,05ml
e [36]
- 30/
3 | Me-Hala” | METN"GPOM | 4531 | 02 0,40ml | 0,05ml | 0,05ml
i [31]
_N—f- 35/
4 | Et-Hald® Et-N—C—POH, 167,1 | 0,2 0,40ml | 0,05ml | 0,05ml
N [33]
_q 34/
5 | MeyHala® | MeN-G—POH, 1671 | 02 0,40ml | 0,05ml | 0,05ml
i [33]
Me
p ' 28/
6 Et-Mala Et—H—Cl?—POSHZ 167,1 0,2 (28] 0,40ml | 0,05ml | 0,05ml
Me
9% 0,1 9.6 | 0,40ml
7 PMA H3C—PO3H2
7%9,6 7x0,1 67 2,8ml
a/

Nawazka/[masa 0,2 mmola];

b/2,4 M H,SO, otrzymano przez rozpuszczenie 95-98% H,S0, (d=1,84 g/ml, ok. 18 M) (2ml) w wodzie (17 ml) i po
wyznaczeniu miana; roztwor standardowy MPA w 2,4 M* H,S0O, otrzymano przez rozpuszczenie MPA (67 mg) w

2,4 M H,S0, (2,8 ml)
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Tabela 4-72. Przygotowanie roztwordow kwaséw 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych

w 2 M KOH
AA° nawazka AA 2 MKOH”
Nr R s | 24M* | D,0 [005M
AA Struktura M mmol mg KOH [98%] EDTA
U
1| wuey | PUHTETPOM | oies1 | o2 [331/] 0,40ml | 0,05ml | 0,05m|
U
2 | tBual® | BUTNTCPOH, | 151 | 02 | 37| g40mi | 0,05ml | 0,05ml
Me [36]
p Me—N—cH:—Po H 31/
3 | Me-Hala MY a2 153,1 0,2 0,40ml | 0,05ml | 0,05ml
Et [31]
p Et—N—(HZ—PO H 32/
4 | Et-Hala N 3t 167,1 0,2 0,40ml | 0,05ml | 0,05ml
et [33]
p Me N—CH:—POH 17/
5 | Me,-Hala NG a2 167,1 0,1 0,40ml | 0,05ml | 0,05ml
Et [17]
I\I/Ie
6 | Et-Mala® Et-N—-C—POH, 167,1 0,2 [222/] 0,40ml | 0,05ml | 0,05ml
Me
96,1 0,1 9,6 | 0,40ml
7 PMA H.C—PO,H
3 ¥ 7x9,6 | 7x0,1 | 69 2,8ml

*Nawazka/[masa 0,2 mmola];

b/2,4M KOH otrzymano przez rozpuszczenie nawazki KOH (ok. 14,0 g) w wodzie (100 ml) i po wyznaczeniu
miana; roztwor standardowy MPA w 2,4M* KOH otrzymano przez rozpuszczenie MPA (67 mg) w 2,4M KOH (2,8
ml)

Widma *'P NMR odpwiednich mieszanin reakcyjnych R-AA®- 2 M KOH-H,0 i R-AAP- 2 M

H,S04-H,0 przedstawiono w rozdziale Badania Wtasne.
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4.3.2. REAKCJE KWASOW AMINOALKILOFOSFONOWYCH Z H,0,

Do zbadania stabilnosci AA” w roztworach nadtlenku wodoru wybrano standardowy sktad
aminokwasow: GIyP, AIaP, Malap, PGIyP.
Przygotowanie mieszanin reakcyjnych AA’-H,0, dokonano wg. klucza zamieszczonego w

Tabeli 4-73.

Tabela 4-73. Przygotowanie mieszanin reakcyjnych AA"-H,0,

AA" 2 M HCI AcOH/AcONa 2 M NaOH
Nr 01 | 2,5M 2 5M
Abbr. mmol HCl D0 H:0, | Bufor | D0 H.0, NaOH D:0 H20,
GH Gly' | 11mg | 0,4 ml 0,05 0,05
ml ml
AH A" | 12mg | 0,4 ml 005 1 005
ml ml
MH | Mala’ | 1amg | 04ml | @92 | 005
ml ml
P 0,05 0,05
PH Pgly’ | 19mg | 0,4 ml o o
M*H | MPA |96mg| 0am | %0 | 00>
ml ml
GB GlyP 11 mg 0,4 ml 0105 0,05
ml ml
AB A" | 12mg 0,4 ml 0,05 0,05
ml ml
MB MaIaP 14 mg 0’4 ml 0105 0;05
ml ml
P 0,05 0,05
PB Pgly 19 mg 0,4 ml s s
ml ml
Gz Gy’ | 11mg 0.4 ml 0,05 0,05
ml ml
AZ A" | 12mg 04m | 005 | 005
ml ml
MZ | Mala” | 14mg 0,4 ml 0,05 0,05
ml ml
P 0,05 0,05
Pz Pgly 19 mg 0,4 ml ml ol
M*Z MPA | 9,6 mg 0,4 ml 0,05 0,05
ml ml

H,0,— pobierana prébki H,0, (30%), d=1,1122 g/ml, 11 = 1112,2g = 333,6g H,0, = 9,8M H,0,

Roztwory z Tabeli 4-73. umieszczono w rurkach NMR i termostatowano w temperaturze 25+
0,2°C.

Roztwory poddawano analizie **P NMR w okreélonym czasie (Rys.: 3-35., 3-37., 3-39.).
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4.3.2.1. STABILNOSC H,0, W WARUNKACH POMIARU

Do zbadania stabilnosci nadtlenku wodoru w ww. roztworach wykorzystano roztworu
wzorcowe przedstawione w Tabeli 4-74.
Oznaczenie zawartosci nadtlenku wodoru w roztworach 2 M HCl, 2 M AcOH/AcONa i 2 M

NaOH przeprowadzono z wykorzystaniem miareczkowania manganometrycznego (Sch. 4-

10)B3471,

5H,0, + 2KMnO, +3H,S0, = —— 2MnSO, + 50, + 8H,0 + K,SO,

5H,0, + 2MnO, + 6H* —

2Mn2* + 50, + 8H,0

Schemat 4-10. Reakcja utlenienia H,0, dziataniem nadmanganianu

Tabela 4-74. Przygotowanie mieszanin reakcyjnych H,0,

2 M HCI 2 M AcOH / AcONa 2 M NaOH
2,5M 2,4M
HCl H,O H,0, Bufor H,0 H,0, NaOH H,0 H,0,
8,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 8,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 8,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
Kolbka miarowa 10 ml Kolbka miarowa 10 ml Kolbka miarowa 10 ml

Procedura miareczkowania

[1] 1ml roztworu przenies¢ do kolbki miarowej (100ml) i wymieszac.

[2] Pobra¢ pipeta do kolby stozkowej 25 ml roztworu probki, doda¢ 20 ml 1M roztworu
kwasu siarkowego i miareczkowac¢ 0,021 M roztworem KMnQO, (miano ustalono miareczkujac
nawazke szczawianu sodowego) do pojawienia sie bladorézowego zabarwienia.

[3] Miareczkowanie powtarzano 3-krotnie.

[4] Wyniki oznaczen, uzyskane z algorytmu 4-2., przedstawiono w Tabeli 4-75. w postaci

wzglednych ilosci mmoli H,0,, odniesionych do stanu poczgtkowego (t=0).
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Rdownanie 4-2. Algorytm do wyliczania ilos¢ mmoli H,0, w prébce miareczkowane;j

nH,0, [mmol]= 2,5 KMnO,4 [mmol]= 2,5 x ckmnoa)[mmol/ml] x V(kmnoa) [mI] x w

gdzie:

2,5 — wspodtczynnik wynikajacy ze stechiometrii reakcji 4-10;

C(kmno4) — Steienie KMnO, (0,021 M),

V(kmnoa) — $rednia objetosé zuzytego KMnOy;

w —wspétmiernosé pipety (4).

Tabela 4-75. Wyniki oznaczen H,0, w roztworach

%H202 = HzOz(t) / HzOz(to) x 100%

24 h 168 h 336 h 720 h
Czas [h] vs. d (24 h) 0 (1d) (7 d) (14 d) (30d)
Wzgledna ilo$¢ H,0, 100% 69,8% 6,20% 2,17% 0,93%
w 2 M HCl
Wzgledna ilo$¢ H,0, 100% 95,4% 91,0% 90,0% 99,8%
w buforze
Wzgledna ilos¢ H,0, o o 0 9 9
S ko 100% 98,2% 98,2% 98,2% 95,0%

4.4. BADANIA BIOLOGICZNE AMINOKWASOW FOSFONOWYCH

W celu okreslenia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zwigzku chemicznego uzyskanego na
drodze syntezy chemicznej, nalezy przeprowadzi¢ testy mikrobiologiczne, okreslajgce
podatnos¢ patogena na badany zwigzek chemiczny. Wyniki testow mikrobiologicznych mogg
by¢ pomocne w celu wybrania substancji posiadajgcej cechy chemioterapeutyku o

optymalnej aktywnosci.

4.4.1. METODA DYFUZYJNO-KRAZKOWA (KIRBY-BAUERA)
Czestg formg badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zwigzku chemicznego jest

metoda dyfuzyjno-krgzkowa (Kirby-Bauera) — oparta na powolnym uwalnianiu substancji

zawartej w krazku do podtoza.
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Zasada metody

Na ptytke odpowiedniego podtoza zestalonego agarem wysiewa sie czystg hodowle
patogena w taki sposdb, aby po inkubacji cata jej powierzchnia byfta pokryta wzrostem
bakteryjnym — tzw. murawkq. Przed inkubacjg, w réznych miejscach na powierzchni ptytki
umieszcza sie mate krazki bibuty nasgczone testowanymi zwigzkami. Podczas inkubacji z
kazdego krazka badany srodek dyfunduje promieniscie do podfoza, tworzac gradient stezen.
Najwieksza jego koncentracja wystepuje przy brzegach krazka i spada wraz z odlegtoscig od
krgzka. Wielkos¢ strefy zahamowania wzrostu bakterii jest wprost proporcjonalna do stopnia
wrazliwosci bakterii na testowang substancje chemiczng — im wieksza jest strefa
zahamowania, tym bakteria jest bardziej wrazliwa. Test ten jest skuteczny dla tych bakterii,
ktérych wzrost jest widoczny po catonocnej inkubacji. W zaleznos$ci od wielkosci strefy,

bakterie okresla sie jako: wrazliwe, $rednio wrazliwe lub oporne.

Oznaczanie opornosci bakterii metoda krazkowo-dyfuzyjng

Do okreslenia wrazliwosci mikroorganizméw na zwigzki chemiczne, wykorzystano
potilosciowag metode in vitro tzn. test dyfuzji krgzkowej na agarze. Do badan uzyto dwdch
pospolitych, szybko rosngcych mikroorganizméw wzorcowych: Staphylococcus aureus ATCC

6538 (Gram+) oraz Escherichia coli ATCC 11229 (Gram-).

Materiaty

e agar tryptozowo — sojowy 40 g na 1000 ml wody destylowanej;

e bulion tryptozowo — sojowy 30 g na 1000 ml wody destylowanej;

e roztwory: kwaséw  1-(N-acetyloamino)alkilofosfonowych i peptydéw glicylo-
aminoalkliofosfonowych o okreslonym stezeniu;

e papierowe krazki nasgczone badanym zwigzkiem;

e zawiesina bakteryjna;

e wzorzec skali.

Procedura badania
[1] Przygotowanie 1 ml roztworu testowanych zwigzkéw chemicznych o stezeniu ok. 54 mg/I
W ddzielnych fiolkach chromatograficznych odwazono testowane zwigzki chemiczne, do

kazdej wialki dodano 1 ml wody destylowanej.
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[2] Przygotowanie krazkow: wyciete krazki z papieru chfonnego (bibuty jakosciowej) o
$rednicy 6 mm nasgczono badanymi zwigzkami chemicznymi o okreslonym stezeniu.

[3] Przygotowanie inoculum — zawiesiny bakteryjnej do badan: przygotowac probdwke z 4,5
— 5,0 ml bulionu tryptozowo — sojowego (T.C.S.) i umiesci¢ w niej pojedynczg kolonie z
hodowli agarowej. Inkubowa¢ przez ok. 24 h w temperaturze 37 (+ 2)°C.

[4] Przygotowac 6 probdéwek z 9 ml sterylnej wody destylowanej, w celu 10cio krotnych
rozcienczen (10'1, 10'2, 10'3, 10'4, 10'5, 10'6). Z rozciericzenia 10°® wysiac¢ po 0,1 ml na dwie
szalki z agarem w celu okreslenia ilosci bakterii. Inkubowa¢ przez 18 — 24 h w temp. 37 (x
2)°C. Policzy¢ wyroste kolonie.

[5] Z rozcieficzenia 10™ pobrano materiat biologiczny do badar — liczebno$¢ bakterii wynosita
12 x 108 cfu/ml, co w przyblizeniu odpowiada 0,5 w skali McFarlanda. Pobrano 0,1 ml
zawiesiny i rwnomiernie rozprowadzono na szalce z podtozem.

[6] Po wyschnieciu (do 15 min) na posiane podtoze natozono wilgotne krazki z testowanymi
zwigzkami (za pomoca sterylnej pesety). Kazdy krazek nalezy delikatnie przycisnac,
zapewniajgc réwnomierny kontakt z podtozem. Na jeden zwigzek chemiczny przygotowano 3
powtdrzenia.

[7] W ciggu 15 min. ptytki wstawiono do cieplarki, inkubowano w warunkach tlenowych 18-
24 godziny, w temp. 37°C.

[8] W przypadku pojawienia sie efektu bakteriobdjczego badanych zwigzkéw chemicznych
nalezy zmierzy¢ srednice kazdej strefy zahamowania wzrostu drobnoustroju (wliczajgc
$rednice krazka) i podaé¢ odczyt w mm, a wyniki interpretowaé¢ wedtug srednicy uzyskanych

stref zahamowania wzrostu.

4.4.2. METODA ROZCIENCZENIOWA W POZYWCE PtYNNEJ - METODA NEFELOMETRYCZNA
W nastepnym etapie doswiadczen zastosowano potilosciowg metode in vitro, ktora

wykorzystuje zdolnos¢ bakterii do wzrostu w pozywce ptynnej w obecnosci okreslonego

stezenia badanego zwigzku.
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Zasada metody

W celu okreslenia rdéznicy wzrostu mikroorganizméw w obecnosci réinych 1-(N-

acyloamino)fosfonianéw/peptydéw postuzono sie metodg instrumentalng — nefelometria.

Jest to metoda spektrofotometryczna wykorzystujgca pomiar natezenia Swiatta, ktodre

przeszto przez osrodek metny (zawiesine bakterii).

Do badan uzyto dwdch pospolitych, szybko rosngcych mikroorganizmoéw wzorcowych

Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Gram+) oraz Escherichia coli ATCC 11229 (Gram-).

Instrumentalny pomiar metnosci opiera sie na zdolnos$ci czasteczek w zawiesinie do

rozpraszania swiatta. Do wykonania pomiaréw laboratoryjnych uzyto przenosne urzadzenie

przeznaczone do pomiaru metnosci zawiesin bakteryjnych: nefelometr — densytometr DEN 1

firmy Grant-Bio (Rys. 4-14.).

Podstawowe dane techniczne:

e pomiar metnosci zawiesin bakteryjnych odpowiadajgcy wartosciom od 0,3 do 15,0
jednostek w skali McFarlanda;

e 7rédto Swiatta: dioda emitujgca Swiatto o dtugosé fali: 565 + 15 nm;

e wyniki wyswietlane sg na ciektokrystalicznym ekranie przyrzadu;

e zawiesine drobnoustrojéw mozna sporzadzi¢ z wody, roztworu soli fizjologicznej lub
przejrzystego, ptynnego podtoza wzrostowego o barwach od zéttej do jasnobrgzowej;

e do analizy wymagane s3 minimum 2,0 ml roztworu.

")
v
=

< Ty,

Rysunek 4-14. Densytometr DEN-1 firmy Grant-Bio
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Aparat stosowano do pomiaru stezenia inokulum oraz okreslenia stopnia zmetnienia
roztworu, wywotanego wzrastajgcg iloscig komorek bakteryjnych po 5—cio i 24—-ro godzinnej

inkubacji zawiesiny bakteryjnej w obecnosci badanego zwigzku chemicznego.

Materiaty

e agar tryptozowo — sojowy 40 g na 1000 ml wody destylowane;j;

e bulion tryptozowo — sojowy 30 g na 1000 ml wody destylowanej;

e zawiesina bakteryjna;

e wzorzec skali;

e densytometr firmy Grant-Bio model: DEN-1;

e roztwory: kwaséw  1-(N-acetyloamino)alkilofosfonowych i peptydéw glicylo-

aminoalkliofosfonowych o okreslonym stezeniu (Tab.: 3-40., 3-41.).

Przygotowanie zawiesiny bakteryjnej do badan (inoculum)

[1] Przygotowac probdéwke z 4,5 do 5,0 ml bulionu tryptozowo — sojowego (T.C.S.) i umiescié
w niej pojedynczg kolonie z hodowli agarowej. Inkubowac przez ok. 24 h w temperaturze 37
(z2)°C.

[2] Przygotowaé 6 probowek z 9 ml sterylnej wody destylowanej, w celu 10cio krotnych
rozciericzen (10, 10, 102, 10%, 10°, 10°).

[3] Z rozciericzenia 10°® wysia¢ po 0,1 ml na dwie szalki z agarem w celu okreslenia ilosci
bakterii. Inkubowac przez 18 do 24 h w temp. 37 (+ 2)°C. Policzyé wyroste kolonie.

[4] Z rozcieficzenia 10™ pobrano materiat biologiczny do badan — liczebnos¢ bakterii wynosita
dla Staphylococcus aureus: 3,5 x 10’ cfu/ml, a dla Escherichia coli: 6,4 x 10’ cfu/ml.

[5] Po 10 krotnym rozcienczeniu tych zawiesin otrzymano roztwory o metnosci w

przyblizeniu odpowiadajacej 0,5 w skali McFarlanda.

Przygotowanie roztworow do badan
Do dwoch szeregéw probdéwek (rownolegle dla dwdch gatunkéw bakterii) dla kazdego z 16
testowanych zwigzkéw oraz préby odniesienia (razem 34 probdéwek), dodano po:

e 1,7 ml bulionu tryptozowo — sojowego (T.C.S.);
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e 0,2 ml badanego zwigzku (kwasu 1-(N-acyloamino)alkilofosfonowego, fosfonopeptydu), a
w przypadku préby odniesienia wody destylowanej;
e 0,1 ml zawiesiny bakterii Staphylococcus aureus i Escherichia coli o gestosci 0,5 w skali

McFarlanda.

Densytometryczny pomiar gestosci zawiesiny

Przed wykonaniem pomiarédw urzadzenie DEN-1 byto kalibrowane za pomocg zestawu
kalibrujgcego (odczyt kalibratoréw: 0,25 i 0,5 w skali McFarlanda).

Kazdg probdéwke umieszczano w komorze odczytu densytometru DEN-1 i wykonywano
pomiar w celu znalezienia odpowiednika w skali McFarlanda dla danej zawiesiny bakteryjnej
(Tab.: 3-40., 3-41.). Pomiaru dokonano po 5 h i 24 h inkubacji zawiesiny bakteryjnej w temp.

37°C w obecnosci badanego zwigzku chemicznego.
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5. PODSUMOWANIE

Podczas realizacji Pracy Doktorskiej osiggnieto nastepujace cele czgstkowe:

1. Przeprowadzono synteze 25 zwigzkdw uzytych dalej do badan fizyko-chemicznych
i/lub biologicznych. Szereg z tych zwigzkéw (10) to zwigzki dotgd nieopisane w literaturze

naukowe;j.

2. Opracowano  dwie metody  wyznaczania rozpuszczalnosci kwasow
aminoalkilofosfonowych w wodzie oraz w ukfadach woda-izopropanol. Wyznaczono
rozpuszczalnosci w temperaturze pokojowej dla 17 reprezentatywnych kwaséw
aminoalkilofosfonowych w wodzie oraz w uktadach woda-izopropanol (90;10; 75:25; 50:50 i
25:75).

[Kudzin, M.H; Kudzin, Z.H.; Urbaniak, P.; Drabowicz, J.: Investigations on the solubility of

aminoalkylphosphonic acids. 16" International Symposium Advances in the Chemistry of

Heteroorganic Compounds, P-085, CBMM PAN, tédz, 2013.11.15.][262].

3. Przeprowadzono badania termograwimetryczne reprezentatywnej grupy kwasow
aminofosfonowych.

[Kudzin, M.H.; Kudzin, Z.H.; Urbaniak, P.; Drabowicz J.; Perlikowska, W. w-Amino-
alkylophosphonic acids. Investigations of selected physical and chemical properties. P-35. XV
International Symposium Advances in the Chemistry of Heteroorganic Compounds, CBMM PAN, t6dz,

2012.11.16.]%®
Tematyka ta stanowi nowos¢, oprocz pracy Kurta Modritzera [Moedritzer, 1972][212]
literatura chemiczna nie zawiera doniesien dotyczacych badan termograwimetrycznych

kwaséw aminofosfonowych.

4. Przeprowadzono badania nad pirolizg reprezentatywnej grupy kwasow
aminofosfonowych.
[Kudzin, M.H.; Mrozifiska, Z.: Investigation of Thermal Decomposition of 1-Aminoalkylphosphonic

Acids. P-88. XV International Symposium Advances in the Chemistry of Heteroorganic Compounds,

CBMM PAN, t6dz, 2012.11.16.]%!
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Tematyka ta stanowi nowo$¢, oprécz pracy Hoffmann’a [Hoffmann et al., 2012]%
literatura chemiczna nie zawiera doniesien dotyczgcych badad nad pirolizg kwaséw

aminofosfonowych.

5. Przeprowadzono charakterystyke **P NMR (przesuniecia chemiczne 8(*'P) w wodnych
roztworach 2 M KOH, buforze AcOH-AcOK, wodzie i 2 M HCI) dla 7 klas kwasow

fosfonowych, w tym 5 klas kwaséw aminofosfonowych, tacznie opis dotyczy 30 zwigzkdw.

6. Przeprowadzono badania nad stabilnoscia reprezentatywnej grupy kwasow 1-
amlinoalkilofosfonowych (Gly®, Ala®, Mala®, Pgly®), oraz 1-(N-alkiloamino)alkilofosfonowych
(tBu-GIyP, tBu-Ala®,  Me-Hala”, Et-Hala", Et-MaIaP) oraz  1-(N,N-dialkiloamino)-
alkilofosfonowych (Mez-HaIaP) na ekspozycje w roztworach kwaséw i zasad (2 M HCl, 2 M

H,S04, 2 M KOH) w temperaturach 20 °Ci 100 °C.

7. Przeprowadzono badania nad stabilnoscig reprezentatywnej grupy kwasow 1-
aminoalkilo-fosfonowych (Gly®, Ala", Mala®, Pgly’) na ekspozycje w roztworach nadtlenku
wodoru (w 2 M HCI, buforze AcOK/AcOH, 2 M KOH).

[Kudzin, M.H.; Kudzin, Z.H.; Urbaniak, P.; Drabowicz, J. Reaction of 1-aminoalkyl-phosphonic
acids with hydrogen peroxide. Oxidative dephosphonylation. P-36. XV International Symposium

Advances in the Chemistry of Heteroorganic Compounds, CBMM PAN, t6dz, 2012.11.12.]1%,

8. Przeprowadzono badania nad wtasciwos$ciami biologicznymi reprezentatywnej grupy
kwaséw 1-(N-acyloamino)alkilofosfonowych i fosfonopeptydow.
[Kudzin M.H., Kudzin Z.H., Drabowicz J. Derivatives of aminoalkylphosphonic acids and

glycylaminoalkylphosphonic acids as antibacterial additives in biopolymers. European Polymer

Congress EPF-2011; Grenada 2011.06.26.]%%

9. Dla celédw dokumentacyjnych wykonano szereg widm UV i IR oraz widm 'H NMR, 3'p
NMR i *C NMR reprezentatywnych kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych (widma te beda

wykorzystane przy opracowaniu pracy monograficznej, w przygotowaniu).
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