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PRAKTIKUM Z NUKLEARNEJ MAGNETICKEJ REZONANCIE

Cast 2: Kvantitativna analyza a fyzikalno-chemické $tadie s vyuzitim NMR spektroskopie

PREDSLOV

Tato zbierka laboratérnych uloh je urcend pre Studentov chemickych a pribuznych
odborov, ktori si chct prehibit svoje poznatky v oblasti aplikovanej jadrovej magnetickej
rezonancie (NMR) a fyzikdlnej chémie. Cvicenia boli koncipované tak, aby Studentov nielen
oboznamili s technikou NMR spektroskopie ako jednym z najdélezitejSich analytickych
nastrojov v modernej chémii, ale aj umoznili pochopit jej vyuZitie pri kvantitativnych a
rovnovaznych studidch chemickych systémouv.

Zadania zahfnaju r6zne pristupy k analyze latok v roztoku, od stanovenia rozdelovacieho
koeficienta, pKis, az po sledovanie keto—enol rovnovahy, vplyvu substituentov i
enantiomérneho nadbytku. VSetky uUlohy sU postavené na redlnych experimentoch, ktoré
Student vykonava sam alebo v malych skupinach a nasledne spracuva vysledky pomocou
moderného softvéru (napr. MestreNova, Excel).

Cvicenia su koncipované tak, aby podporili rozvoj praktickych zru€nosti pri spracovani a
analyze NMR spektier, schopnost kvantitativne analyzovat vysledky experimentov, chapat
vztah medzi molekulovou strukturou a fyzikdlno-chemickymi vlastnostami, ale hlavne kriticky
mysliet pri interpretacii dat.

Vzhladom na Siroky rozsah a r6znorodé metodické pristupy su tieto skriptd vhodné
nielen ako podpora vyucby fyzikdlnej chémie a analytickej chémie, ale aj ako vstupna brana
do sveta vyskumu zaloZzeného na spektroskopickych a rovnovazinych metddach.

Verime, Ze ponukané experimentalne cvi¢enia budu pre Studentov nielen prinosné, ale

aj motivujuce pre dalsie studium.

Autori
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PRAKTIKUM Z NUKLEARNEJ MAGNETICKEJ REZONANCIE

Cast 2: Kvantitativna analyza a fyzikalno-chemické $tadie s vyuzitim NMR spektroskopie

1 STANOVENIE ROZDELOVACIEHO KOEFICIENTA POMOCOU NMR

1.1 Uvod

Rozdelovaci koeficient (tiez distribu¢ny koeficient) je fyzikdlno-chemicka veli¢ina, ktord
vyjadruje rovnovazine rozdelenie latky medzi dve nemieSatelné fazy, zvycajne vodnu a
organicku fazu. Tato velicina je klUCova pre pochopenie rozpustnosti latok v réznych
prostrediach a nachddza Siroké uplatnenie vo farmakoldgii, chemickom inZinierstve a
environmentalnych vedach.

Rozdelovaci koeficient Ky je definovany ako pomer celkovych (ionizovanych aj
neionizovanych) koncentracii latky v organickej c, a vodnej faze c,,:

Ky = a
Pre vyjadrenie lipofility neionizovanej formy latky sa najCastejSie pouziva Specificky

koeficient P, ktory vyjadruje distribuciu latky medzi vodou a n-oktanolom:

C, (neionizovana forma)

P — p
¢ (neionizovana forma)

Hodnota P je déleZitd najmad vo farmakoldgii, latky s vysokym P (P > 1, lipofilné)
spravidla lepSie prenikaju cez biologické membrany, zatial ¢o latky s nizkym P (P <1,
hydrofilné) su rozpustnejsie vo vodnych prostrediach.

Na jednoduchsie porovnanie hodndt sa pouziva logaritmické vyjadrenie rozdelovacieho

koeficienta log P:

CO
log P = log (c_)

w

Hodnoty log P su rozhodujuce pri vyvoji lieiv, predikcii environmentalneho spravania
sa latok a v analytickych technikach. Latky s log P > 0 su lipofilné, zatial ¢o latky s log P < 0 su
hydrofilné. Idedlne hodnoty log P pre lieCiva sa nachadzaju v rozmedzi 0,5-3,0, o predstavuje
vyvazenu rozpustnost vo vode a lipofilitu.

V environmentdlnych vedach vysoké hodnoty P indikuju potencial latky kumulovat sa v
tukovych tkanivach Zivocichov, ¢o vedie k bioakumulacii a ekologicke] toxicite. Rozdelovaci
koeficient je tiez kluCovy v separaCnych technikach, ako je kvapalinovd extrakcia a

chromatografia.
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Na experimentalne stanovenie P sa Casto pouziva ,shake-flask” metdda, kde sa latka
rozdeluje medzi dve nemieSatelné fazy. Na kvantifikaciu koncentracie analytu vo fazach sa
pouzivaju metddy ako acidobazicka titracia, UV spektrofotometria alebo kvantitativna *H NMR
spektroskopia.[1,2]

Pre ucely tohto cvicenia budu hodnoty log P stanovené meranim relativneho mnozstva
analytu vo vodnej faze pred a po extrakcii do organickej fazy. Kedze pri extrakcii budu pouzité
rovnaké objemy vodnej a organickej fazy, mnozstvo aj koncentrdcia analytu su v oboch fazach
priamo Umerné integralnej intenzite NMR signdalov. Zaroven plati, Ze rovnovazna koncentracia
analytu v organickej faze zodpoveda ubytku jeho koncentracie vo vodnej faze. Pévodnu
koncentraciu analytu oznacime c,,5 a koncentraciu vo vodnej faze po extrakcii a dosiahnuti

rovnovahy c,,g. Potom moZno koncentraciu analytu v organickej faze vyjadrit ako:[1]

c Cwa — C
logP = logc—o = logu

w CwB
KedZe koncentrdcia je priamo Umerna integralnej intenzite NMR signalu tych istych vodikov
pred a po extrakcii (¢ « I kde I jeintegralna intenzitaa N je pocet vodikov), predchddzajuci

vztah mozno prepisat na tvar:[3]

Co IWA - IWB
logP =log— =lo =log—
g gcw gIW g Is

I

1.2  Ulohy

1. Stanovenie rozdelovacieho koeficienta log P metédou 1
° Uréte hodnotu log P medzi vodou a n-oktanolom pre tri vybrané zlGceniny
pomocou metddy 1.
2.  Stanovenie rozdelovacieho koeficienta log P metédou 2
. UrCte hodnotu log P medzi n-oktanolom a vodou pre tie isté tri zluceniny
pomocou metddy 2.
3. Porovnanie experimentalnych a teoretickych hodnot log P
° Porovnajte hodnoty log P ziskané experimentalne pomocou oboch metdd s

vypocitanymi alebo publikovanymi hodnotami log P.
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1.3 Material a metody
Chemikalie
N&azov Molekulov'a' Cistota Mnoistvo Bezpeénostpé
hmotnost upozornenia
vanilin 152,15 g.mol™* | 99 % 2mg Podrazdenie o (kat. 2), H319
kyselina acetylsalicylova 180,16 g.mol™* | >99 % 2mg Akdtna toxicita (kat. 4), H302
kofein 194,19 g.mol*  >99 % 2 mg Akitna toxicita, (kat. 4), H302
deuterovana voda (D20, 99,9 atom % D) 20,03 g.mol™! - 1ml -
destilovana voda 18,02 g.mol™? - 9 ml -
n-oktanol 130,23 g.mol™?  >99% 4,2 ml Podrazdenie oti (kat. 2), H319
Laboratérne pomacky
Nazov Pocet Kapacita/rozsah
(ks)
navazovacky 3 -
sklenenad vialka 1 10 ml
sklenené vialky 3 5mi
automaticka pipeta 1 100-1000 ul
Eppendorfove mikroskumavky 6 1,5 ml
NMR kyvety Wilmad 6 &5 mm, pre 600 MHz NMR spektrometer

Kvantitativne
NMR spektra

'H NMR

PRESAT

teplota

rozpustadlo

spektralna Sirka [ppm]
akviziény cas [s]
relaxa¢nd doba [s]

pocet skenov

25°C

DMSO-ds
-1-16

5,0
20,0

16

32

1.4 Experimentalna cast

1.4.1

Priprava vzoriek - metéda 1

Vzorka A: Analyzovanu latku (2 mg) déame do 5 ml vialky a pridéme zmes H,0/D,0

(90/10; 1,5 ml). Zmes pre lepsiu rozpustnost vloZzime do ultrazvukového kupela na 5-10 min.

pri teplote 30 °C. Zo zmesi odoberieme 700 pl do NMR kyvety. Takto pripravime prvy roztok

pre analyzu (Obrazok 1).

Vzorka B: Zo zmesi odoberieme 700 pl, vloZime do Eppendorfovej mikroskumavky

a priddme rovnaké mnozstvo n-oktanolu (700 pl). Zmes pretrepavame minimalne 10 min.,

nasledne centrifugujeme 10 min. pri 2000 ot./min. Zmes nechame stat 24 h, aby doslo

13



PRAKTIKUM Z NUKLEARNEJ MAGNETICKEJ REZONANCIE

Cast 2: Kvantitativna analyza a fyzikalno-chemické $tadie s vyuzitim NMR spektroskopie

k ustdleniu rovnovdhy. Po 24 h odoberieme zo zmesi 550 ul vodnej fazy do NMR kyvety

a analyzujeme (Obréazok 1).[1]

H
vzorka A (700 ul) GNMR
I | I I |
s 2 o 9lppml
c I Iya—1
logP =log—2 =log=2 = logu
Cy Iw IWB
H
n-oktanol qgNMR
(700 ul)

vzorka B (700 pl) i } } I |

Obrazok 1. Schematické zndzornenie stanovenie rozdelovacieho koeficienta log P metodou 1.

1.4.2 Pripravavzoriek-metéda 2

Vzorka A: Analyzovanu latku (1 mg) ddme do 2 ml Eppendorfovej mikroskimavky
a pridédme zmes H,0/D,0 (90/10; 700 pl). Po rozpusteni v ultrazvukovom kupeli (5-10 min. pri
30 °C) prenesieme roztok do NMR kyvety a nameriame kvantitativne 'H NMR spektrum
(Obrazok 2).

Vzorka B: K vodnému roztoku (vzorka A) pridame n-oktanol (700 ul), pretrepavame 10
min. a nechame stat 24 h, aby sa ustalila rovnovaha. Po 24 h nameriame kvantitativne *H NMR

spektrum (Obrazok 2).[2]
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vzorka A (700 pl)

H
aNMR

log P = log*® = log 12 =1
ogP = log— = log— = log
Cyw Iw IWB

vzorka B (700 pl)

H
aNMR

IWA — IwB

|
5
8 4 o Slepml 8 a

Obrdzok 2. Schematické zndzornenie stanovenia rozdelovacieho koeficienta log P metddou 2.

1.5 Vysledky a diskusia

1.6 Spracovanie 'H NMR spektier v programe MestreNova

Obidvoma sposobmi (metdda 1 a metdda 2) sme pripravili vzorky A a B analyzovanych
zluéenin: vanilin, kyselina acetylsalicylovd a kofein (Obrazok 3) a namerali kvantitativne H
NMR spektra, ktoré sme spracovali v programe MestreNova. Referen¢nym signalom bol signal

vody s chemickym posunom 4,79 ppm.

H__O 0. CH;"
7 9 3 ; O CH3
1 3 HiC_ 5 N7
2 6 4 N~6 | > 5
2 23 /
8
HaC g 5 5 ' 7 oH® O)\N N
4 é 9
H ° Ha
vanilin kyselina acetylsalicylova kofein

Obrdzok 3. Struktiry analyzovanych zlucenin: vanilin, kyselina acetylsalicylovd a kofein.

Pre kvantifikdciu je potrebny referentny kvantitativny Standard. Merania sme vsak
uskutocCnili bez pouzitia Standardu, pretoZe koncentracia vody sa v priebehu merani prakticky
nemeni a pred aj po ustaleni rovnovahy je rovnaka a teda po nastaveni rovnakych parametrov

merania, moZeme signal vody pouzit ako kvantitativny referencny signal.
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1.7 Stanovenie rozdelovacieho koeficienta log P

Aby sme tieto predpoklady overili, vypocitame rozdelovacie koeficienty log P pre
analyzované zluceniny najprv pouzitim integralnych hodnoét, pricom referen¢nou hodnotou

bude integralna hodnota signalu vody (100 000) a nasledne pomocou relativnych integralov

(Ianalyt

Ivoda

Z kvantitativnych *H NMR spektier sme od¢itali integralne hodnoty signalov pre vodné
fazy pred (vzorka A) a po (vzorka B) ustdleni rovnovahy s n-oktanolom. Na zdklade rozdielu
integralnych hodndt I, a Iz sme vypocitali hodnoty rozdelovacieho koeficienta log P pre
kazdu zluceninu a pre obe pouzité metdédy (Tabulka 1).

Integralne hodnoty I, a I, ziskame integraciou kvantitativnych 'H NMR spektier

vzorky A a B pre obidve metddy.

Tabulka 1. Vypocet rozdelovacieho koeficienta log P pre vanilin, kyselinu acetylsalicylovu a kofein na zdklade
integrdlnych hodnét *H NMR spektra.

Metdoda 1 Metoda 2

A B A B ref. ADMET
| 72,54 4,24 119,26 6,77
- 1,18 [1]
Vanilin I, — Iy 68,3 112,49 1.17 [4] 1,202
log P 1,21 1,22 ’
| 92,18 8,38 161,26 13,64 1,04 [1]
Kyselina acetylsalicylova I, — Iy 83,8 147,62 1,20 [5] 1,282
log P 1,00 1,03 1,19 [6]
| 28,29 16,88 70,53 37,14
, -0,21 [1]
Kofein I, —Ig 11,41 33,39 oy o
log P -0,17 -0,05 ’

http://www.swissadme.ch/

Z vysledkov (Tabulka 1) vyplyva niekolko ddélezitych zaverov tykajucich sa fyzikalno-
chemickych vlastnosti skimanych zli¢enin. Hodnota rozdelovacieho koeficienta log P pre
vanilin potvrdzuje jeho strednu lipofilitu, ¢o znamen3, Ze tato zlicenina ma relativne vyvazeny
pomer afinity k lipofilnej (nepolarnej) faze a hydrofilnej (poldrnej) faze. Tento fakt
koreSponduje s referencnymi literarnymi Udajmi a naznacuje, Ze vanilin méze byt dobre
rozpustny v oboch prostrediach, ¢o ma vyznam pre jeho biologicki dostupnost a

farmakokinetiku.
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V pripade kyseliny acetylsalicylovej sa hodnota log P pohybuje priblizne okolo hodnoty
1, ¢o naznaduje jej amfifilni povahu, teda schopnost rozpustat sa v polarnych aj nepolarnych
prostrediach. Tato vlastnost je doleZitd pre jej farmaceutické vyuZitie, pretoze amfifilné
zluceniny mozZu lepsie prenikat biologickymi membranami a zdroven zostat rozpustené v
biologickych tekutindch. Hodnoty namerané v experimente su konzistentné s literatirou, kde
sa log P kyseliny acetylsalicylovej uvadza v rozmedzi 1,04 az 1,28, ¢o posilfiuje déveryhodnost
ziskanych vysledkov.

Naopak, kofein vykazuje zapornu hodnotu log P, ¢o potvrdzuje jeho hydrofilny
charakter. To znamen3, Ze kofein ma vyssiu afinitu k vodnému prostrediu nez k lipidovému,
¢o ovplyvnuje jeho rychle vstrebavanie a distribuciu v organizme, predovsetkym v polarnych
tkanivach. Vypocitané hodnoty su v silade s publikovanymi ddajmi, ktoré sa pohybuju v
rozmedzi od —0,21 do —0,12, ¢im sa potvrdzuje spravnost metodiky pouzZitej na kvantitativnu
analyzu.

Porovnanie hodnot log P ziskanych oboma metddami ukazuje ich vysoku vzajomnu
zhodu, pricom rozdiely medzi nimi su minimalne a neovplyviuju zavery o lipofilite jednotlivych
zlicenin. Tato konzistentnost podciarkuje spolahlivost a opakovatelnost pouzitych postupov
spracovania 'H NMR spektier a ich vhodnost pre kvantitativnu analyzu rozdelovacich

koeficientov.

1.8 Zaver

Toto cviCenie predstavuje dolezity prakticky krok v pochopeni a aplikacii kvantitativne;j
analyzy pomocou 'H NMR spektroskopie, ktora je dnes jednou z kli¢ovych metdd v analytickej
chémii a farmaceutickom vyskume. Studenti si vdaka nemu méZu osvojit nielen teoretické
poznatky o rozdelovacom koeficiente log P, ktory je zakladnym parametrom ovplyviujicim
farmakokinetiku a bioaktivitu latok, ale aj praktické zrucnosti v priprave vzoriek, merani a
spracovani kvantitativnych NMR spektier pomocou softvéru MestreNova.
Vysledky cvi¢enia poukazuju na spolahlivost a presnost dvoch odlisnych metéd, ¢o studentom
zaroven umoznuje porozumiet déleZitosti spravneho vyberu a kontroly analytickych postupov.

Zaroven sa naucia interpretovat ziskané Udaje v kontexte fyzikalno-chemickych vlastnosti
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analyzovanych latok, ¢o je nevyhnutné pre ich dalSie vyuZitie vo vedeckom alebo
priemyselnom prostredi.

Celkové porozumenie procesu od merania aZz po vypocet a interpretaciu rozdelovacich
koeficientov rozvija analytické myslenie Studentov a pripravuje ich na rieSenie komplexnych
uloh v oblasti chemického vyskumu, vyvoja novych lieCiv ¢i hodnotenia environmentdlnych
dopadov latok. Toto praktické cvicenie tak vyznamne prispieva k ich odbornému rastu a

pripravenosti pre profesionalnu kariéru v chemickych a farmaceutickych disciplinach.
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2 STANOVENIE HODNOT p K, AMINOKYSELIN POMOCOU NMR

21  Uvod

Pravdepodobne najviac Studovanymi reakciami sU Brgnstedove acidobdzické reakcie
(tiez nazyvané Brgnsted-Lowryho acidobdzické reakcie). Brgnstedova kyselina je definovana
ako donor proténov a Brgnstedova zdsada je akceptorom protdnov. Presnejsie, Brgnstedova
kyselina je donorom hydrénov. Hydrén je vieobecny termin pre H*, protén (*H* sa nazyva
deuterdn a 3H* sa nazyva tritén). Vadsina chemikov si tieto rozdiely uvedomuje, ale terminy
nepouZiva, preto budeme pouZivat nadalej vyraz protén. Kyselina HA abdza B podla

Brgnstedovej definicie su teda latky, ktoré vzajomne reaguju:

HA + B A° + BH®
kyselina baza konjugovana konjugovana
baza kyselina

V rovnici su kyselina (HA) a baza (B) znazornené vseobecne; mozu byt neutralne alebo nabité
(kladne ¢i zaporne). Po prenose protdnu vznikd konjugovana bdza (A”) a konjugovana kyselina
(BH*), ktorych naboj sa oproti pévodnym druhom zmeni o jednotku, tzn. kyselina strati protén
a ziska zaporny naboj, baza prijme proton a ziska kladny ndboj. Pri spatnej reakcii je A~ baza a
BH* je kyselina.

Vo vseobecnosti plati, Ze kyselina musi mat labilnd vazbu s proténom a baza musi poskytnut
dva elektrony pre vznik vazby s proténom.

Mnohé rozpustadld su schopné prijat alebo odovzdat protén. Proténovand forma
rozpustadla sa oznacduje ako lyoniovy idn a konjugovana baza sa nazyva lyatovy ién (napr. pre
vodu je to hydréniovy ion Hs3O* a hydroxidovy ién OH™). Lydniové a lyatové idny su
solvatované. Predpoklada sa, Ze hydrdniovy i6n je solvatovany niekolkymi molekulami vody
H*(H20)n. Celkovo je schopnost rozpustadla prijat protén ovplyvnena jednak jeho vlastnymi

elektronovymi pomermi, ale aj tym, ako dobre solvatuje lydniovy ion.[8]

2.1.1 Vodné roztoky

Ak do vody pridame kyselinu, zasadou bude voda:

HA + H,O A@ + H3(§r}
kyselina baza konjugovana konjugovana
baza kyselina
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Ak do vody pridame zasadu, voda bude kyselinou:

H,O + B OH@ + BH@
kyselina baza konjugovana konjugovana
baza kyselina

Tieto acidobazické reakcie st rozhodujlice pre samotny Zivot, pretoze rozpustadlom v Zivych

systémoch je voda.[8]

2.1.1.1 pK,

Termodynamiku rovnice:

HA + H,0 A@ + Hso@
kyselina baza konjugovana konjugovana
baza kyselina

mozno vyjadrit pomocou nasledujucich vztahov:

_ [H30%][A7]
1" [HA][H,O]

KedZe rozpustadlo, voda, je vo velkom nadbytku (55,5 M) a jeho koncentracia sa pri reakcii

vyrazne nemeni, zaclenuje sa do konstanty kyslosti K:

_ [H307][A7]
€4~ [HA][55,5]
_ [H30*][A7]
[55,5]Keq = THAT
_ [H30*][A7]
STV

Hodnoty K, odrazaju relativnu stabilitu castic na oboch strandch predchadzajicej rovnice,
preto ich méZzeme pouzZit na vyvodenie zaverov o sile kyseliny HA vzhladom k Hs3O*. Pre
hodnoty K, vacsSie ako 1 plati, Ze HA je silnejSia kyselina ako H3O*, teda HA odovzddava svoj
proton efektivnejsie ako HsO*. TiezZ plati, Ze A~ je slabSia baza ako H,0, pretoze protdn je radsej
naviazany na molekulu vody ako na A~. K presne opacénym zaverom dospejeme pre hodnoty
K, menSie ako 1.

Hodnoty K, sa pohybuji od velmi velkych (10'?) po extrémne malé (10°°), preto bola

definovana stupnica kyslosti nazyvana pKj:

20



PRAKTIKUM Z NUKLEARNEJ MAGNETICKEJ REZONANCIE

Cast 2: Kvantitativna analyza a fyzikalno-chemické $tadie s vyuzitim NMR spektroskopie

pK, = —logq0K,

Silné kyseliny maju malé alebo zaporné hodnoty pK, a ¢im je kyselina slabSia, tym vacsia je jej
hodnota pKj,.

Podobne mbzeme uvazovat aj o zasadach:

H,O + B OH@ + BH@
kyselina baza konjugovana konjugovana
baza kyselina
A podobne odvodime konstantu bazicity Kj,:
[OH™][BH*]
*  [B]

Konstanta kyslosti K, a konstanta bazicity Ky, su vo vzdjomnom vztahu:
Ky = K Ky
Kde K, je heterolyticka disociacna konstanta vody:
K,, = [H;0%][OH"] = 10~ 1*M?

Vdaka tomuto vztahu, pK, hodnoty pre kyseliny su tieZ indikatormi sily ich konjugovanych

zasad.[8]

2.1.1.2 pH
Poloha acidobazickej rovnovahy vo vode nie je riadena len relativnou acidobazickou
silou kyselin a zasad, ale aj pH roztoku:
pH = —log;o[H;07]
pH roztoku suvisi s koncentraciou HzO* v roztoku. KedZe ide o logio, rozdiel pH o jednotku
odraza 10-ndsobny rozdiel v koncentracii H3O*. KyslejSie roztoky maju nizsie pH, zatial ¢o
zasadité roztoky maju vysoké pH.Zmenou pH sa v skutoCnosti meni rozsah protonacie kyselin

a zasad v roztoku (protonacny stav). Tento jav popisuje Henderson-Hasselbalchova rovnica:

[H307][A7]
pKa = —lOg (W)

A
pK, = — <log[H30+] + log [[HA]]>
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[A7]

pK, = —log[H;0%] — log THA]

[
pK, = pH —log THA]

_ [A7]
pH = pK, + log m

Tato rovnica vyjadruje to, Ze ak mame kyselinu HA s pK, = 4,0, pripravime z nej zriedeny

roztok vo vode a upravime pH roztoku na 3, potom % = %, tzn., Ze v roztoku je 10-krat viac
HA ako A~. Alebo, ak pH upravime na 7, potom % = 1000, teraz je v roztoku 1000-ndsobne

viac A~ ako HA. Nakoniec, ak sa pH rovna pK,, potom [A™] = [HA].

Je to priklad toho, ako moZeme kontrolovat rozsah protonacie A~ fyzikalnou Upravou
pH. DobleZitym faktom je to, Ze pH je upravené vzhladom na pK, konjugovanej kyseliny zasady
A~. pH teda poskytuje informdciu o schopnosti roztoku darovat protén castici A™. Plati:

a) pH = pK,— roztok ma rovnaku schopnost proténovat konjugovanu bazu A~ ako
kyselina HA protonovat rozpustadlo, a preto kyselina existuje vo forme HA: A~ =1:1.

b) pH > pK, — roztok nemd dostato¢nu donorovu schopnost, aby proténoval
konjugovanu zasadu, a preto kyselina HA existuje vacSinou vo forme konjugovanej
zasady A™.

c) pH < pK, — donorova schopnost roztoku je dostatond na protonaciu A-, a preto

kyselina HA existuje vacsinou vo forme HA [8].

2.1.2 Vyznam hodnét pK, apH

Hodnoty pK, kyselin a protonovanych zasad zohrdvaju délezitu ulohu v organickej
syntéze, farmakochémii, materidlovych vedach, potravindrskom priemysle. Reaktivita,
konformdcia, rozpustnost a toxicita molekil mozu byt ovplyvnené ich protonaciou. Pri
objavovani a vyvoji liekov maju mimoriadny vyznam pre predikciu farmakokinetickych a
farmakodynamickych vlastnosti, ako je prechod cez biologické membrany, interakcie
s ciefovymi molekulami alebo indukcia vedlajsich Gcéinkov. Je preto nevyhnutné poznat
hodnotu pK, syntetizovanych a Studovanych molekul.

Na stanovenie hodndét pK, sa pouZivaju rdzne experimentalne metddy: UV-

spektroskopia, potenciometrické merania, kapildrna elektroforéza, in silico predikcia a dalSie.
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Samozrejme, aj NMR spektroskopia je jednou z moZnosti, kedZe protonacia/deprotonacia
funkénych skupin sp6sobi zmenu elektronovej hustoty v okoli jadier ateda aj zmenu
chemickych posunov jadier, ktord je mozné monitorovat ako funkciu pH. Zmenu chemickych
posunov mozno pozorovat pre jadra H, 13C, N, 1!B, °F alebo 3'P.

KedZe jadra 'H maju najvyssi prirodzeny vyskyt, ¢o priamo suavisi aj s citlivostou
experimentu, pre tieto experimenty nie je nutné prilis velké mnozZstvo vzorky a experimenty
mozu byt uskutocnené v pomerne kratkom ¢ase. Nevyhodou je, Ze vodiky vzdialenejsie od
miesta protonacie/deprotonacie su ¢astokrat ovplyvnené minimalne. V takychto pripadoch je
potom spolahlivejsie, ak st sledované chemické posuny jadier *3C alebo *°N. Nizky prirodzeny
vyskyt tychto dvoch izotopov nie je problémom, pretoze namiesto priamo meranych 3C a >N
NMR spektier mdzeme pouzit nepriame heteronuklearne korelované experimenty H,'3C-
HSQC, 'H,3C-HMBC a *H,**N-HMBC.

Experimenty HSQC, pri ktorych su cez jednu vazbu korelované dve r6zne jadra nie su
vhodné v pripade, ak dochddza k rychlej protonéacii/deprotondcii jadier 3C a °N. V takychto
pripadoch je vhodnejsie pouzit experimenty HMBC.

KedZe citlivost NMR experimentov je pomerne nizka, je potrebna dostatocna
koncentracia vzorky v danom rozpustadle. Prave dostato¢nda koncentracia analyzovanej
vzorky je castym problémom ulatok, ktoré maju velmi nizku rozpustnost vdanom
rozpustadle, napr. vo vode. V takychto pripadoch sa pouZivaju binarne, najéastejsie metanol—
voda, alebo terndrne, metanol-voda—DMSO (resp. DMSO-ds), systémy rozpustadiel. Studie
ukazali, Ze ak sa pouZije systém obsahujuci nie viac ako 27 % DMSO, rozdiel hodn6t pKj, je

10,2. Hodnoty pK, ziskané v zmesiach rozpustadiel je vhodné korigovat.[9]

2.1.3 Princip stanovenia hodnét pK, pomocou 'H NMR

Pri titracii kyseliny bazou sa meni relativny pomer kyseliny HA a jej konjugovanej bazy
A~. Chemické posuny NMR aktivnych jadier zavisia od chemického prostredia, vratane
protonac¢ného stavu susednych kyslych alebo bazickych miest. Preto postupna zmena pH
spbsobuje zmeny vich chemickych posunoch. Tato zavislost moéZzeme analyzovat pouZitim

Henderson-Hasselbachovej rovnice:[10,11]
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[HA]
[A~]

pK, = pH + log

Chemicky posun vodikov sa vyrazne meni so zmenou naboja molekuly. Hlavnym dévodom
tejto vyraznej zmeny chemickych posunov je zmena elektronovej hustoty v okoli meraného
jadra a zmena magnetickej anizotropie susednych vazieb. Ak je disocidcia proténu rychla na
NMR casove]j Skdle, v spektre pozorujeme jeden signdl &,,s, ktory predstavuje priemer

chemickych posunov 8y a 6,-:[10,11]
Sobs = OHaPHA + 6a-Pa-
kde Pya @ Po- su molové frakcie oboch foriem.
Zavislost 6,5 od pK, a pH roztoku mozno potom vyjadrit vztahom:

6A_' 10pH—pKa

Sobs = Oua + T 7 opH-pKs

kde 6y je chemicky posun proténovanej formy, §,- je chemicky posun neprotdénovanej
formy, Pya je molova frakcia protdnovanej formy a Po- je mélova frakcia neproténovanej
formy.[10,11]

A zavislost K, a pH od §,,s mo6Zeme vyjadrit pomocou vztahov:[12]

Sobs - 5HA>

pH = pK, + log<
? 5A— - aobs

aobs - 5HA>

K, =pH —lo (—
p a p g SA__SObS

2.2  Ulohy

1. Stanovenie hodnét pK, vybranych aminokyselin pomocou *H NMR spektroskopie
e Pomocou 'H NMR spektroskopie uréte hodnoty pK, troch aminokyselin: glycinu,
alaninu a kyseliny asparagove;.
2.  Porovnanie experimentalnych hodn6t pK, s literarnymi udajmi
e Porovnajte hodnoty pK, stanovené metdédou 'H NMR s hodnotami ziskanymi inymi

metddami uvedenymi v odbornej literature.
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2.3 Material a metody

Chemikalie
N&zov MOIekUIOVé Cistota Mnoistvo Bezpeénostpé
hmotnost upozornenia
glycin 75,07 g.mol™* >99% 140 mg -
alanin 89,09 g.mol™* >98% 140 mg -
kyselina asparagova 133,10 g.mol™*  >98% 140 mg -
sodna sol  kyseliny 3- 172,27g.mol™®  98atom%D 1mg -
(trimetylsilyl)propidnovej-
2,2,3,3-da (TSP)
deuterovand voda (D20) 20,03 g.mol™* 99,9 atom % | 1 ml -
D

kyselina chlorovodikova 36,46 g.mol™* 37% 1ml Zieravost koze (subkat. 1B), H314

Vazne poskodenie o¢i (kat. 1), H318
Toxicita pre $pecificky cielovy organ -
jednorazova expozicia (kat. 3), H335
hydroxid draselny 56,11 g.mol™* >85% 560 mg Zieravost koZe (subkat. 1A), H314
Vazne poskodenie o¢i (kat. 1), H318

destilovand voda 100 mi -

Laboratérne pomocky

Nazov P&Z‘;t Kapacita/rozsah
navazovacky 3 -
kadicka 3 10 ml
nastavitelna automaticka pipeta 1 1000 pl
Pasteurove pipety 10 -
odmerné banky 3 25 ml
skimavky 30 5ml
koaxialna NMR kyveta Wilmad 1 60,0 ul
NMR kyvety Wilmad 7 &5 mm, pre 600 MHz NMR spektrometer
1H NMR PRESAT
teplota 25°C
rozpustadlo DMSO-ds
spektrdlna Sirka [ppm] -1-10
akvizi¢ny cas [s] 5,0
relaxacna doba [s] 5,0
pocet skenov 16

2.4 Experimentalna cast

2.4.1 Priprava roztokov HCl aKOH potrebnych pre upravu pH roztokov
aminokyselin

a) 1,0 M roztok HCI: K destilovanej vode (11,0 ml) pridédme koncentrovanu HCI (1,0 ml).
b) 0,1 M roztok HCI: K destilovanej vode (9,0 ml) priddme 1,0 M roztok HCI (1,0 ml).
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c) 1,0 M roztok KOH: K destilovanej vode (10,0 ml) pridéme KOH (560 mg).
d) 0,1 M roztok KOH: K destilovanej vode (9,0 ml) pridéme 1,0 M roztok KOH (1,0 ml).

2.4.2 Pripravareferenéného standardu TSP/D,0 pre NMR merania
Sodnu sol kyseliny 3-(trimetylsilyl)propidénovej-2,2,3,3-ds (TSP, 1 mg) rozpustime

v D20 (1 ml). Pripravenym roztokom naplnime koaxidlne NMR kyvety Wilmad.

2.4.3 Pripravaroztokov aminokyselin s rozsahom pH 0,5-14,0

Kazdu z aminokyselin (140 mg) rozpustime v destilovanej vode (25 ml). Do 25 skimaviek
(flasticiek) odoberieme po 1 ml z tohto zasobného roztoku.

Najprv odmeriame pH takto pripraveného roztoku v jednej zo skimaviek a zapiSeme
hodnotu. Potom upravime pomocou 1,0 M HCl, 0,1 M HCl, 1,0 M KOH a 0,1 M KOH roztokov
pH ostatnych roztokov v skimavkach tak, aby sa liSili medzi sebou o hodnotu 0,5 (rozsah pH
bude 0,5-14,0).

Pri Uprave pH roztokov dbame na to, aby bol roztok mieSany pomocou magnetického
mieSadla. Elektréda sa viak nesmie dotykat magnetickej vcielky, aby nedoslo k jej poSkodeniu.

Alikvotnu cast (0,5 ml) takto pripravenych roztokov prenesieme do 5 mm NMR kyviet
Wilmad, vloZzime koaxidlnu kyvetu, ktord obsahuje roztok TSP v DO a nameriame sériu

PRESAT spektier.

2.5 Vysledky a diskusia

Glycin md dve pK, hodnoty, ¢o vyplyva z jeho amfotérnej povahy: obsahuje karboxylovu

skupinu COOH a aminoskupinu NH; (Schéma 1).[13]

H H H H H H
@ (¢] @ (0] 0
© ©
H H@ H@
H,G" HG G

Schéma 1. lonizdcia glycinu.

V kyslom prostredi je glycin proténovany (H.G*) a postupnym pridavanim bazy dochadza

k deprotondcii. Ziskame titraénu krivku, ktord znazornuje zavislost zmeny chemického posunu
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on od pH prostredia. Zo ziskanych Udajov méZeme stanovit hodnoty pK, pre obidve funkéné

skupiny glycinu dvoma spdsobmi uvedenymi niZsie.

2.5.1 Spracovanie spektier PRESAT v programe MestreNova

PRESAT spektra série aminokyselin (Obrazok 4) spracujeme v programe MestreNova.

Spektra referencujeme na signal referené¢ného Standardu TSP (&4 = 0,0 ppm). Upravime fazu

a zakladnu liniu spektier. Chemické posuny jednotlivych vodikov (glycin: H-2, alanin: H-2 a CH3-

4, kyselina aspardgova: H-2, H-4, Obrdzok 5) ako aj hodnoty pH roztokov aminokyselin

zapiseme do tabulky v programe Excel.

Glycine

oHIT.08
Glycine ‘

—

iy I

PH U5
Glycine | J

|
TS I

BH 955
Glycine | Jk

pH 520
Glycine 1

bH G.0T
Glycine L
OHB.7Z
Glycine

BH 8.18 T
Glycine JL
bH &.70

Glycine

DH .68 -

Glycine J

bH .16
Glycine

B AT e e —
Glycine

pH 383

Glycine .

nH ZHL

Glycine , -

oH 345
Glycine B ) jﬂk / L

glycif'le 1 J‘k

SH Z.30 i
Glycine -/ L

DA T.90
Glycine

Glycine

Glycine

pH .87
Glycine

B}
EFl'D"G’TJL
N

N

bH0.73

3.9 3.8 37 3.6 3.5 3.4 3.3
f1 [ppm]

Obrdzok 4. Cast PRESAT spektier (3,00—4,00 ppm) glycinu s pH 0,73—11,08.
H O

H, 0 2 HN—&28_on

H2 (0] 62 &
3 H2N—(J.)—&—OH ’ H2N_é_ y —OH 4CH,
Ha 5 é:O

|1| 1
glycin alanin OH

kyselina asparagova

Obrdzok 5. Struktiry aminokyselin spolu s &islovanim atémov.
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2.5.2 Stanovenie hodnét pK, pouzitim programu Excel

Metéda 1: V programe Excel vytvorime tabulku (Tabulka 2) obsahujicu hodnoty pH a

nameranych chemickych posunov vodika H-2 glycinu. Zmena chemickych posunov medzi po

sebe nasledujucimi meraniami ndm pomoze urcit priblizné hodnoty pK,; a pK,, pre glycin.

Tabulka 2. Chemické posuny 6w vodika H-2 glycinu v zdvislosti od pH roztoku a pK, hodnoty vypocitané pre

jednotlivé hodnoty pH.

pH 6exp 6exp,n — sexp,n+1 6teor (6exp — 6teor)2

0,73 3,896 3,891347838 2,16426E-05

0,82 3,895 0,001 3,890294889 2,21381E-05

0,91 3,892 0,003 3,889008678 8,948E-06

1,38 3,87 0,022 3,876176785 3,81527E-05

1,9 3,814 0,056 3,838277458 0,000589395

2,3 3,746 0,068 3,781044049 0,001228085

2,58 3,687 0,059 3,729 0,001764

2,85 3,644 0,043 3,678698054 0,001203955

3,46 3,587 0,057 3,600901552 0,000193253

3,83 3,573 0,014 3,579782232 4,59987E-05

4 3,568 0,005 3,574233231 3,88532E-05

4,16 3,566 0,002 3,570559946  2,07931E-05 Z(aexp — Sreor)?
4,68 3,562 0,004 3,564632148 6,92821E-06 0,005182
6,7 3,561 0,001 3,56081959 3,25478E-08

8,18 3,555 0,006 3,555639669 4,09177€E-07

8,72 3,54 0,015 3,543149249 9,91777E-06

9,01 3,523 0,017 3,527940058 2,44042E-05

9,2 3,508 0,015 3,512535562 2,05713E-05

9,55 3,468 0,04 3,469596133 2,54764E-06

9,75 3,435 0,033 3,436816919 3,3012E-06

9,95 3,394 0,041 3,4005 4,225E-05
10,16 3,354 0,04 3,362434497  7,11407E-05 Z(aexp — Sreor)?
11,08 3,24 0,114 3,262153777 0,00049079 0,000665

Odhad hodnét pK,; a pK,, mbéZeme urobit tieZ pomocou grafu zavislosti chemickych

posunov vodikov H-2 od pH prostredia (Graf 1). Odhadované hodnoty pK,; (2,58) a

pK,, (9,95) zodpovedaju inflexnym bodom sigmoidalnej krivky.
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3,9
3,8
3,7
3,6
3,5

3,4

chemicky posun o [ppm]

3,3
3,2

3,1
0 2 4 6 8 10 12

pH

Graf 1. Grafické zobrazenie zdvislosti chemického posunu vodika H-2 glycinu od pH roztoku.

Hodnota izoelektrického bodu pl pre glycin je 5,97. Je to pH, pri ktorom sa glycin
nachadza vo forme zwitteriénu a navonok sa javi ako neutralna molekula. Tdto hodnotu pH
mobzeme povazovat za hranicu medzi dvoma oblastami, pre ktoré budeme pocitat hodnoty
PKa1 @ pKas.

Pomocou vzorcov pre teoreticky chemicky posun, ktoré zohladfuju rovnovdhu medzi roznymi
formami glycinu, vypoclitame predpokladané hodnoty a nasledne ich porovname s
experimentalnymi udajmi (Tabulka 2):

6 5HZG+ + 6HG' 1O(pH—pK31)
teor 1 + 10(PH-PKa1)

5 = Sug + Og-. 10(PH~PKaz)
teor ™ 1 + 10(PH-PKaz)

Nasledne vypocitame druhd mocninu rozdielu chemickych posunov, ¢o predstavuje

odchylku medzi experimentalnou a teoretickou hodnotou chemického posunu (Tabulka 2):

(aexp - ateor)z

Rozdiely medzi nimi (odchylky) minimalizujeme pouzitim modulu Solver, ¢im
optimalizujeme hodnoty pK, prislusnych chemickych posunov (Tabulka 2).
Kvoli prehladnosti je dobré zapisat si hodnoty 6y, g+, Sue, 06— @ PKay @ pKa, vedla (Obrazok

6).
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Stibor Dom“ Viozit RozloZenie strany Vzorce Udaje Revizia Zobrazit Automatizovat Pomocnik —ChemOffice20 T Komentare
ﬁj 4 [Aptos Narow ~ ~[11 «| A" A vseobecns - 1= @ E/ ezt > ZA? /O \_%
m  — A p B Odstranit v v . .
Prilepit (B)71 u-E- oA~ €5~ 9 w0 Gy g Podmienens Formitovat  Stjly - Zoradit a Néjsta Doplnky smveb
- 4 [ formétovanie v ako tabulku v buniek v [] Formétovat v & ~ filtrovat v wybrat v
schrénka 5 pismo [ Cislo [ 3tyly Bunky Upravy Citlvost | Doplnky  Solver ~
AL v i fe pH v
A B c D E F @ H 1 ) K L M N o
rozdiel chemickych Ealia v =
osunov za sebou 2 ~
PH Bew pnasledujl’n:i:h Breor (Bop — Beal® By (2] Q ) }
T merani
2 073  389% 3,891347838 2,16426E-05 Buac 39 Objective (Pick the cell to optimize)
3 082 3895 0,001  3,890294889 2,21381€-05 Bue 3,562
4 091 3892 0,003| 3,889008678 8,948E-06 PKax 2,58 Variables (Pick input cells to change)
5 138 387 0,022 3876176785 3,81527€-05
6 19 3814 0.056| 3838277458 0000589395 e e Constraints (Add formula cells with limifs)
7 23| 3746 0,068  3,781044049 0,001228085 S 3,22
8 258 3,687 0,059 3,729 0,001764] K 9,95 N
9 285 3644 0,043  3,678698054] 0,001203955 Model (Type: Click to Diagnose)
10 346| 3,587 0,057| 3600901552 0,000193253 4
1 383 3573 0,014 3579782232 4,59987E-05 s Engines (Standard LSGRG Nonlinear)
2 4 3568 0,005| 3574233231 3,88532€-05
13 46| 3568 0,002 3570559946 2,07831€-05 38
14 468 3562 0,004 3564632148 6,92821E-06 0,005182 37 Insert Example
15 67| 3561 0001 356081959 3,25478E-08 % a6
16 818 3555 0,006| 3,555639669 4,09177€-07) §ss ol e ples Dporades
17 872 354 0,015 3543149249 9,91777€-06 =
18 901 3523 0,017| 3527940058 2,44042E-05 34
19 92| 3,508 0,015 3512535562 2,057136-05 33
20 9,55| 3468 0,04 3469596133 2,54764E-06 32
21 975 3435 0,033 3436816919 3,3012€-06 o
2 9,95 3,39 0,041 3,4005 4,2056-05 0 2 . s s 1
23 1016 3354 0,04  3,362434497 7,11407€-05 Nazovosi
24 1108 324 0114 3262153777 0,00049079] 0,000665 S

Obrazok 6. Tabulka vytvorend v programe Excel a modul Solver.

V okne modulu Solver klikneme na riadok Objective, nasledne do volného riadka pod nazvom
Set Objective a potom na bunku F14, v ktorej mame hodnotu sumy odchylok chemickych
posunov pre prvu oblast. Z troch pontdkanych mozZnosti, ako ma byt hodnota modifikovan3,

vyberieme Minimize (Obrazok 7).

Solver oo X
o Q@OE)

Objective (Minimize $F$14)

Set Objective
$F$14

To
O Maximize ® Minimize
O Value Of. 0

Variables (Pick input cells to change)
Constraints (Add formula cells with limits)
Model (Type: Click to Diagnose)

Engines (Standard LSGRG Nonlinear)

Obrazok 7. Nastavenie ulohy optimalizdcie v module Solver.

Kliknutim na polozku Variables, zadame premenné, ktoré maju byt optimalizované.
Najskér zoptimalizujeme hodnoty 6y, g+, dug, PKa1- Klikneme na tlatidlo Add a potom do

volného riadka pod nadpisom Add/Edit Variable(s) a nasledne na bunku, v ktorej sa nachadza
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hodnota 6H2G+. Postup zopakujeme pre dalSie dve hodnoty a klikneme na tlacidlo OK, potom

na tlacidlo Play v pravom hornom rohu (Obrazok 8).
Solver vooX
Y QO E)
Objective (Minimize $F$14)
Variables ($1%4,..)

EE I

5152
$1$3

hd

Assume Nonnegative

Obrdzok 8. Nastavenie premennych pre vypocet hodnoty pK,;.

Solver zoptimalizoval hodnotu sumy odchylky pre prvi oblast a hodnoty &icor, (6exp —

2
6teor) ’ 6H2G+r Suc, PKai-

A B C D E F G H J K L M N o -

rozdiel chemickych
posunov za sebou

H B nasledujicich Bteor (Bexp = o’
1 merani
2 0,73 3,896 3,888681094 | 5,35664E-05 Syzce 3,9
3 0,82 3,895 0,001 3,887040985 6,33459E-05. Syc. 3,562
4 0,91 3,892 0,003] 3,885045664 | 4,83628E-05. pKay 2,379678
= 1,38 3,87 0,022] 3,865615883 1,92205E-05
6 19 3,814 0,056 3,812868118 1,28116E-06 Sue. 3,561
7 23| 3746 0,068|  3,744276506 2,970436-06 5. 3,22
8 2,58 3,687 0,059 3,691153542 1,72519E-05 (L 9,912673
9 2,85 3,644 0,043] 3,646484261 6,17155E-06
10 3,46 3,587 0,057 3,587630075 3,96994E-07 4
n 3,83 3,573 0,014] 3,573436499 1,90531E-07 39
12 4 3,568 0,005) 3,569818742 3,30782E-06
13 46| 3,566 0,002]  3,567448554 2,09831E-06 38
14 468 3,562 0,004 3,563664389 2,77019E-06 37
15 6,7| 3,561 0,001 3,560803408 3,86485E-08 g 36
16 8,18 3,555 0,006 3,555167316 2,79946E-08. é 35
17 8,72 3,54 0,015 3,541643733 2,70186E-06. =
18 9,01 3,523 0,017 3,52530286 5,30317E-06. 34
19 9,2 3,508 0,015 3,508891923 7,95526E-07 33
20 9,55| 3468 0,04 346387471 1,7018E-05 32
21 9,75 3,435 0,033 3,430212481 2,29203E-05 31
2 9,95 3,394 0,041 3,393606814] 1,54595E-07 0 2 4 6 8 1
23 10,16| 3,354 0,04| 3,355994641 3,97859E-06 Nézov osi
24 11,08 3,24 0,114 3,260445421 0,000418015| 0,000471 o

2
Obrdzok 9. Optimalizované hodnoty vypocitanych chemickych posunov &;.,,, odchylky (6 - 6teor) ako aj

exp

hodnoty &y, ¢+, 8¢ a PKax-

Teraz je potrebné zoptimalizovat este hodnotu sumy odchylky pre druhi oblast a

hodnoty Sieor (5exp - 5teor)2, OHa, OG-, PKaz, pricom postupujeme rovnako (Obrazok 10).
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® N nAWwN o

9
10
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
=
24

Obrdzok 10. Optimalizované hodnoty vypocitanych chemickych posunov 8¢y, odchylky (5

A B C D E
rozdiel chemickych
| By, | PSR s, (oo~ Sl
merani
0,73 3,896 3,888681094 | 5,35664E-05.
0,82 3,895 0,001 3,887040985 6,33459E-05.
0,91 3,892 0,003 3,885045664 | 4,83628E-05.
1,38 3,87, 0,022 3,865615883 1,92205E-05
19 3,814 0,056 3,812868118 1,28116E-06
2,3 3,746 0,068 3,744276506 2,97043E-06
2,58 3,687 0,059 3,691153542 1,72519E-05
2,85 3,644 0,043 3,646484261 6,17155E-06.
3,46 3,587 0,057 3,587630075 3,96994E-07
3,83 3,573 0,014 3,573436499 1,90531E-07
4] 3,568 0,005|  3,569818742 3,30782€E-06
4,16 3,566 0,002 3,567448554 2,09831E-06
4,68 3,562 0,00 563664389 019E-06
6,7] 3,561 0,001} 3,560803408 3,86485E-08|
8,18 3,555 0,00 3,555167316 2,79946E-08|
8,72 3,54, 0,015) 3,541643733 2,70186E-06|
9,01 3,523 0,017 3,52530286 5,30317E-06|
9,2 3,508 0,015 3,508891923 7,95526E-07|
9,55 3,468 0,04 3,46387471 1,7018E-05]
9,75 3,435 0,03 3,430212481 2,29203E-05
9,95 3,394 0,041 3,393606814| 1,54595E-07
10,16 3,354 0,044  3,355994641 3,97859E-06|
11,08 3,24, 0,114f  3,260445421 0,000418015

0,000221

0,000471

hodnoty 8y, 8- a pKas-

H J
Buzer 3,9
Buo 3,562
pKa 2,379678
Suo 3,561
56 3,22
pKa 9,912673

Nézov osi

exp

v

2 .
- 5tew) ako aj

Metdda 2: Alternativnym rieSenim je vypocitat hodnoty pK,; a pK,, pouZitim vztahov:

pKa1 = pH — log

PKaz = pH — 10g<

6 - 6H2G+
Oyg — 6

6 — Oug

5e-—0

)

vvs

Z vypocitanych hodnét pK, vyberieme tie, ktoré zodpovedaju pH s najvys$Sim rozdielom

chemickych posunov dvoch za sebou nasledujicich merani (Tabulka 3).

Vysledky ziskané obidvoma metdédami zapiSeme do tabulky a porovndme s hodnotami

ziskanymi NMR metddou a metdédou potenciometrickej titracie uvedenymi v odbornej

literature (Tabulka 4).
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Tabulka 3. Chemické posuny on vodika H-2 glycinu v zdvislosti od pH roztoku a vysledné pK, hodnoty.

(8 = 8u,6+)/(8ng — 8)°

pH 6exp 6exp,n - 8exp,n+1 resp. pPK.
(8 — 8ug)/(8g- — 8)°
0,73 3,896 0,001 0 -
0,82 3,895 0,003 0,003003003 3,342444234
0,91 3,892 0,022 0,012121212 2,826453949
1,38 3,87 0,056 0,084415584 2,453577369
1,9 3,814 0,068 0,325396825 2,387586688
2,3 3,746 0,059 0,815217391 2,388726564
2,58 3,687 0,043 1,672 2,356763727
2,85 3,644 0,057 3,073170732 2,362413312
3,46 3,587 0,014 12,36 2,367981529
3,83 3,573 0,005 29,36363636 2,362190163
4 3,568 0,002 54,66666667 2,262277407
4,16 3,566 0,004 82,5 2,243546051
4,68 3,562 0,001 = =
6,7 3,561 0,006 = =
8,18 3,555 0,015 0,019047619 9,900159303
8,72 3,54 0,017 0,07 9,87490196
9,01 3,523 0,015 0,134275618 9,882002839
9,2 3,508 0,04 0,197761194 9,903858924
9,55 3,468 0,033 0,407894737 9,939451898
9,75 3,435 0,041 0,646153846 9,939664066
9,95 3,394 0,04 1,084415584 9,91480425
10,16 3,354 0,114 1,815789474 9,900934506
11,08 3,24 3,240 - -

2Plati pre vypocet pre pH v rozsahu 0,73-4,68.
PPlati pre vypocet pre pH v rozsahu 6,7-11,08.

Tabulka 4. Porovnanie hodnét pK, glycinu ziskanych metédami NMR s hodnotami uvedenymi v literature.

PK,
(potenciometria,
literatura [13])

pK,
(NMR metdda,
literatura [14])

PK,
(NMR metéda 2)

PK,

Aminokyselina (NMR metéda 1)

2,38
9,91

2,39
9,94

2,92
9,65

2,39

glycin 9,77

Vysledky tohto cvi¢enia jasne demonstruju ionizacné vlastnosti glycinu, ktory je
amfotérnou molekulou s karboxylovou (—COOH) a aminoskupinou (—NH). Prave tieto funkcné
skupiny su zodpovedné za dve charakteristické hodnoty pK,, ktoré definuju acidobazicku
rovnovahu tejto aminokyseliny.

Experimentalnym stanovenim zavislosti chemického posunu vodika H-2 glycinu od pH
sme ziskali Udaje potrebné na vypocet tychto hodn6t pomocou dvoch metdd — optimalizaciou

odchylok v programe Excel (Solver) a priamym vypoc¢tom z rovnic.
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V kyslom prostredi je glycin pritomny vo forme kationu H,G* a postupnou deprotonaciou
cez zwitteridon HG prechadza na anion G~ v zasaditom prostredi. Tato zmena sa odraza v
titracnej krivke ako inflexné body, ktoré zodpovedaju hodnotam pKj.

Hodnoty pK,; (2,58) a pK,, (9,95) odhadnuté z grafu sigmoiddalnej krivky koreluju s
hodnotami vypocditanymi metédou optimalizacie a literatirou, ¢im potvrdzuju presnost

pouZitych postupov.

2.6 Zaver

Toto cvienie umozriuje Studentom ziskat praktické skusenosti pri vyuziti *H NMR
spektroskopie pri $tudiu ionizaénych vlastnosti aminokyselin na priklade glycinu. Studenti si
osvoja spracovanie NMR spektier, analyzovanie zmien chemickych posunov v zavislosti od pH
prostredia a vypocet hodndt pK, pre jednotlivé ionizovatelné skupiny molekuly.

Postupy zahfnaju pouzitie Specializovaného softvéru MestreNova na spracovanie
spektier a programu Excel na vykonanie matematickej optimalizacie a vypocet teoretickych
hodnét chemickych posunov. Studenti ziskaju skisenosti s aplikaciou fyzikalno-chemickych
zékonitosti, ktoré im umoznia urcit pK, hodnoty pomocou dvoch réznych metdd.

Praca s modernymi experimentalnymi a analytickymi ndstrojmi predstavuje zakladnu
kompetenciu pre chemikov a biochemikov. Schopnost stanovit ionizacné konstanty a pochopit
ich vztah k Struktdre a vlastnostiam molekul ma sSiroké uplatnenie v biochemickom vyskume,
farmaceutickom priemysle a analytickej chémii. Cvienie preto prispieva k rozvoju nielen
teoretickych poznatkov, ale aj praktickych zrucnosti, ktoré su nevyhnutné pre dalSiu

profesionalnu kariéru v oblasti chémie a biotechnoldgie.
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3 VPLYV SUBSTITUENTOV NA 'H A *C NMR CHEMICKE POSUNY

VYBRANYCH ATOMOV CHALKONOV
3.1 Uvod

Velky vyznam nuklearnej magnetickej rezonancie (NMR) v chémii spociva v tom, Ze
poskytuje informdcie o tieneni jadier elektronmi. Jadra v réznych elektrénovych prostrediach
su rdzne tienené, a teda maju rézne chemické posuny. Vdaka tomuto je NMR silnym
nastrojom pre skimanie elektrénovej struktury molekul. Empirické pravidla, ktoré davaju do
vztahu chemické posuny s konstantami substituentov o, elektrénovou hustotou,
elektronegativitami a roznymi dalSimi empirickymi parametrami, sa ukazali ako mimoriadne
vyznamné nielen pre rieSenie Struktur organickych zlucenin, ale aj pre zakladné studie
distribucie elektréonov v molekulach.

Toto praktické cvienie je zamerané na studium elektrénovych efektov substituentov na
chemické posuny. Cielom je poskytnut navod ako pomocou NMR chemickych posunov urdit

jemné detaily tykajlce sa distriblcie a polarizacie elektrénov v molekulach.[15]

3.1.1 Tienenie jadier
Pod pojmom tienenie jadier rozumieme vplyv okolitej elektrénovej hustoty na NMR
aktivne jadro. Vztah medzi efektivnym magnetickym polfom B¢, ktoré vplyva na jadro (urcuje

jeho chemicky posun), a vonkajSim magnetickym polom B, je popisany rovnicou:
Bes = (1 —0)By

kde oje tieniaca konstanta.
Tienenie jadier je d6sledkom cirkulacie elektronov v molekulach, ktora sposobuje vznik
elektrickych prudov a nasledne sekundarnych lokdlnych magnetickych poli, ktoré zosilfuju

alebo zoslabuju vonkajsie magnetické pole ovplyviiujice jadra molekuly.[15]

3.1.2 Sposoby prenosu efektu substituentov
Pri Studiu prenosu efektu substituentov je potrebné mysliet na to, Ze chemické posuny
su mimoriadne citlivé na elektronové efekty substituentov a ¢asto odrazaju prispevky z

viacerych konkurencénych mechanizmov prenosu elektrénov.
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Efekty substituentov sa delia na polarne a rezonanc¢né. Rezonancné efekty suvisia so
schopnostou substituenta delokalizovat alebo prendsat naboj, zatial co poldrne efekty suvisia
so schopnost substituenta polarizovat elektronovi hustotu pozorovaného miesta (t.j. polarne
efekty nezahfiaju formdlny prenos ndboja medzi substituentom a pozorovanym miestom).
Rezonancné efekty su prezentované pomocou rezonancnych Struktur zobrazenych na Obrazku
11. Atdm fludru je m-elektréondonorom a zvysuje elektrénovu hustotu v polohach orto a para
na aromatickom kruhu, ¢im dochadza k posunu rezonancnych ciar tychto uhlikov k vyssiemu

polu, tzn. k nizsim hodnotam ppm.[15]

©
- - -
C) ©
. H® @ | L H®

Obrdzok 11. Rezonancné struktury fludrbenzénu.

Na rozdiel od rezonancnych efektov, polarne efekty substituentov mézu byt prenasané
jednym alebo viacerymi mechanizmami. Obrazok 12 zobrazuje tri typy polarnych efektov

substituenta fluoru.[15]

S5+
86+
5 ot 55
S+ O+ &+ O— C/ ~
C—C—C—F o+ , ’ v
C/ wWhas
-l efekt gregtzrl%%mctvom 5— '1__ J:SJr
efekt substituenta '£ 5

prostrednictvom pola _ polarizaény
mechanizmus

Obrdzok 12. Poldrne efekty substituenta fludru.

Fluor ma -/ efekt a sp6sobuje znizenie elektronovej hustoty na susednych atémoch
uhlika. Je vyznamny len na miestach velmi blizko substituenta. Ak chceme pozorovat efekt
substituenta na atdémoch vzdialenych od substituenta, potom indukény efekt nezohrava
Ziadnu ulohu.

Dalsim efektom je efekt pola vyplyvajuci z elektrického dipdlu substituenta. Tento ma
dlhsi dosah. Posobi cez priestor aovplyviiuje elektronovd hustotu jadier polarizaciou

elektrénovej hustoty pozdiz vazieb.
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Poslednym je © polarizacny mechanizmus, kedy dochadza k p6sobeniu cez priestor na
nenasyteny m systém. V naSom pripade elektrénakceptorovy atom fluéru polarizuje ©

elektrénovy oblak benzénového jadra.[15]

3.1.3 Korelacna analyza

Pri korela¢nej analyze je ciefom pouZit vztahy medzi chemickymi posunmi
a Hammettovymi konstantami o (predstavuju sumu indukéného arezonancného efektu
substituenta), Taftovymi konStantami o7 a og a Swainovymi a Luptonovymi konstantami F a
R substituentov na ziskanie jedného alebo viacerych koeficientov prenosu p, ktoré sa
pouZzivaju na kvantifikaciu spésobov, akymi su prenasané efekty substituentov.

Vplyv substituentov na chemické posuny je zvyCajne analyzovany vyuZitim dvoch
pristupov: (a) vyuzZitie jedného substitu¢ného parametra o (single substituent parameter SSP)
alebo (b) dvoch substitu¢nych parametrov o; a oy alebo F a R (dual substituent parameter
DSP), ktoré su charakterizované nasledujucimi rovnicami:[16]

1. jednoparametrova Hammettova metdda SSP:
SCS=po+h

2. dvojparametrova metdda DSP:
SCS = P101 + PROR + h

Premenna SCS predstavuje zmenu chemického posunu daného jadra, p je konstanta, ktora
odraza citlivost NMR chemickych posunov jadier voci vplyvu substituenta (voéi indukénému
efektu, efektu pola alebo rezonanénému efektu substituenta), oy, or, F a R su substitu¢né
konstanty odrazajuce ich elektronové vlastnosti a h je priesec¢nik.[16]

Rovnica metdédy SSP obsahuje konsStantu o, ktora vyjadruje miesSanie poldrnych a =«
delokalizacnych efektov. Analyza pomocou DSP je zvycajne vyznamnejSia, pretoze chemické
posuny su korelované s linearnou kombindaciou indukéného efektu o3, efektu pola F a dalSich
efektov (oR, 0§, 08, 0%, R).[15]

Aby sa dosiahlo vyznamné oddelenie polarnych a rezonanénych efektov, je potrebné ziskat

experimentalne Udaje pre Siroku Skalu substituentov alebo aspon pre tzv. zakladnu sériu.
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Zakladna séria by mala obsahovat dvoch silnych donorov (NMe;, NH, alebo OMe); dva
halogény (nie Cl a Br spolu); Me a H; jeden elektronakceptor (NO,, CF3 alebo CN); a jeden
karbonylovy akceptor (COMe alebo COOR).

3.1.4 Konvencie a definicie

Chemické posuny jadier sa vyjadruju pomocou konvencie znamienok, kde kladné
hodnoty znamenaju odtienenie, pricom rezonancna Ciara sa posuva k nizsSiemu magnetickému
polu (vyssim chemickym posunom v ppm). V tomto pripade vsak budeme uvazovat chemické
posuny substituentov (SCS), nie absolutne chemické posuny. SCS je definovany ako zmena
chemického posunu (v ppm) pozorovanej rezonancie, ku ktorej dochadza nahradenim atdmu
vodika substituentom. Napriklad, SCS pre uhlik v polohe para pre substituent NH, na benzéne

je —9,8 ppm (Obrazok 13).

6_ 110,01 ppIn 8_ 1£0,0 1 ppII

25

= _ g PPM
SCS =118,51-128,31= 9,8

Obrazok 13. Priklad vypoctu chemického posunu substituentov (SCS).

Elektrénové hustoty sa zvyknu taktiez vyjadrovat z hladiska efektu substituentov. Hodnoty
A4, Aq,, Aqy sa pouZivaju na vyjadrenie zmien indukovanych substituentom v 7, o a celkovej
t (= 7+ o) hustote elektronov. KedZe tieto zmeny su zvycajne malé, Ciselné hodnoty su casto
nasobené faktorom 103 alebo 10% Kladné hodnoty Aq oznaduju substituentom indukované

navysenie elektrénovej hustoty.

3.2 Ulohy

1. Syntéza substituovanych chalkénov

e UskutocCnite syntézu substituovanych chalkénov podla Schémy 1 (zli¢eniny 3a-g).
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sa iy

R: CH30 (3), CH3 (b

), H(®),F

(), C1(®), Br

10% NaOH
EtOH

Schéma 2. Syntéza substituovanych chalkénov 3a—g.

(f), NO2 (g)

2. Stadium vplyvu substituentov na *3C NMR chemické posuny

e Analyzujte vplyv réznych substituentov R na *C NMR chemické posuny vybranych

uhlikov v derivatoch 3a—g.

3.3

Material a metody

Nazov

Molekulova
hmotnost

Chemikalie

Cistota

Mnoistvo

Bezpecnostné
upozornenia

4-metoxybenzaldehyd
4-metylbenzaldehyd

benzaldehyd

4-fluérbenzaldehyd

4-chlérbenzaldehyd

4-brémbenzaldehyd

4-nitrobenzaldehyd
acetofendn

etanol, p.a.

hydroxid sodny (NaOH)

destilovana voda

136,15 g.mol™
120,15 g.mol™

106,12 g.mol™

124,11 g.mol™

140,57 g.mol™

185,02 g.mol™

151,12 g.mol™

120,15 g.mol™!

40,0 g.mol™

98 %
97 %

99 %

98 %

97 %

99 %

98 %
99 %

114,47 mg
102,06 mg

88,33 mg

104,35 mg

119,40 mg

153,99 mg

127,06 mg
700,00 mg
14 ml
466,2 mg

4,2 ml

Reproduk¢na toxicita, (kat. 2), H361fd

Akutna toxicita, (Kategoria 4), H302
Drazdivost koze, (Kategodria 2), H315
Podrazdenie odi, (kat. 2), H319

Akutna toxicita, (kat. 4), H302, H332
Drazdivost koZe, (kat. 2), H315
Podrazdenie odi, (kat. 2), H319
Reprodukcna toxicita, (kat. 1B), H360D
Toxicita pre 3Specificky cielovy orgdn -
jednorazova expozicia, (kat. 3), Dychaci
systém, H335

Horlavé kvapaliny, (kat. 3), H226

Akutna toxicita, (kat. 4), H302
Podrazdenie odi, (kat. 2), H319

Akutna toxicita, (kat. 4), H302

Drazdivost koZe, (kat. 2), H315
Podrazdenie odi, (kat. 2), H319
Senzibilizacia koze, (kat. 1), H317

Akutna toxicita, (kat. 4), H302

Drazdivost koZe, (kat. 2), H315
Podrazdenie odi, (kat. 2), H319
Senzibilizacia koze, (kat. 1), H317

Toxicita pre 3Specificky cielovy orgdn -
jednorazova expozicia, (kat. 3), Dychaci
systém, H335

Podrazdenie odi, (kat. 2), H319
Senzibilizacia koze, (kat. 1), H317

Akutna toxicita, (kat. 4), H302
Podrazdenie odi, (kat. 2), H319

Horlavé kvapaliny, (kat. 2), H225
Podrazdenie odi, (kat. 2), H319

Zieravost koze, (subkat. 1A), H314

Vazne poskodenie o¢i, (kat. 1), H318
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Laboratérne pomocky

Nazov P&cs(;t Kapacita/rozsah
navazovacky 9 -
kadicka 1 10 ml
sklenené pipety 5 2,0 ml
automatickd pipeta 1 100 pl
Pasteurove pipety 2 -
gulaté banky 7 25 ml
filtracny papier 7 & 90 mm
Eppendorfove mikroskimavky 7 2,0 ml
NMR kyvety Wilmad 7 &5 mm, pre 600 MHz NMR spektrometer
'H NMR 13C NMR COsY HSQC HMBC
teplota 25°C
rozpustadlo CDCl3
spektralna Sirka [ppm] —1az+14  -10az+240 1024, 1024 1024, 1024 1024, 1024
akviziény cas [s] 5,0 1,0 0,15 0,15 0,15
relaxa¢nd doba [s] 5,0 3,0 1,0 1,0 1,0
pocet skenov 16 1000 4 4 4

34 Experimentalna cast

3.4.1 Syntéza chalkénov

K etanolovému roztoku (2 ml) acetofenénu (100 mg, 97,1 pl, 0,824 mmol) pridame 10 %
vodny roztok hydroxidu sodného (0,67 ml) a nasledne ekvimolarne mnozZstvo prislusného
benzaldehydu (Tabulka 5). Reakénu zmes mieSame 15-60 min, pricom priebeh reakcie
sledujeme pomocou TLC (nHex/A, 2:1). Vznik produktu sa prejavi zmenou sfarbenia reakcnej
zmesi a vznikom zrazeniny.

V pripade, Ze zrazenina nevznikne, vloZzime reakénu zmes do ladového kupela, pripadne
priamo do reakénej zmesi priddme ladovu vodu (2 ml). Vzniknutd zrazeninu odfiltrujeme,
premyjeme malym mnozstvom vody a vysusime. Produkt krystalizujeme z malého mnozZstva

horuceho etanolu.
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Tabulka 5. NavdZky reaktantov pre syntézu substituovanych chalkdnov 3a—g.

¥

(0]

/©)‘\H 10% NaOH
_— =
R EtOH
rt

o

SR
R

1 2aig 3a g
My, [gmol] m[mg] mn[mmoll plg.cm™3] V[ml]
acetofendn (99%) 120,15 100,0 0,824 1,03 0,0971
a 4-metoxybenzaldehyd (98%) 136,15 114,47 0,824 1,12 0,1023
etanol - - - - 2,0
NaOH (10% vodny roztok) 40,0 66,6 - - 0,6
acetofendn (99%) 120,15 100,0 0,824 1,03 0,0971
p 4-metylbenzaldehyd (97%) 120,15 102,06 0,824 1,02 0,1002
etanol - - - - 2,0
NaOH (10% vodny roztok) 40,0 66,6 - - 0,6
acetofendn (99%) 120,15 100,0 0,824 1,03 0,0971
. benzaldehyd (99%) 106,12 88,33 0,824 1,05 0,0841
etanol - - - - 2,0
NaOH (10% vodny roztok) 40,0 66,6 - - 0,6
acetofendn (99%) 120,15 100,0 0,824 1,03 0,0971
g Afluorbenzaldehyd (98%) 124,11 104,35 0,824 1,157 0,0902
etanol - - - - 2,0
NaOH (10% vodny roztok) 40,0 66,6 - - 0,6
acetofendn (99%) 120,15 100,0 0,824 1,03 0,0971
o 4-chlérbenzaldehyd (97%) 140,57 119,40 0,824 - -
etanol - - - - 2,0
NaOH (10% vodny roztok) 40,0 66,6 - - 0,6
acetofendn (99%) 120,15 100,0 0,824 1,03 0,0971
§ 4-brémbenzaldehyd (99%) 185,02 153,99 0,824 - -
etanol - - - - 2,0
NaOH (10% vodny roztok) 40,0 66,6 - - 0,6
acetofendn (99%) 120,15 100,0 0,824 1,03 0,0971
4-nitrobenzaldehyd (98%) 151,12 127,06 0,824 - -
J etanol - - - - 2,0
NaOH (10% vodny roztok) 40,0 66,6 - - 0,6
3.5 Vysledky a diskusia
3.5.1 Spracovanie NMR spektier v programe MestreNova

spektra referencujeme na signal referencného cinidla TMS (4 = 0,0 ppm). Chemické posuny

uhlikov C-1 (C=0), C-2 a C-3 zapiSeme do tabulky v programe Excel.

3.5.2

ostatnych chemickych posunov uskutocnia Studenti samostatne. V programe Excel vytvorime

Studium vplyvu substituentov na *C NMR chemické posuny
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tabulku, ktord bude obsahovat chemické posuny prislusnych atémov uhlika od¢itané z 13C

NMR spektier, a konstanty substituentov o, af{, or, R*, R™, F a R z publikacie [17].

Tabulka 6. Viybrané 3C chemické posuny [6, ppm] chalkénov 3a-g spolu s elektrénovymi konstantami
substituentov G, a3, o, R*, R™, F a R.

chalkén o oR oR R* R F R Sc-0 2 3

3a. CHsO -027 -0,78 -0,26 -1,07 -0,55 0,29 -0,56 190,626 119,800 144,700
3b CHs -0,17 -031 -0,17 -032 -0,18 0,01 -0,18 190,686 121,100 145,000

3c H 0 0 0 0,00 0,00 0,03 0 190,588 122,100 144,900
3d F 0,06 -007 -003 -052 -048 045 -0,39 190,343 121,800 143,500
3e (o] 0,23 0,11 0,19 -0,31 -0,23 042 -0,19 190,249 122,500 143,300

3f Br 0,23 0,15 0,25 -0,30 -0,20 045 -0,22 190,246 122,600 143,400
3g NO: 0,78 0,79 1,27 0,14 0,62 0,65 0,13 189,657 125,800 141,500

Chemické posuny karbonylovych uhlikov C=0 (Tabulka 6) sa menia v zavislosti od
substituentov na fenylovom jadre. Rozdiel chemickych posunov je 1,029 ppm (189,657-
190,686 ppm). Elektronakceptorové substituenty zvysSuju elektrénovd hustotu na
karbonylovom uhliku (posun k niz§im hodnotdam 0), zatial ¢o elektréndonorové substituenty
znizuju elektronovu hustotu na tomto atdme (posun k vyssim hodnotdm ¢). Tento fakt
vyvracia vSeobecne platné tvrdenie, Ze elektronakceptorové substituenty znizuju elektrénovu
hustotu a elektrondonorové substituenty zvysuju elektronovd hustotu na uhlikoch. Toto
pozorovanie sa pokusime vysvetlit pomocou korelacnej analyzy vyuZitim SSP ako aj DSP
metody.

NMR chemické posuny v zavislosti od substitu¢nych efektov budeme analyzovat podla
nasledujuceho postupu:

1. Na zélozke Udaje (1) vyberieme poloZku Analyza dat/Data Analysis (2) a v dialégovom

okne Data Analysis polozku Regresia (3, Obrazok 14).
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stbor Domov VloZit RozloZenie strany Vzorce Udaj Revizia Zobrazit Automatizovat Pomocnik ChemOffice20 \C'Komemare\
2 B~ ] A E’ = Data Analys;
E: T 2l Y B 4 o
Ziskat' 5 [® z| Zoradit  Filter Nastroje pre  Prognézy = Prehlad
iz~ B [ Akcie Engl.. Meny (Engl.. [5] & 2 adaje . .
Ziskat a transformovat’ daje Dotazy a pripojenia Typy tdajov Zoradit afiltrovat’ Analysis ~
A15 v fx
A B [ D E F G H J K L M N a
Hammetov
a kon3tanta ¢=0 c2 e ca
10X c o, o, R R F R
2 OMe -0,27 -0,78 -0,26 -1,07 0,55 0,29 -056 190,626 119,800 144,700 127,600
3 Me 0,17 031 -017 -032 -0,18 001 -0,18 190,686 121,100 145,000 132,200
4 H 0,00 0,00 000 000 000 000 0,03 190,588 122,100 144,900
s |F 0,06 0,07 -003 052 048 045 039 190,343 121,800 143,500 131,200
s cl 0,23 011 019 031 023 042 0,19 190,245 122,500 143,300 133,400
7 Br 0,23 0,15 025 -0,30 -020 045 0,22 190,246 122,600 143,400 133,800
8 NO, 0,78 0,79 1,27 014 062 065 013 189,657 125,800 141,500 141,100
9
10
11 ysi
Analysis Tools
12 Covariance ~
13 Descriptive Statistics cancel
Exponential Smoothing
14 F-Test Two-Sample for Variances
15 Fourier Analysis Pomocnik
16 Histogram
Moving Average
17 Random Number Generation
18 Rank and Percentile
19 2

Obrdzok 14. Viyber metddy pre analyzu tdajov.

2. Vdialégovom okne Regresia nastavime:

a) Vstupnd oblast Y: vyberieme rozsah buniek pre premennu ,chemicky posun
SCS” (Obrazok 15).

b)  Vstupnd oblast X: vyberieme rozsah buniek pre elektronovd konstantu
substituenta o, Uf{, OR » R*, R™, F a R alebo viacero premennych F a R
(Obrazok 15).

c) V dasti Output options je potrebné zaskrtnit mozZnost Vystup na novy
hdrok/New Worksheet Ply (Obrazok 15).

d) Klikneme na tlacidlo OK, pricom prebehne regresna analyza.
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Sibor Domov VioZit RozloZenie strany Vzorce Udaje Revizia Zobrazit Automatizovat Pomocnik —ChemOffice20 \C‘Komema’re\

EFRER [ a L = Data Analysis
% @ = 2l ? EX @ E|
Ziskat’ [he [‘% N =] Zl Zoradit  Filter Naéstroje pre  Prognézy = Prehlad
idaie~ B [} Akie (Engl... Meny (Engl.. [5] & idaje v . .
Ziskat' a transformovat Gdaje Dotazy a pripojenia Typy tidajov Zoradit a filtrovat Analysis ~
B2 N fx
A B € D E F G H J K L M N 4
Hammetov
a konitanta c=0 2 e a
10X o o, G, R R F R
2 OMeg -0,27 -0,78 -0,26 -1,07 -0,55 029 -0,56 190,626 119,800 144,700 127,600
3 |Me 0,17 031 -017 -032 0,18 001 -0,18 190,686 | 121,100 145,000 132,200
4 H 0,00 0,00 000 000 000 000 0,03 190,588 122,100 144,900
5 F 0,06 -0,07 -0,03 -052 -048 045 -0,39 190,343 121,800 143,500 131,200
6 0,23 011 019 -031 -023 042 -0,19 190,249 | 122,500 143,300 133,400
7 |Br 0,23 015 025 -030 020 045 -0,22 190,246 | 122,600 143,400 133,800
8 NO, 0,78 079 127 014 062 065 0,13 189,657 125,800 141,500 141,100

-OK 4
$I1$2:3138 °

Cancel
$B52:3B58 o

s [ vabels [ constant is Zero
[] confidence Level: 95 %

Input ¥ Range:

3 >

Input X Range:

Pomocenik

18 Output options

>

O Qutput Range:
@ New Worksheet E\ye

O New Workbook

- Residuals
[ Residuals [ Resiclual Plots
< = XPhCH=Ck [ standardized Resicuals [ ine Fit Plots »

Obrazok 15. Viyber tdajov pre vstupnu oblast Y, X.

3. Regresné tabulky sa zobrazia na novom harku. V tychto tabulkach sa nachadzaju vsetky

potrebné hodnoty pre vytvorenie korelacnych rovnic.

Hodnoty, ktoré su déleZité pre SSP a DSP analyzu 33C NMR chemickych posunov (ppm) su
vyznacené v Tabulke P1-P7 farebne. Z takto ziskanych hodnét zostavime dve nové tabulky

(Tabulka 7, Tabulka 8).

Cielom tejto ulohy je preskimat, ako elektrénové vlastnosti substituentov ovplyviiuju
chemicky posun karbonylového uhlika C=0 v strukture chalkénov 3a—g pomocou regresnej
analyzy. Pre tento G&el pouZijeme substituéné konstanty o, of , og, R*, R™, F a R ako
nezavislé premenné a 13C NMR chemicky posun ako zavislti premennd.

Substitu¢na konstanta o vyjadruje celkovy elektrénovy efekt substituenta (indukény a
rezonanény), konstanty of , og , RY, R~ vyjadruji elektrénové rezonaniné efekty
substituenta za podmienok, ked substituent stabilizuje kladny (og, R*) alebo zaporny (og,

R™) nadboj. Konstanta F vyjadruje Cisto indukény efekt/efekt pola substituenta a konstanta R
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vyjadruje Cisto rezonancny efekt substituenta. VSetky popisané konstanty poskytuju Statisticky

zéklad pre odhad vplyvu substituentov na *3C NMR chemicky posun karbonylového uhlika C=0.

3.5.2.1 Hodnotenie kvality regresnych modelov
Pri analyze vysledkov regresie sa zameriame na nasledujuce ukazovatele:
1.  Statistickd vyznamnost modelu (F-statistika, significance F (p-hodnota)):
e ak je p-hodnota (significance F) < 0,05, model je Statisticky vyznamny, ¢o znamen3, Ze
elektronové vlastnosti substituentov maju vyznamny vplyv na 3C NMR chemicky
posun karbonylového uhlika C=0

e vysSSia hodnota F-Statistiky indikuje lepsSiu kvalitu modelu

2. R?aR?
e R?: ukazuje, aky podiel variability 3C NMR chemického posunu uhlika C=0 je
vysvetleny modelom
o vysoka hodnota (napr. R? > 0,8) sved¢i o dobrej predikénej schopnosti
o naopak, nizka hodnota, naznacuje, Ze substitu¢né konstanty nepredpovedaju
spolahlivo chemicky posun
e R?: presnej$i ukazovatel pri viacerych premennych, pretoZe penalizuje zbytoéné

premenné. Ak sa vyrazne lidi od R?, niektoré premenné mézu byt nevyznamné.

3. Vyznam jednotlivych premennych

koeficienty:
o koeficienty urcuju smer a velkost vplyvu substituentov
o napriklad negativny koeficient g naznaluje, Ze so zvy3ujicim sa rezonanénym

stabilizacnym efektom substituenta by mal klesat chemicky posun

p-hodnota pre koeficient: ak je p < 0,05, dana premennd ma statisticky vyznamny vplyv

na chemicky posun.
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3.5.2.2 SSP analyza

Po analyze korela¢nych koeficientov R a R? (R < 0,8) mdzeme vylucit modely, kde sme
korelovali 3C NMR chemické posuny uhlika C=0 skupiny s elektréonovymi konstantami
substituentov op, R*, R™, F a R (Tabulka 7).

Ostali ndm dva modely s hodnotami R > 0,8, kde sme korelovali 13C NMR chemické
posuny uhlika C=0 skupiny s elektronovymi parametrami ¢ a oy . Pre tieto dva modely je
parameter F vysoky, ¢o naznacuje, Ze zvolené modely su vhodné na interpretaciu zavislosti
13C NMR chemického posunu uhlika C=0 od elektronovych efektov substituentov. Navyse, p-
hodnota je v obidvoch pripadoch <0,05 a preto mbézeme tieto dva modely povazovat za
Statisticky vyznamné, ¢o znamena, Ze elektrénové vlastnosti substituentov charakterizované
kon$tantami o a og maju vyznamny vplyv na 3C NMR chemické posuny karbonylového uhlika
C=0.

Zmenou substituenta dochddza k zmene 3C NMR chemického posunu karbonylového
uhlika C=0 (Tabulka 6). Elektréndonorové substituenty sposobuju posun k vy$sim hodnotam
ppm a elektrénakceptdérové substituenty zasa posun k nizsim hodnotdm ppm. Tento fakt je
v stlade s vysledkami analyzy, ktord poukazuje na to, ze 3C NMR chemické posuny uhlika C=0

su ovplyvnené reverznym substitu¢nym efektom (p < 0).

Tabulka 7. Vysledky SSP analyzy *C NMR chemickych posunov (ppm) uhlika C=0 pre chalkény 3a—g.

R R? f-$tatistika  p-hodnota P h n

C=:0 o 0,977 0,953 103,031 0,000159 -0,999+0,098 190,46510,034 7

o'E 0,885 0,783 18,090 0,0081 -0,654+0,154  190,332+0,068 7

OR 0,960 0,921 58,224 0,000615 -0,658+0,086 190,46010,044 7

R* 0,547 0,300 2,142 0,203 -0,495+0,338 190,17440,168 7

R~ 0,738 0,544 5,965 0,0585 -0,674+0,276  190,244+0,107 7

F 0,861 0,742 14,384 0,0127 -1,255+0,331  190,74940,130 7

R 0,533 0,284 1,987 0,218 -0,804+0,570  190,184+0,167 7
3.5.2.3 DSP analyza

Najlepsie vysledky boli dosiahnuté pouZitim DSP analyzy, kde bol analyzovany vplyv
efektu pola F substituentov ako aj rezonanény efekt R na zmenu 3C NMR chemického posunu
uhlika C=0. T4to analyza poskytla vysoké hodnoty korelaénych koeficientov R a R? (R <0,8) a
hodnotu F-test parametra, pricom p-hodnota bola 0,000073. Korelacné koeficienty pr a pg su

zaporné. To znamena, Ze elektréndonorové substituenty spbésobuju pokles elektrénovej
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hustoty na uhliku C=0 chalkébnov 3a-g ateda =zvySenie chemického posunu
a elektronakceptorové substituenty sposobuju narast elektréonovej hustoty na uhliku C=0
a teda pokles chemického posunu. Opét sa potvrdil reverzny substituény efekt. Absolitna
hodnota koeficienta pg je vyssia, z coho je mozné usudit, Ze efekt pola/indukény efekt ma

VaCsi vplyv na 3C NMR chemicky posun uhlika C=0 ako rezonanény efekt.

Tabulka 8. Vysledky DSP analyzy *3C NMR chemickych posunov (ppm) uhlika C=0 pre chalkény 3a—g.

R R? f-$tatistika  p-hodnota o PR h n
C=:0 F,R 099% 0,991 232,563 0,000073 -1,22640,067 -0,754+0,070  190,591+0,030 7

Znamienko korela¢ného koeficienta p pre SSP analyzu uréuje aj sklon trendovej
spojnice grafu zdvislosti 3C NMR chemického posunu daného uhlika od elektrénove;j
konsStanty substituentov. Klesajuca trendova spojnica poukazuje na negativhu hodnotu
korela¢ného koeficientu p (Graf 2, Graf 3) a stupajuca trendova spojnica poukazuje na kladnu
hodnotu korelaného koeficientu p. Tieto fakty su v sulade s vysledkami regresnej analyzy

opisanej vyssie.
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Graf 3. Zdvislost 13C NMR chemického posunu uhlika C=0 od elektrénovej konstanty substituenta op.

Metdda SSP poskytla velmi dobru koreldciu (r = 0,9766) medzi 3C NMR chemickym
posunom uhlika C=0 a substitu¢nou konstantou o (Tabulka 7), priCom DSP analyza dosiahla
este presnej$i model s R? = 0,9953. Vysledky jednoznaéne poukazuju na to, Ze indukény efekt
substituentov ma dominantny vplyv na chemicky posun uhlika C=0 v chalkénoch, v porovnani
s efektom rezonan¢nym.

Reverzny substitu¢ny efekt mozno vysvetlit mechanizmom m-polarizacie. Substituent s
negativnym indukénym efektom polarizuje vazbu C-X, ¢im vznika dipdl, ktory cez priestor
ovplyviuje m-elektrony vazby C=0. Tento jav meni elektronovd hustotu na karbonylovom

uhliku, ¢o sa prejavuje na chemickom posune.
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3.6 Zaver

Cielom tohto cvicenia je poskytnut studentom praktické skisenosti s pouZitim regresnej
analyzy na analyzu vplyvu elektrénovych vlastnosti substituentov na **C NMR chemicky posun
uhlikov chalkénov. Tento pristup im umozni lepsie pochopit vztahy medzi indukénymi a
rezonanénymi efektami substituentov aich prejavom v experimentalnych vysledkoch
organickej chémie.

Studenti by sa mali naucit spravne interpretovat $tatistické ukazovatele, ako je F-test, p-
hodnota, korelaény koeficient R a R2. Osvoja si ako tieto faktory ovplyviiuju déveryhodnost a
platnost vybraného modelu v regresnej analyze, ¢o je nevyhnutné pri vyhodnocovani
kvantitativnych vztahov v chemickych systémoch.

V ramci cvicenia budu Studenti schopni identifikovat signifikantné vplyvy substituentov na
chemické posuny a spravne ich interpretovat v kontexte elektrénovych efektov. To je klti¢ové
pre raciondlny navrh a optimalizaciu molekul so Zelanymi fyzikalno-chemickymi vlastnostami.
Navyse, toto praktické cvi¢enie poskytne Studentom hlbsie pochopenie vplyvu substituentov
na molekuldrnu $truktiru a reaktivitu ako aj na NMR chemické posuny. Studenti by si mali
osvojit analytické zrucnosti potrebné na pracu s experimentalnymi datami a schopnost
vyuzivat regresné modely na vyhodnocovanie a interpretaciu chemickych reakcii a vlastnosti.
Toto cvicenie poskytuje cenny zaklad pre dalSie Studium v oblasti kvantitativnej analyzy a
interpretacie chemickych udajov, ¢o bude studentom napomocné aj v ich dalSich vyskumnych

alebo profesionalnych aktivitach.
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4 STANOVENIE ENANTIOMERNEHO NADBYTKU

41 Uvod

Chirdlne molekuly su Siroko zastupené v biologickych systémoch, napriklad v proteinoch,
sacharidoch, hormoénoch a DNA. Priblizne 16 % lieCiv je chiralnych,[18] pricom chiralita
vyznamne ovplyviuje ich biologické interakcie, bezpeénost a Géinnost. Jeden z enantiomérov,
ktory je hlavnou alebo jedinou aktivnou formou, sa nazyva eutomér, zatial ¢o druhy, neziaduci
enantiomér, sa oznacuje ako distomér.[19]

Ibuprofén (Obrdzok 16), bezne predavany ako racemat, je nesteroidné protizapalové
liecivo (NSAID) so stereocentrom. (S)-enantiomér je eutomér, ktory zodpoveda za analgeticky
a protizapalovy ucinok inhibiciou enzymu COX-2. Zaujimavé je, Ze in vivo sa priblizne 60 % (R)-
enantioméru premiena posobenim enzymu CYP450 na (S)-eutomér, pricom spatna premena

je zanedbatelna. (R)-enantiomér preto sluzi ako proliecivo (S)-enantioméru.[19]

OH OH
(S (R)

(S)-ibuprofén (R)-ibuprofén
eutomér distomér

Obrdzok 16. Struktira (S)- a (R)-ibuprofénu.

4.1.1 Metody stanovenia enantiomérneho nadbytku

Enantiomérny nadbytok (% ee) sa v minulosti urCoval meranim optickej otacavosti
roztoku zlGéeniny, pricom na tento Ucel bolo potrebné poznat Specificki otacavost Cistého
enantioméru ako referenénd hodnotu. Tdto metdda vSak bola neskér nahradena
vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) s chirdlnou stacionarnou fazou, pri
ktorej enantioméry vykazuju rozdielne retenc¢né Casy. Hoci je HPLC presna metdda, analyza
moZe trvat az 60 minut, Co viedlo k vyvoju rychlejsich analytickych metdd.

Jednou z takychto metdéd je technika vyuZivajica 'H NMR spektroskopiu, ktord umozriuje
ziskat Udaje za menej ako 5 minut. V achirdlnom prostredi maju enantioméry identické NMR
spektrd, a preto nie je moziné ich relativne zastupenie urcit priamo pomocou NMR
spektroskopie. Na ich rozliSenie sa pouziva enantiomérne Cisté chiralne cinidlo, ktoré s
enantiomérmi vytvdra neekvivalentné diastereoizomérne komplexy. Diastereoizoméry sa na
rozdiel od enantiomérov lisia fyzikalnymi a chemickymi vlastnostami, ¢o spbsobuje, Ze ich
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vodiky sa nachadzaju v odliSnych magnetickych prostrediach a poskytuju rozdielne '"H NMR
spektra (Obrazok 17). Tymto spésobom mozno pomocou NMR spektroskopie stanovit

relativne pomery enantiomérov v zmesi.[20]

tieto vodiky sa nachadzaju v rozdielnom magnetickom prostredi
a mozu byt rozliSené NMR spektroskopiou

H H N
g p diastereoizoméry s
(RN7(s)Et (S) N (S)
H
tieto vodiky sa nachadzaju diastereoizoméry
v rovhakom magnetickom
prostredi a nemézu byt enantioméry enantioméry

rozlisené NMR
spektroskopiou

diastereoizoméry

H H
S) N\%Et - » Et_gr N R)
A\ i

Obrazok 17. \/ztah medzi enantiomérmi a diastereoizomérmi.

Na stanovenie pomeru enantiomérov pomocou NMR spektroskopie sa vyuZivaju
metddy, v ktorych enantiomérne Cistda molekula vystupuje ako chiralne derivatizacné cinidlo
(CDA), chiralne solvatac¢né cinidlo (CSA) alebo lantanoidové posunové cinidlo (CLSR).[21] CDA
vytvdra kovalentnu vazbu s reaktivhou funkénou skupinou analytu. Na trhu je dostupné
mnoiZstvo takychto cinidiel na analyzu karboxylovych kyselin, alkoholov a aminov, pricom
existuju stratégie na derivatizaciu dalSich funkénych skupin.

CSA interaguju s analytom prostrednictvom nekovalentnych vazieb, ako su dipdl-dipdlové
interakcie, i6nové pdrovanie a m-m interakcie. Vyznamnu ulohu pri tychto interakciach
zohrdavaju stérické efekty a vyber rozpustadla. CSA rozpustné v organickych rozpustadlach
byvaju ¢asto ucinnejsie v nepoldrnych rozpustadlach, v ktorych dochadza k interakcii medzi
analytom a CSA. Naopak, vpolarnych rozpustadlach dochadza ksolvatacii analytu
rozpustadlom a vysledkom je nizka enantiodiferenciacia.[21] Vo vode rozpustné CSA, Casto
tvorené organickymi makrocyklickymi zli¢eninami, ako su cyklodextriny, sa ukazali ako ucinné
pri NMR analyze enantiomérov vo vodnom prostredi. Vo vode rozpustné analyty obsahujlce
hydrofébne Casti, ako su napriklad aromatické kruhy, mézu vytvarat inklizne komplexy s CSA

tak, Ze sa hydrofdbna ¢ast analytu vklada do hydrofébnej dutiny cyklodextrinu. Tento spdsob
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interakcie podporuje selektivne rozliSenie enantiomérov, ¢o umoznuje ich analyzu pomocou
NMR spektroskopie.[22] Obrazok 18 zndazornuje vybrané priklady najcastejsSie pouzivanych

CSA.

H
1) FsC s OH
o IO
.,, OH
g/ Pirklov alkohol
o 2,2,2trifluér 110 (antracén-9-yl)etanol

R*

o

|
Rj/igfo R*= -?,(,::h
O/ | O/ F
S5 3
hs

heptakis(2,3,6-tri-O-metyl)-B-cyklodextrin (TM-B-CD) Rho[(R)-(+)-MTPAJ4

kyselina (2R,3R)-2,3-bis((4-metylbenzoyl)oxy)jantarova

Obrdzok 18. Struktiry niektorych zltic¢enin pouZivanych ako chirdlne solvatacné Cinidld (CSA).

Na transformaciu enantiomérov na diastereoizomérny par pomocou CDA existuje
viacero overenych pristupov. Medzi najcastejSie vyuZivané patri kovalentna derivatizacia
pomocou chloridu Mosherovej kyseliny (MTPA-CI, Schéma 3), ktord sa uplatiuje pri
alkoholoch [23] a aminoch. Dal$im pristupom je tvorba idnovych parov (napr. aménnych soli)
medzi chirdlnymi bazami a chiralnymi kyselinami, ako je napriklad kyselina gaforsulfonova za
vzniku diastereoizomérnych soli s rozdielnymi NMR signalmi.[24,25]

Alternativne mozno enantioméry rozlisit pomocou chiralnych posunovych ¢inidiel, ktoré
s nimi tvoria nekovalentné komplexy. Prikladom je tris[3-(heptafludrpropylhydroxymetylén)-
(+)-géfor] eurépium(lll), zname pod skratkou Eu(hfc)s, ktoré spb6sobuje rozdielny chemicky
posun jednotlivych enantiomérov v dbsledku chiralnej diferenciacie s paramagnetickym

centrom.[25]
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(S)-%-metoxy-*_triflusrmetyl)-
fenylacetyl chlorid

Schéma 3. Derivatizdcia chirdlneho sekunddrneho alkoholu enantiomérne Cistym chloridom Mosherovej kyseliny
za vzniku diastereoizomérov.

Enantiomérny nadbytok (% ee, z angl. enantiomeric excess) vyjadruje, o kolko viac je
jedného enantioméru v zmesi oproti druhému. Enantiomérny nadbytok je definovany ako:

0/ _nR—nS o
OEE(R) = n—_l_nleO Yo
R

Kde ng je latkové mnoistvo (R)-enantioméru a ng je latkové mnozstvo (S)-enantioméru.
Enantiomérny nadbytok (% ee) nadobuda hodnoty od 0 % pre racemické zmesi (50 %
kazdého enantioméru) az po 100 % pre enantiomérne Cistu vzorku (obsahujicu vyhradne
jeden enantiomér).
Ak vzorka obsahuje napriklad 80 % majoritného (R)-enantioméru a 20 % minoritného
(S)-enantioméru, enantiomérny nadbytok (R)-enantioméru mozZeme vyjadrit matematicky

nasledovne:
% ee (R)-enantioméru = % (R)-enantioméru — % (S)-enantioméru =80 % — 20 % = 60 %

tzn., Ze (R)-enantioméru je v zmesi o 60 % viac ako (S)-enantioméru.
Podobny vztah plati aj pre hodnotu normalizovanych integralov signalov vodika (R)-
enantioméru (Ig) a (S)-enantioméru (Is):[26]

Ig — Is

0 R) =
% ee(R) I+ I

.100 %

Rozdiel chemickych posunov dvoch enantiomérov sa oznacuje symbolom AAS.
Pociato¢ny chemicky posun analytu je §. Pridanim CSA ddjde k naruseniu chemického okolia
vodika a teda k zmene chemického posunu. Rozdiel medzi povodnym a novym chemickym
posunom je potom AéS. Ak tato rezonancnd linia vykazuje anizotropiu a kazdy enantiomér

poskytne samostatny signal, rozdiel medzi tymito dvoma chemickymi posunmi je AAS.
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Hodnota AA6 vsak nezarucuje Uplnu diferenciaciu rezonancénych linii, pretoze mnohé z nich
maju charakter multipletu, ¢o ¢asto vedie k ich prekryvu.[25]

Ukazalo sa, Ze enantiorezoluc¢ny kvocient E je lepsi ukazovatel toho, ako dobre sa daju
enantioméry v NMR rozlisit, nez sledovanie rozdielu ich chemickych posunov AAS:[25]

i = 18001
3w

Kde W je Sirka rezonancie v jednej desatine jej vysky.
Hodnota E je spolahlivejsim ukazovatelom ako AAS, pokial ide o to, ¢i si dva multiplety Uplne

oddelené alebo sa v NMR spektre stdle prekryvaju. Plati:

e E=0 Ziadna enantiodiferencidcia

e 0O<Ex<1 Ciasto€na enantiodiferencidcia
o EF=1 stredna enantiodiferenciacia
e E>>1 vysoka enantiodiferenciacia

4.1.2 Stanovenie enantiomérneho nadbytku pomocou Bull-Jamesovej stistavy

Stanovenie enantiomérneho nadbytku sekundarneho aminu moZno uskutocnit
pomocou chirdlneho derivatizacného cinidla na baze kyseliny 2-formylfenylborénovej (FPBA)
a (R)-(+)-1,1'-bi(2-naftolu) [(R)-BINOL]. Tieto zluceniny tvoria chiralny boronatovy ester, ktory
nasledne reaguje s chirdlnym aminom, ako je a-metylbenzylamin (MBA), za vzniku dvojice
diastereoizomérnych iminov (Schéma 4).

V aprotickych rozpustadlach je vysledny komplex stabilizovany koordinaciou volného
elektronového paru dusika do prazdneho p-orbitalu boru. Tento pristup, znamy ako Bullova—
Jamesova sustava (Bull-James assembly), predstavuje trojzlozkovu chirdinu derivatizaciu a
umoZiuje stanovenie enantiomérneho nadbytku nielen chirdlnych aminov, ale aj
aminoesterov, diolov, aminoalkoholov, diaminov, hydroxykyselin, dikarboxylovych kyselin Ci
hydroxylaminov. Vyhodou tejto metddy je jej jednoduchost, nizke naklady a kratky cas
analyzy.

Vzhladom nato, Ze pocas derivatizacie nedochadza ku kinetickej rezolucii, je pozorovany
diastereoizomérny nadbytok vyslednych iminoborondatovych esterov priamym ukazovatefom

enantiomérneho nadbytku vychodiskového chirdlneho analytu.[27]
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H

Ph
(R) amln (S) amln

FPBA
(R)-BINOL

Schéma 4. Tvorba diastereoizomérnych iminoborondtovych esterov na stanovenie enantiomérneho nadbytku
chirdlneho aminu.

(R)-BINOL neobsahuje chiralny tetraédricky atdm uhlika, vykazuje vSak axialnu chiralitu,
ktord vznika v dosledku obmedzenej rotacie okolo jednoduchej vazby medzi dvoma
naftylovymi jednotkami. Tato rotacia je stericky blokovana, ¢im vznikaju stabilné
atropoizoméry. Konfiguracia tychto izomérov sa oznacuje deskriptormi (R) alebo (S) na
zaklade pravidiel Cahn—Ingold—Prelog (CIP) aplikovanych na chirdlnu os (Obrazok 19):[28]

1. Molekulu pozorujeme z jednej strany pozdiz chirdlnej osi, ktora spaja dve aromatické
jednotky (tzv. axidlna chiralita).
2. Fischerovu projekciu vytvorime tak, Ze dve skupiny blizSie k pozorovatelovi
umiestnime na horizontalnu os.
3. Pomocou pravidiel Cahn—Ingold—Prelog (CIP) uréime, ktord z tychto dvoch skupin ma
najvyssiu prioritu a oznaéime ¢islom 1, druhd oznacime cislom 2.
4. Skupinu s vySSou prioritou na zvislej osi oznacime ¢islom 3.
5. Urc¢ime R/S konfiguraciu:
i. Priorita substituentov koreSpondujica so smerom hodinovych ruciciek
zodpoveda konfiguracii (R).
ii. Priorita substituentov korespondujuca s protismerom hodinovych

rucic¢iek zodpoveda konfiguracii (S).
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s Fisherova projekcia 4
c C(CCC)
2C C1
(CcC) (CCco)
~(CCC) 3 (CCO)
(R)-atropoizomér (S)-atropoizomér

Obrdzok 19. Stanovenie chirality a priradenie R/S deskriptorov atropoizomérnych biarylov.

Tento chirdlny diol a 2-FPBA vytvaraju stabilny cyklicky boronatovy ester (Schéma 4).
Boronové kyseliny su stredne kyslé a reaguju s bazami za vzniku tetraédrickych aduktov,

pretoze centralny atém béru je sp? hybridizovany a elektréndeficitny, ma volny p-orbital

kolmy na rovinu molekuly, vdaka ¢omu su borénové kyseliny dobrymi Lewisovymi kyselinami

(Obrazok 20).[29]

A

R-BOH) + A°—» F\@é...OH
"OH

prazdny
p orbital

Obrdzok 20. Struktira a reaktivita borénovych kyselin ako Lewisovych kyselin.

Boronové kyseliny sa koordinuju s vodou. Naslednou reakciou vznika solvatovany protdén

a boronatovy anién (Obrazok 21).[29]

H__H
o OH
‘ B_ O ®
R/B\’"OH R” b\O + Hsol
OH H

Obrdzok 21. Reakcia medzi vodou a bordnovou kyselinou.

Kld¢ovym krokom pri stanoveni ee vtomto experimente je kondenzacia o-formylovej
skupiny 2-FPBA s chiralnymi primarnymi aminmi za vzniku diastereoizomérov iminu (Schéma

4).
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4.2 Ulohy

1. Vytvorenie kalibracnej krivky enantiomérneho nadbytku chiralnych aminov.

o Zostrojte kalibraénu krivku pre (R)-a-metylbenzylamin.

2. Stanovenie enantiomérneho nadbytku vzoriek chirdlnych primarnych aminov

s neznamym ee.

° Pomocou zostrojenej kalibracnej krivky stanovte enantiomérny nadbytok vzoriek

chiralnych aminov.

4.3 Material a metody

Chemikalie
. Molekulova <. . Bezpecnostné
Nazov : Cistota Mnoistvo 5 .
hmotnost upozornenia
(R)-(+)-1,1'-bi(2-naftol) 286,32 g.mol™ 99 % 0,07230g  Draidivost koZe (kat. 2), H315
Podrazdenie o¢i (kat. 2), H319
kyselina 2- 149,94 g.mol™? >95,0%  0,03946g | Drdidivost koze (kat. 2), H315
Toxicita pre Specificky ciefovy orgdn -
jednorazova expozicia (kat. 3), H335
(R)-o-metylbenzylamin 121,18 g.mol™  299,0% 33,8 pl Akutna toxicita (kat. 4), H302
ee: 96 % Akutna toxicita (kat. 4), H312
’ Zieravost koZe (subkat. 1B), H314
(GLC) Vazne poskodenie od¢i (kat. 1), H318
(S)-a-metylbenzylamin 121,18 g.mol™*  >98 % 33,6 Aldtna toxicita (kat. 4), H302
ce: 98 % Akutna toxicita (kat. 3), H311
) ° Zieravost koZe (subkat. 1B), H314
(GLC)
molekulové sitd 4A . . . .
ch|0rof0rm_dl - 99,8 - Akutna toxicita, (kat. 4), H302
atom % D Akutna toxicita, (kat. 3), H331

Drazdivost koZe, (kat. 2), H315

Podrazdenie odi, (kat. 2), HH319
Karcinogenita, (kat. 2), H351

Reprodukéna toxicita, (kat. 2), H361d
Toxicita pre Specificky ciefovy orgdn -
jednorazova expozicia, (kat. 3), H336
Toxicita pre Specificky ciefovy orgdn -
opakovana expozicia, (kat. 1), H372

Laboratérne pomacky
Kapacita/rozsah

Nazov Pocet
(ks)
sklenena vialka 1
automatickd pipeta 2
odmerné banky 3
NMR kyvety Wilmad 7

10 ml

20-200 pl, 100-1000 pl

5ml

&5 mm, pre 600 MHz NMR spektrometer
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Kvantitativne

NMR spektra

1H NMR
teplota 25°C
rozpustadlo CDCl3
spektralna Sirka [ppm] —2az+14
akviziény cas [s] 6,0
relaxacnd doba [s] 10,0
pocet skenov 64

4.4 Experimentalna cast

4.4.1 Priprava zasobnych roztokov.

1.  Pripravaroztoku kyseliny 2-FPBA (50 mmol.dm3) a (R)-BINOLu (50 mmol.dm3) v CDCls.

V 10 ml kadicke rozpustime 2-FPBA (39,46 mg) a (R)-BINOL (72,30 mg) v CDCl3 (4 ml). V
pripade potreby roztok jemne zahrejeme (napr. pomocou ultrazvukového kupela pri 30 °C
pocas niekolkych minut), aby sme zabezpecili Gplné rozpustenie latok. Roztok kvantitativne
prenesieme do 5 ml odmernej banky a doplnime CDCl; po znacku. Nasledne pridame
aktivované molekulové sitd! MS 4A v takom mnoistve, aby pokryli dno odmernej banky.

Banku uzavrieme a roztok nechame susit 10 minut za ob¢asného premiesania.

2.  Priprava roztokov enantiomérov (R)-MBA (50 mmol.dm=3) a (§)-MBA (50 mmol.dm™3)
pre vytvorenie kalibracnej krivky
Do prvej 5 ml odmernej banky napipetujeme enantiomér (R)-MBA (33,8 pl) a do druhej
enantiomér (S)-MBA (33,6 pl) a vysledny objem doplnime CDCls po rysku. Nasledne pridame
aktivované molekulové sita® MS 4A v takom mnoZstve, aby pokryli dno odmernej banky. Banku

uzavrieme a roztok nechame susit 10 minut za ob¢asného premiesania.

4.4.2 Stanovenie enantiomérneho nadbytku chiralnych primarnych aminov

pomocou kalibraénej krivky

Pripravime 7 vzoriek s presnou hodnotou ee pre zostrojenie kalibra¢nej krivky a to tak,

Ze najprv do NMR kyvety napipetujeme (R)-MBA a (S)-MBA (Tabulka 9; kapitola 4.4.1; bod 2).2

1 Aktivované molekulové sitd: susené 3 h pri 250 °C v muflovej peci za atmosférického tlaku.
2 Na zostrojenie kalibragnej krivky postadi 5 bodov.
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Nasledne do kyviet priddme 0,3 ml chloroformového zasobného roztoku obsahujiceho 2-
FPBA a (R)-BINOL (kapitola 4.4.1; bod 1). Zasobny chloroformovy roztok 2-FPBA a (R)-BINOL

(0,3 ml) pridame aj ku vzorke s neznamou hodnotou ee.

Tabulka 9. Vzorky a-metylbenzylaminu so zndmym ee pre zostrojenie kalibracnej krivky.

vzorka €€ (R)-MBA (S)-MBA

6] [wh [wi]
1 75 263 37
2 50 225 75
3 25 188 112
4 0 150 150
5 25 112 188
6 50 75 225
7 75 37 263
X ?

4.5 Vysledky a diskusia

4.5.1 Spracovanie NMR spektier v programe MestreNova
NMR spektrd vychodiskovych latok, vzoriek 1-7 aneznamej vzorky spracujeme
v programe MestreNova. Spektra referencujeme voci signdlu referenéného cinidla TMS (on =

0,0 ppm).

4.5.1.1 Referencné spektra vychodiskovych latok
Vychodiskovym krokom pred analyzou derivatizovanych vzoriek bolo nameranie H
NMR spektier vychodiskovych zlucenin v CDCls. Charakteristické signaly identifikované v
tychto spektrach sluzia ako referencné chemické posuny v dalSej analyze:
e (R)-BINOL: singlet hydroxylovych vodikov s chemickym posunom 5,05 ppm
e 2-FPBA: singlet aldehydového vodika s chemickym posunom 9,93 ppm

e (R)-MBA: kvartet benzylového vodika s chemickym posunom 4,12 ppm
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4.5.1.2 Spektra derivatizovanych vzoriek
Reakciou primarnych aminov so zmesou obsahujucou 2-FPBA a (R)-BINOL vznikaju
diastereoizoméry, ktorych niektoré vodiky vykazuju rozdielne *H NMR chemické posuny. V
analyzovanych spektrach derivatizovanych vzoriek boli identifikované nasledovné signadly:
e iminovy (aldiminovy) vodik:
o (S)-diastereoizomér: singlet, 6= 8,28 ppm (Obrazok 22, Obrazok 23)
o (R)-diastereoizomér: singlet, 6= 8,10 ppm (Obrazok 22, Obrazok 23)
o benzylovy vodik:
o (S)-diastereoizomér: kvartet, 6= 4,98 ppm (Obrazok 22, Obrazok 23)
o (R)-diastereoizomér: kvartet, o =5,09 ppm (Obrazok 22, Obrazok 23)
o metylovy vodik:
o (S)-diastereoizomér: dublet, 6= 1,82 ppm (Obrazok 22, Obrazok 23)
o (R)-diastereoizomér: dublet, 6= 1,61 ppm (Obrazok 22, Obrazok 23)
Tieto signdly su dostatocne rozlisené, o umoznuje ich pouzitie na kvantitativnu analyzu a

stanovenie enantiomérneho nadbytku.
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Obrdzok 22. Porovnanie *H NMR (600 MHz, CDCls3) spektier (R)-BINOL-u, 2-FPBA, (R)-MBA, (S)-MBA a kalibracnych
vzoriek.
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Obrdzok 23. Porovnanie *H NMR (600 MHz, CDCl3) spektier kalibraénych vzoriek. Farebne su rozlisené signdly
patriace aldiminovému, benzylovému vodiku a metylovym vodikom.

4.5.2 Kvantitativna analyza a stanovenie enantiomérneho nadbytku

Enantiomérne zloZenie derivatizovanych vzoriek bolo vyhodnotené na zaklade
integracie vybranych signdlov v 'H NMR spektre. Vzhladom na dobré rozlisenie signalov
iminovych vodikov (6 = 8,10 a 8,28 ppm) boli tieto signdly zvolené ako hlavné analytické
parametre na vypocet enantiomérneho nadbytku ee (Obrazok 23).
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Na zabezpecenie porovnatelnosti integralov medzi jednotlivymi spektrami bol ako
referenény signdl pouzity signal patriaci vodikom H-4 a H-4' (R)-BINOL-u s chemickym
posunom 7,97 ppm, ktorého koncentracia je vo vSetkych vzorkach rovnaka. Tomuto signalu
bola priradena normalizovand integrdlna hodnota 200 (¢o zodpoveda dvom vodikom, t. j. 100
na 1 vodik). Hodnoty normalizovanych integrdlov boli nasledne spracované v tabulke
programu Excel.

V nasledujucom texte sa zameriame na vytvorenie kalibracnej krivky a stanovenie
enantiomérneho nadbytku ee neznamej vzorky iba na zaklade integralnych hodnot signalov

iminovych vodikov.

4.5.2.1 Vypocet enantiomérneho nadbytku (ee)

Experimentalna hodnota ee pre kazdu vzorku bola vypocitana podla vzorca (Tabulka 10):

I I
%ee = <R—S) .100 %
I + I

kde Iy je integralna hodnota signdlu (R)-diastereoizoméru a Ig je integralna hodnota signalu

(S)-diastereoizoméru.

Tabulka 10. Vypocet enantiomérneho nadbytku ee (R)-diastereozioméru na zdklade integrdlnych hodnét signdlov
iminovych vodikov (6 = 8,10 a 8,28 ppm).

teoreticky ee
(R)-diastereoizoméru

experimentalny ee

f I Ix — Is Iy +Ig (R)-diastereoizoméru

S
(8,28 ppm) (8,10 ppm)

[%] [%]
75 14,18 141,23 127,05 155,41 81,75
50 33,74 113,89 80,15 147,63 54,29
25 45,78 104,36 58,58 150,14 39,02
0 64,47 78,63 14,16 143,1 9,90
-25 77,03 5916 -17,87 136,19 -13,12
-50 92,81 40,22 -52,59 133,03 —39,53
=75 107,34 19,76 -87,58 127,11 —68,91

Na zdklade udajov (Tabulka 10) bola zostrojena kalibra¢na krivka zavislosti teoretického
enantiomérneho nadbytku ee (os y) od experimentalne vypocitaného ee (os x; Graf 4).
Ziskanda rovnica regresnej priamky umozZniuje spatne urcit teoreticky ee na zdklade

nameranych udajov:
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y =1,0078x —9,1278

4.5.2.2 Stanovenie enantiomérneho nadbytku neznamej vzorky

Pre nezndmu vzorku boli z *H NMR spektier ziskané normalizované integralne hodnoty
signdlov iminovych vodikov: Iz = 106,19 a I5 = 43,61. Tieto hodnoty boli pouzité na stanovenie
experimentdlneho ee (R)-diastereoizoméru:

106,19 — 43,61
106,19 + 43,61

% ee(R) =( ).100% — 41,78 %

Takto ziskanu hodnotu ee (R)-diastereocizoméru dosadime do regresnej rovnice:
y =1,0078x —9,1278
y =1,0078.41,78 — 9,1278
y = 32,98 %
Zistend hodnota (32,98 %) enantiomérneho nadbytku velmi dobre koreSponduje s
ocakdvanou hodnotou 33,3 %, ktora zodpoveda zloZeniu vzorky pripravenej zmiesanim 200 pl
(R)-MBA a 100 pl (S)-MBA.
100

y =1,0078x - 9,1278

80 R? = 0,9959

teoreticky ee
(R)-diastereoizoméru

-100 -50 50 100

experimentalny ee

-40 (R)-diastereocizoméru

-60
-80
-100

Graf 4. Kalibracna krivka pre aldiminovy vodik, grafickd zdvislost teoretického enantiomerneho nadbytku ee od
experimentdlneho enantiomerneho nadbytku ee (R)-diastereoizoméru.
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4.6 Zaver

Toto praktické cvicenie umozni $tudentom prehibit si poznatky z oblasti NMR
spektroskopie a chirality prostrednictvom derivatizacnej metddy umoziujlcej stanovenie
enantiomérneho nadbytku. Studenti si osvoja princip tvorby diastereoizomérov a pochopia,
ako jemné rozdiely v chemickom prostredi ovplyvriuju *H NMR chemické posuny vodikov.

Na zaklade analyzy referencnych zlGcenin a derivatizovanych vzoriek sa naucia:

o identifikovat Specifické signaly charakteristické pre jednotlivé diastereoizoméry,

e vykondvat kvantitativnu integraciu signalov v spektre,

e normalizovat integrdlne hodnoty vzhladom na referencny signdl,

e zostrojit kalibra¢nu krivku a aplikovat ju pri stanoveni enantiomérneho nadbytku
neznamej vzorky.

Praktickym prinosom je osvojenie si analytického pristupu, ktory kombinuje
experimentadlne merania s matematickym spracovanim Udajov (vypocty, grafickd
interpretacia, regresna analyza). Studenti tak nadobudnu schopnosti ddleZité pre modernd
stereoselektivnu syntézu, vyvoj chiralnych analytickych metdd a interpretaciu ddajov z NMR
spektroskopie — zru€nosti, ktoré su nevyhnutné v chemickom vyskume, vyvoji lieCiv a kvalitnej

laboratdrnej praxi.
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5 VPLYV SUBSTITUENTOV, TEPLOTY A ROZPUSTADLA NA KETO-
ENOL ROVNOVAHU 1,3-DIKARBONYLOVYCH ZLUCENIN

5.1  Uvod
Keto-enol tautoméria je jednym z najdolezitejSich rovnovazinych procesov v organickej
chémii, ktory popisuje migraciu vodika medzi konstitu¢nymi izomérmi a zohrava vyznamnu
ulohu v reaktivite a stabilite organickych zlucenin. Ide o Specificky typ chemickej rovnovahy,
pri ktorej sa zIi¢enina mbze nachadzat v dvoch formach, keto forme (obsahujtcej karbonylovu
skupinu, >C=0) a enol forme (obsahujucej hydroxylovu skupinu viazanu na uhlik dvojitej vazby,
—C=C-0H). Tento proces sa nazyva tautomerizacia a uskuto€iuje sa presunom vodika a
zmenou polohy dvojitej vazby.
Tato rovnovaha je vyznamna najma v pripade 1,3-dikarbonylovych zlucenin, ktoré maju dve
karbonylové skupiny v polohe 1 a 3. 1,3-Dikarbonylové zluc¢eniny vykazuju zvySenu tendenciu
k tvorbe enolovej formy v porovnani s jednoduchymi keténmi, a to vdaka:
e intramolekulovej vodikovej vazbe (Obrazok 24), ak molekula umoznuje cyklické
usporiadanie
e intermolekulovej vodikovej vazbe (Obrdzok 25), najma pri vysSich koncentraciach
v roztoku
e konjugacii enolovej formy, ktora vedie k energeticky vyhodnejSej delokalizacii

elektrénov [30]

5.1.1 Keto aenolformav NMR spektrach

Enol forma ma dve konformacie, ktoré su stabilizované vodikovou vazbou (Obrazok 24
a Obrézok 25). Ak su skupiny R! a R? rovnaké (napr. 2,4-pentandion a dibenzoylmetan) a
rychlost premeny medzi dvoma konformaciami je vyssia ako NMR casova $kala, v NMR
spektrach pozorujeme iba jednu sadu signdlov patriacich spriemerovanej Strukture tychto

dvoch konformérov (Obrazok 24).[31]

H. _H
o © o 0 o ~o
M __— -
R! R? R1J\/U\R2 R1MR2
keto forma

enol forma

Obrazok 24. Keto-enol tautoméria 1,3-dikarbonylovych zlucenin a vznik intramolekulovych vodikovych vizieb.
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Rovnovaznu konsStantu tautomerizacie Kt vypocitame zintegridlnych hodnét signdlov
patriacich CH; skupine keto formy a CH skupine enol formy (pomer vodikov tychto dvoch
foriem je 2:1):

_[enol] ey
T 7 Iketo] ~ Icmz
2

Pri vyssSich koncentracidch 1,3-dikarbonylovych zlicenin v roztoku méze dojst k tvorbe
intermolekulovych vodikovych vazieb medzi enolovymi formami réznych molekul (Obrazok
25). Tieto efekty su vyraznejSie v nepolarnych rozpustadlach (napr. CDCls) a pri zvysenych

koncentraciach zliceniny.

I ! -
" Lo
ﬁ\j\ keto forma 6 o

R1” N\F R2 J\)L

1 2
enol forma R R
enol forma
R’ R?
=
| 1
Ho
! H
6 o
R1MR2
enol forma

Obrdzok 25. Keto-enol tautoméria 1,3-dikarbonylovych zlucenin a vznik intermolekulovych vodikovych vdzieb.

5.1.2 Polarita keto a enol formy

Keto tautomér je poldrnejSi ako enol tautomér, pretoze ma vyssi dipélovy moment wu.
Tato vysSia polarita suvisi so Strukturou keto formy, ktora obsahuje dve karbonylové skupiny
(C=0). Naboje na karbonylovej skupine sU znatne separované. KedzZze kyslik je
elektronegativnejSim atdmom ako uhlik vznika znacny vazbovy dipdlovy moment u. V
porovnani s enol formou, kde je OH skupina naviazana na uhlik Cs2, dochadza k mensej

separdcii naboja a teda vzniku mensieho vazbového dipélového momentu u. Vysledkom je
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potom vysSia polarita keto formy v porovnani s enol formou a vyssi podiel keto formy

v polarnych rozpustadlach.[32]

5.1.3
1.

Faktory ovplyviujlice keto-enol rovnovahu

Charakter substituentov [30]

° elektrondonorové skupiny (napr. —OH, —OCHs, —NH;) zvysSuju stabilitu enolovej
formy, pretoZe dochadza ku konjugacii medzi volnym elektronovym pdarom
heteroatdmu elektrondonorovej skupiny s t-elektrénmi

° elektronakceptorové skupiny (napr. —=NO,, —CN, —CFs) stabilizuju keto formu,
a destabilizuju enol formu zniZzovanim elektrénovej hustoty

Teplota

° pri vyssich teplotach dochadza k zvyseniu rychlosti tautomerizacie, pricom v
zavislosti od konkrétnej zluceniny moze byt preferovana jedna z foriem

° enolova forma byva casto stabilizovana intramolekulovymi vodikovymi vazbami
pri nizsich teplotach, zatial ¢o keto forma moézZe byt dominantna pri vyssich
teplotach, najma ak v rovnovahe dochddza aj ku interakcii s rozptstadlom

Rozpustadlo

° vplyv polarity rozpustadiel na podiel keto aenol formy popisal Kurt Meyer
a nasledne mnoho dalsich vedcov [33,34]

. polarita rozpustadiel priamo savisi s ich permitivitou &, ktora uréuje ako velmi
dana latka oslabuje elektrické pole [33]

° polarne molekuly solvatuju ndboje a tym spOsobuju oslabenie elektrického pola
[33]

° v poldrnych protickych rozpustadlach (napr. voda alebo alkoholy) dominuje keto
forma stabilizovand vznikom vodikovych vazieb s rozpustadlom

° v polarnych aprotickych (napr. DMSO) dominuje keto forma stabilizovana vznikom

dipél-dipdlovych interakcii s rozpustadlom

3 permitivita & je fyzikdlna vlastnost materialu, ktora opisuje jeho schopnost oslabit elektrické pole tienenim
nabojov. Jednotkou je farad na meter (F/m). Relativha permitivita (&r) je pomer absolutne]j permitivity £ daného
materidlu k permitivite vakua & (g0 = 8,854.10722F/m). Nazyva sa tieZ dielektrickd konstanta a vyjadruje,
kolkokrat sa elektrické pole znizi v danom prostredi v porovnani s vakuom. Je to bezrozmerna veli¢ina.
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° v nepolarnych rozpustadlach (napr. benzén alebo chloroform) dominuje enol
forma stabilizovana vodikovou vazbou
4. pH prostredia
° v kyslom prostredi dochadza k protondcii karbonylovej skupiny, ¢im sa ulahéuje
tvorba enolovej formy
° v zasaditom prostredi je preferovana deprotonacia a-vodika, ¢o vedie k tvorbe
enolatu
5, Vodikové véizby a intramolekulové interakcie
. enol forma je stabilizovana intramolekulovymi vodikovymi vazbami, ¢o posuva
rovnovahu v jej prospech
6. Konjugdcia a delokalizacia elektronov
° ak je enol forma zapojend do konjugacie s m-elektronmi, je energeticky
vyhodnejsia ako keto forma
7.  Sterické faktory
° pritomnost objemnych substituentov v blizkosti karbonylovej skupiny moéze
ovplyvnit stabilitu keto alebo enol formy
8.  Pritomnost kovovych iénov alebo komplexnych Einidiel
. niektoré kovové idny mozu preferencne stabilizovat jednu z tautomérnych foriem

tvorbou komplexov

5.1.4 Stanovenie Standardnej Gibbsovej energie

Na kvantitativne vyjadrenie polohy tautomérnej rovnovahy sa pouZiva rovnovazna
konstanta K, ktord mozno priamo uréit z 'H NMR spektier.
Z integralnych hodnoét signalov zodpovedajucich metylénovej skupine —CH>— keto formy
a metinovej skupine —CH= enol formy je mozné vypoditat standardnu Gibbsovu energiu AG"

tautomerizacie:

[enol] Icy
= —RTIn—-
[keto] ez

2

Kde R je molédrna plynova konstanta (8,314 J.mol*.K'!) a T termodynamicka teplota (v K), Icy

AG° = —RTInKt = —RT In

je integrdlna hodnota signdlu —CH= skupiny enolovej formy a Icy, je integralna hodnota
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signalu —CH>— skupiny keto formy. Faktor 2 v menovateli zohladnuje, Ze signal CH, skupiny
keto formy reprezentuje dva ekvivalentné vodiky, zatial ¢o CH skupina v enol forme len jeden.
Stanovenie AG° umoziiuje urcit, ktora forma v rovnovahe prevlada. Ak AG° < 0, rovnovaha je
posunuta v prospech enolovej formy. Ak AG° >0, prevlada keto forma. Cim je vy$sia absolttna

hodnota AG®°, tym vyraznejsie je posunutie rovnovahy.

5.1.5 Stadium zavislosti tautomérnej rovnovaznej konstanty K; od teploty,
stanovenie zmeny entalpie AH° a zmeny entropie AS°

Teplotna zavislost chemickych rovnovah je kliéovym aspektom termodynamiky. V
pripade tautomerizicie, kde dochddza k vymene medzi dvoma tautomérmi (v nasom pripade
keto a enol formou), je dblezZité Studovat, ako sa rovnovazna konstanta Kt meni s teplotou.
Tieto informdcie ndm poskytuju uUdaje o energetickych zmendch spojenych s prechodom
medzi formami, konkrétne o zmene entalpie AH® a entropie AS°.

Pre pochopenie tejto zavislosti sa Casto vyuZiva van't Hoffova rovnica, ktora popisuje teplotnu
zavislost rovnovaznej konstanty:

AH® AS° AH® 1 AS°

RT VR - R TR

anT=—

kde Kt je rovnovazna konstanta tautomerizacie, AH® je zmena Standardnej entalpie reakcie
(J.mol™), AS° je zmena Standardnej entropie reakcie (J.mol™-K™), R je plynova konstanta
(8,314 J.mol".K™), T je termodynamickad teplota (v K).
Z tejto rovnice vyplyva, Ze ak pozndme hodnoty rovnovaznej tautomérnej konstanty Kt pri
roznych teplotach, mézeme pomocou regresie vypocitat AH® a AS°:[35]

° AH® >0 reakcia je endotermicka, rovnovaha sa posuva smerom ku enol

forme pri zvySujucej sa teplote

° AH° <0 reakcia je exotermicka, preferovana je keto forma
° A5°>0 narast neusporiadanosti (napr. zanikla vodikova vazba)
o AS°<0 znizenie entropie systému, casto kvoli stabilizacii keto formy
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5.1.6 Stanovenie permitivity (dielektrickej konstanty) zmesi rozpustadiel
a solvatacnej Gibbsovej energie AAG®

Ako uZ bolo spomenuté vysSie, keto tautomér je polarnejsi ako enol tautomeér.
V polarnejsich rozpustadlach bude teda rovnovaha posunutd smerom ku keto forme. Tento
efekt moZzno pozorovat aj v zmesiach rozpustadiel. Na jeho kvantitativne stadium sa vyuziva
Onsager-Kirkwoodova tedria [32,33], ktora umoznuje vyhodnotit vplyv polarity rozpustadla na
stabilitu a rozdelenie tautomérov v roztoku.

Pre vypocet Gibbsovej energie je potrebné poznat permitivitu (dielektricki konstantu)
pouZitej zmesi. Amirjahed a Blake [36] odvodili vztah pre vypocet efektivnej permitivity &,
(dielektrickej konstanty) dvojzlozkovej zmesi:[33,36]

aX, + bX,

X, +dX,
kde index 1 predstavuje menej polarne rozpustadlo a index 2 polarnejsie rozpuistadlo, X; a X,
je mdlovy podiel rozpustadiel. Koeficienty a, b, ¢, d vypoc¢itame pomocou nasledujicich

vztahov:[33]
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kde V; a V, si moldrne objemy rozpustadiel a &; a &, su dielektrické konstanty jednotlivych
rozpustadiel.
Tento model nezohladriuje polaritu rozpustenej latky, preto je potrebné, aby jej koncentracia
bola ovela nizsia ako koncentracia rozpustadiel.[33]

Onsager-Kirkwoodova tedria popisuje interakciu medzi rozpustadlom a rozpustenou
latkou na zaklade dipdlovych momentov u a permitivity prostredia & DoleZitou stucastou je

tzv. Onsager-Kirkwoodov faktor f(é):
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e —1

f& =551

Tento faktor popisuje polarizovatelnost prostredia (zmesi rozpustadiel) ajeho vplyv na
stabilitu molekul s réznym dip6lovym momentom x.[32,33]

Tedria predpovedd, Ze posun rovnovahy smerom ku keto alebo enol forme je
ovplyvneny dielektrickou konstantou rozpustadla ¢ a dipélovym momentom u reaktantov a
produktov. Na zaklade tejto tedrie je mozné vysvetlit ako polarne rozpustadla ovplyvriuju
poziciu rovnovahy a stabilitu polarnych rozpustenych latok:

c—1
2e+1

AAG® o ( )(é — i)

kde ¢ je dielektrickd konstanta zmesi rozpustadiel a 2 a ,ulz( su dipélové momenty enol a keto
formy.[32]

Mills a kol. rozsirili Onsager-Kirkwoodovu tedriu o korekény faktor, ktory zohladnuje
efekt vodikovych vazieb prostrednictvom faktora kyg. Tento faktor je vyjadreny v zavislosti od
Kamletovych a Taftovych parametrov, akceptora ffa donora ¢, a umozriuje odvodit vztah pre
rozdiel solvatacnych Gibbsovych energii AA4G° tautomérov réznych zlucenin.[37,38]
V nasledujicom vztahu, ¢len kg predstavuje rozdiel druhych mocnin dipélovych momentov

keto a enol formy (12 — puf):

. e—1
AAG =k5 (2£+1)+kHB

Z uvedenej rovnice je zrejmé, Ze medzi polaritou rozpustadla (vyjadrenou pomocou
Onsager-Kirkwoodovho faktora) a rozdielnou Gibbsovou energiou tautomérov existuje
linedrna zavislost. Tento model preto vyborne vysvetluje ako rozpustadlo ovplyvriuje stabilitu
tautomérov, preco je v polarnych rozpustadlach preferovand keto forma a ako mozno

kvantifikovat tieto efekty na zaklade experimentalnych udajov.

5.2 Ulohy

1. Priradenie chemickych posunov vodikom aatémom uhlika vybranych 1,3-

dikarbonylovych zli¢enin pomocou NMR spektroskopie.
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2. Stanovenie rovnovaznych konstant Kt a vypocet Standardnych Gibbsovych energii AG°
tautomerizacie 2,4-pentandionu, benzoylaceténu a dibenzoylmetanu v deuterovanych
rozpustadlach C¢Ds, CDCl3, acetén-de a DMSO-ds s r6znou polaritou.

3. Studium teplotnej zavislosti rovnovainej konstanty Kt tautomerizacie 2,4-pentandiénu,
benzoylaceténu a dibenzoylmetanu a stanovenie zmeny entalpie AH® a zmeny entropie
AS° tohto procesu pomocou van't Hoffovej analyzy.

4.  Stanovenie rovnovaznych konstant Kt a vypocet solvatacnych Gibbsovych energii AAG®
tautomerizacie 2,4-pentandionu v zmesiach deuterovanych rozpustadiel CDCls a DMSO-

ds s kontinualne sa meniacim molarnym pomerom a vypocitanou permitivitou &.

5.3 Material a metody

Chemikalie
. Molekulova <. . Bezpecnostné
Nazov : Cistota Mnoistvo . .
hmotnost upozornenia
2,4-pentandién 100,12 g.mol?  >99 % 36,08 mg Horfava kvapalina, (kat. 3), H226
Akutna toxicita, (kat. 4), H302
Akutna toxicita, (kat. 3), H331
benzoylacetén 162,19 g.mol? 99 % 15,57 mg Podla smernice (ES) ¢. 1272/2008 nie je
nebezpecénou latkou ani zmesou.
dibenzoylmetan 224,25 g.mol? 98 % 21,53 mg  Podla smernice (ES) ¢ 1272/2008 nie je
nebezpecnou latkou ani zmesou.
dimetylsulfoxid-ds 84,17 g.mol? stupen Podfa smernice (ES) ¢. 1272/2008 nie je
deuterécie nebezpecénou latkou ani zmesou.
min. 99,8
%
chloroform-di1 120,38 g.mol!  stupen Akitna toxicita, (kat. 4), H302
deuteracie Akl,{tn.a to>f|C|tva, (kat. 3), H331
K Drazdivost koZe, (kat. 2), H315
min. 99,95 Podrazdenie odi, (kat. 2), HH319
% Karcinogenita, (kat. 2), H351

Reprodukéna toxicita, (kat. 2), H361d
Toxicita pre Specificky cielovy organ -
jednorazova expozicia, (kat. 3), H336
Toxicita pre S3pecificky cielovy organ -
opakovana expozicia, (kat. 1), H372

benzén-ds 84,15 g.mol? stupen 1,8 ml Horlavé kvapaliny, (kat. 2), H225
Drazdivost koZe, (kat. 2), H319

deuteracie

K Podrazdenie oi, (kat. 2), H319
min. 99,95 Mutagenita zarodocnych buniek, (kat.
% 1B), H340

Karcinogenita, (kat. 1A), H350

Toxicita pre Specificky cielovy organ -
opakovana expozicia, (kat. 1), H372
Aspiratnd nebezpecnost, (kat. 1), H304

acetén-ds 64,12 g.mol* stupefi 1,8 ml Horlavé kvapaliny, (kat. 2), H225
Podrazdenie odi, (kat. 2), H319

deuteracie - DI ,

R Toxicita pre S3pecificky cielovy organ -
min. 99,9 jednorazova expozicia, (kat. 3), H336
%
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Laboratérne pomocky

Nazov Pocet (ks) Kapacita/rozsah
sklenené pipety 5 1,0 ml
automatické pipety 3 1-10 pl, 1-1000 pl
NMR kyvety Wilmad 7 &5 mm, pre 600 MHz NMR spektrometer
NMR spektra
1H NMR 13C NMR

teplota 25°C

rozpustadlo podla ulohy

spektralna Sirka ) 5118 _10a1+240

[ppm]

akviziény cas [s] 5,0 1,0

relaxacnd doba [s] 5,0 3,0

pocet skenov 32 1000

5.4 Experimentalna cast

5.4.1 Pripravavzoriek na analyzu pre ulohu 1-3

Z kazidej 1,3-dikarbonylovej zluceniny pripravime do NMR kyviet 4 vzorky s
koncentraciou 0,04 M v Styroch deuterovanych rozpustadlach, pricom objem pripravenych
roztokov bude 0,6 ml. Nameriame 1D a 2D NMR spektra, ktoré budu pouZité pre presné
stanovenie chemickych posunov keto a enol foriem (Gloha 1) a tieZ kvantitativne *H NMR
spektrum pre stanovenie rovnovainych konstant Ky tautomerizacie (uloha 2). Vzorky
vSetkych Styroch 1,3-dikarbonylovych zlucenin v CDCls pouZijeme pre stanovenie teplotnej
zavislosti rovnovaznej konstanty Kt (Uloha 3), pricom po kazdej zmene teploty pockame 15
minut, aby doSlo k ustdleniu rovnovahy a aZ potom nameriame kvantitativne *H NMR

spektrum.

5.4.2 Priprava vzoriek na analyzu pre ulohu 4

Pripravime sériu zmesi deuterovanych rozpustadiel DMSO-de/CDCl3 s mdlovymi
pomermi 10:0,9:1, 8:2,7:3,6:4,5:5, 4:6, 3:7, 2:8,1:9, 0:10, pricom celkovy objem kazdej zmesi
bude 0,6 ml. Do kazdej zmesi pridame 2,4-pentandidn tak, aby vysledna koncentracia latky vo
vzorke bola 0,04 M. Vzorky dékladne premieSame a pouzijeme na meranie kvantitativnych *H

NMR spektier.
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5.5 Vysledky a diskusia

5.5.1 Priradenie chemickych posunov vodikom a atémom uhlika vybranych 1,3-
dikarbonylovych zluéenin pomocou NMR spektroskopie

Na zaklade 'H a *C NMR spektier (600 MHz a 151 MHz) boli priradené signaly vodikom
a uhlikom 2,4-pentandionu, benzoylacetonu a dibenzoylmetanu v deuterovanych
rozpustadlach réznej polarity (Tabulka 11). U kaZdej zo $tudovanych zltéenin boli v *H NMR
spektrach pozorované keto aj enol formy, avsak v r6znych pomeroch, preto su v Tabulke 11
pre niektoré rozpustadla uvedené iba 'H NMR chemické posuny. Keto a enol formy sa lisili
typickymi signdlmi patriacimi metylénovej skupine CH; keto formy (nizsi chemicky posun) a
metinovej skupine CH enol formy (vyssi chemicky posun). Hodnoty ich chemickych posunov

sa menili v zavislosti od substitucie (aryl vs. alkyl) a polarity prostredia.
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Tabulka 11. 'H (600 MHz) a *3C NMR (151 MHz) chemické posuny (8, ppm) keto a enol foriem 2,4-pentdndionu,
benzoylacetdnu a dibenzoylmetdnu v deuterovanych rozpustadldch.

CDCls DMSO-ds
Keto forma Enol forma Keto forma Enol forma
O O ’H‘75’46 IH‘75,57
)J\/UiOZO OQ0797 2 )(J)\/l(J)iOSY5 OQO191 °
2,24 )\/k : 213 )\/k .
HC™ 05 CHsio HsC CHs 278 HC™ 05 CHedor HaC CH3 272
5’8 7 5,50 . 57,8 5,69
! 100,5
H 16,15
ey Q0 768 0" O
7.49 193,8 [[202,3 a0 127,0 @,4 193,8
128,8 o CHj 239 %y CHj 2,20
760 419 g 6,18 25,9
133,8 ' ; 96,7
o) o) 7,99

128,8

7,49
128,8

7,56
133,7

Aceton-ds Benzén-ds
Keto forma Enol forma Keto forma Enol forma
o o o o o oy
H3C)J\/U\CH3 M H3C;J\/U\CH3 A
367,46 HsC el CH; 2,78 163 HiC s CH3
' ; 2,01 ’ ’ 1,59

H 17,64

H 16,93
-~

(0] (0]

e

7,97 297 o o 7,76 ? "

7,52 Py CHj 7.52 N CH, e CHj 7.06 A CHs,
2,26 646 519 1,78 576 170

7,64 7.59 ' 7,10 '

505 0" "0 ° 0 0" 0
) 8,16 7,80
756 \/ \
4,83 7,26 7,56 4,06 6,56 7,03
7,64 7,64 7,08

5.5.2 Stanovenie rovnovaznych konstant K a vypocet Standardnych Gibbsovych
energii AG° tautomerizacie 2,4-pentandidnu, benzoylaceténu
adibenzoylmetanu v deuterovanych rozpustadlach C¢Ds, CDCl;, aceton-ds
a DMSO-ds s r6znou polaritou

Na zdklade analyzy integralnych hodndét signalov prislichajicich CH, skupine (keto
forma) a CH skupine (enol forma) v '"H NMR spektrach bola pre kazdu zlGéeninu v Styroch
deuterovanych rozpustadlach (CsDs, CDCls, acetén-deé a DMSO-ds) vypocitana rovnovaina
konStanta tautomerizdcie Kt a nasledne aj Standardna Gibbsova energia reakcie AG°.
Vysledky su zhrnuté v nasledujucich tabulkach (Tabulky 12—-14), kde su uvedené aj prislusné

7 vl

hodnoty permitivity £ rozpustadiel[39] a ich dipélové momenty .
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Tabulka 12. Rovnovdine konstanty tautomerizdcie Ky a Standardné Gibbsove energie AG® pre 2,4-pentdndion
(0,04 M) vo vybranych deuterovanych rozpustadldch pri teplote 25 °C.

Dipdlovy

o
Rozpustadlo  Permitivita {39] moment u Icyo Icy Ky D ﬁfol'll
[D] i
CsDe 2,3 0 21,94/2 100,0 18,23 -7196,4
CDCl3 4,8 1,11 33,20/2 100,0 12,05 -6169,6
Aceton-ds 20,7 3,11 39,66/2 100,0 10,09 -5728,9
DMSO-ds 46,7 3,9 150,88/2  100,0 2,65 -2416,8

Tabulka 13. RovnovdzZne konsStanty tautomerizdcie K a Standardné Gibbsove energie AG® pre benzoylacetdn
(0,04 M) vo vybranych deuterovanych rozpustadldch pri teplote 25 °C.

Dipdlovy AG®
Rozpustadlo  Permitivita £[39] mor;\e]nt Y7 Icys Icy Kt [.mol]
D
CeDs 2,3 0 2,34/2 100,0 170,94 -12744,4
CDCls 4,8 1,11 15,78/2  100,0 25,35 -8013,3
Aceton-ds 20,7 3,11 11,71/2 100,0 34,16 -8752,8
DMSO-ds 46,7 3,9 52,75/2 100,0 7,58 -5021,8

Tabulka 14. Rovnovdine konstanty tautomerizdcie K a Standardné Gibbsove energie AG® pre dibenzoylmetdn
(0,04 M) vo vybranych deuterovanych rozpustadldch pri teplote 25 °C.

Dipdlovy AG®
Rozpustadlo  Permitivita £[39] morFe]nt y7i Ichz Ich K [J.mol]
D
CeDs 2,3 0 2,37/2 100,0 168,78 -12712,8
CDCls 4,8 1,11 2,34/2 100,0 170,94 -12 744,4
Acetdn-ds 20,7 3,11 3,73/2  100,0 107,24 -11588,6
DMSO-ds 46,7 3,9 15,67/2 100,0 25,53 -8030,7

Z udajov v tabulkach vyplyva, Ze pre vSetky tri skimané zluceniny plati, Ze rovnovazna
konstanta K1 klesa so zvySujucou sa permitivitou ¢ rozpustadla, t. j. rovnovaha sa postva
smerom ku keto forme v poldrnejsich rozpustadlach. Tomu zodpoveda aj zvysenie hodnoty
AG° (menej zaporna hodnota) v polarnejsich rozpustadlach, ¢o indikuje mensiu
termodynamicku vyhodnost enol formy. V nepolarnom prostredi (CéDs a CDCls) prevazuje
enolova forma, najmd pri benzoylacetone a dibenzoylmetane, zatial ¢o v DMSO-ds je
rovnovaha vyrazne posunuta ku keto forme.

Z vysledkov vyplyva, Ze tautomerizacna rovnovaha je vyrazne ovplyvnena polaritou prostredia,
¢o je v sulade s tedriou solvatacie. Hodnoty Gibbsovej energie AG® su vyssie (menej zaporné),

teda rovnovaha je posunutd na stranu keto formy a enol forma je menej vyhodnou pri
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prechode k polarnejsim rozpustadlam. Tato zavislost reflektuje skutoénost, ze keto forma ma

vyssi dipdlovy moment 4, a preto je v poldrnych rozpustadlach energeticky stabilnejsia.

5.5.3 Studium teplotnej zavislosti rovnovaznej konstanty Kt tautomerizacie 2,4-
pentandiéonu, benzoylacetonu adibenzoylmetanu astanovenie zmeny
entalpie AH° a zmeny entropie AS° tohto procesu pomocou van't Hoffovej
analyzy

Na objasnenie vplyvu teploty na polohy tautomerizacnej rovnovahy boli pre zluceniny
2,4-pentandién, benzoylacetén a dibenzoylmetan namerané 'H NMR spektrd v CDCls pri
piatich roéznych teplotach (25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C a 45 °C). Z pomeru integralnych intenzit
signalov prisluchajucich enolovej (CH) a keto (CH2) forme bola vypocitana rovnovazna
konstanta Kt pre kazdu teplotu.

Pre kazdu zluceninu bol zostrojeny van't Hoffov graf, kde na os y bola vynesena hodnota In Kt
a na os x prevratena hodnota termodynamickej teploty 1/T. Vyjadrenim linedrnej regresie v
tvare:

AH®° 1 AS°

InKe=——0. =
n AT R Tt R

bolo mozné ziskat hodnoty zmeny entalpie AH® a zmeny entropie AS° pomocou vztahov:
AH° = —R.smernica
AS®° = R. ¥priesetnik
Vzhladom na relativne Uzky teplotny rozsah (2545 °C) predpokladame, Ze zmena entalpie
AH® a zmena entropie AS° su teplotne nezavislé. Preto sa hodnoty tychto termodynamickych

parametrov ur€uju linedrnou regresiou zo zdvislosti In Kt od 1/T, pri€om pre kazdy skimany

systém ziskavame jednu hodnotu AH® a AS° platnu v danom teplotnom intervale.

1. 2,4-Pentdndion

Rovnovazna konstanta Kt so zvySujucou sa teplotou klesa (Tabulka 15), ¢o naznacuje,
Ze enolovd forma je stabilnejSia pri nizSich teplotdch. Van't Hoffovou analyzou sme ziskali
hodnotu zmeny entalpie AH® = -9114,6 J-mol? a hodnotu zmeny entropie AS° = -15,7 J-mol
LK1 (Tabulka 15, Graf 5).
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Negativna hodnota entalpie poukazuje na to, Ze tautomerizacia na enolovy formu je
exotermickad, zatial ¢o zaporna hodnota zmeny entropie indikuje zniZzenie neusporiadanosti
systému. ZniZenie neusporiadanosti systému je pravdepodobne zapri¢inené vznikom

intramolekulovych vodikovych vazieb enol formy.

Tabulka 15. Teplotnd zdvislost rovnovdZnej konstanty K tautomerizdcie 2,4-pentdndidnu (0,04 M) v CDCls.

R

Teplota Teplota 1 ) AH° AS°
c) w o ez K hp | S ‘{"I?_f)' (LmolY)  (LmoliK1)
25 298,15 100 1691 59154 00034 1,7776 8314
30 303,15 100 17,70 56497 0,0033  1,7316
35 308,15 100 18,92 52854 0,0032  1,6650 —9114,6382  -15,7417
40 313,15 100 20,11 49727 0,0032  1,6040
45 318,15 100 21,18 4,7226 0,0031  1,5523

1,80

y =1096,3x - 1,8934

L75 R®=0,9963

1,70

¥I—

T 165

1,60

1,55

1,50

0,0031 0,0032 0,0032 0,0033 0,0033 0,0034 0,0034

1/T

Graf 5. Van’t Hoffov graf pre 2,4-pentdndion v CDCls.

2.  Benzoylacetén

Aj pri benzoylaceténe je zrejma klesajuca tendencia rovnovainej tautomerizacne;j
konStanty Kt so zvySujucou sa teplotou (Tabulka 16). Z hodnoty zmeny entalpie (AH® = —
9886,2 J-mol?) je zrejmé, 7e aj tento proces je exotermicky a so zvySujlicou sa teplotou sa
rovnovaha posuva na stranu keto formy. Na druhej strane je vSak proces, rovnako ako v prvom

pripade, entropicky nevyhodny* (4S° = -11,8 J-mol*-K?) (Tabulka 16, Graf 6).

4 Klesajuca zmena entropie AS® prispieva k zvy$eniu zmeny Gibbsovej energie AG® (AG® = AH®° — TAS®).
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Tabulka 16. Teplotnd zdvislost rovnovdZnej konstanty K tautomerizdcie benzoylacetdnu (0,04 M) v CDCls.

Teplota Teplota 1 R AH° AS°
(°c) (K) Ten  Tonz Kr fhy InKr | 4 moltky)  pmot)  (nmoliK?
25 298,15 100 7,8750 12,6984  0,0034  2,5415 8.314
30 303,15 100 81100 12,3305 0,0033  2,5121
35 308,15 100 84650 11,8133  0,0032  2,4692 -9886,1774 11,8233
40 313,15 100 9,2800 10,7759  0,0032  2,3773
45 318,15 100 10,0850 9,9157  0,0031  2,2941
2,60
y=1189,1x - 1,4221
2,55 R?=0,9456 @
2,50
o]
& 245
c
S 2,40
2,35
2,30 °
2,25
0,0031 0,0032 0,0032 0,0033 0,0033 0,0034 0,0034

1T

Graf 6. Van’t Hoffov graf pre benzoylacetdn v CDCls.

3.  Dibenzoylmetdn

Pre dibenzoylmetdn je pokles Kt s teplotou este vyraznejsi (Tabulka 17). Vyssia
absolutna hodnota zmeny entalpie (AH° =-10 513,9 J-mol) oproti 2,4-pentandionu (AH® = -
9114,6 J-mol?) ako aj benzoylaceténu (AH® = —=9886,2 J-mol™!) naznaduju vys$siu energetickd
vyhodnost enol formy, ¢o suvisi s delokalizaciou m-elektrénov a stabilizaciou konjugovaného
systému. Aj v tomto pripade je proces spojeny so znizenim entropie systému (4S° =—6,5 J-mol

LK) v désledku tvorby intramolekulovych vodikovych vazieb stabilizujacich enol formu.

Tabulka 17. Teplotnd zdvislost rovnovdzZnej konstanty Kr tautomerizdcie dibenzoylmetdnu (0,04 M) v CDCls.

Teplota Teplota R AH® AS°
(BC) :’K) e Tenz 6 Yr InKr ) molt.k) (.mol) (J.molL.K)
25 298,15 100 3,2050 31,2012  0,0034  3,4405 8,314
30 303,15 100 3,3300 30,0300  0,0033  3,4022
35 308,15 100 3,5950 27,8164  0,0032  3,3256 _10513,8844  —6,5198
40 313,15 100 3,8100 26,2467  0,0032  3,2675
45 318,15 100 4,1850 23,8949  0,0031  3,1737
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3,50

3,45 y=1264,6x - 0,7842
R*=0,9778

3,40
+ 3,35

ln K

3,30
3,25

3,20

®]
3,15

0,0031 0,0032 0,0032 0,0033 0,0033 0,0034 0,0034
1/T

Graf 7. Van’t Hoffov graf pre dibenzoylmetdn v CDCls.

Porovnanie zmien entalpie AH° tautomerizdcie studovanych 1,3-diketonov

Zmena entalpie AH° tautomerizacie odzrkadluje energeticki vyhodnost prechodu z
keto na enolovu formy. Vo vSetkych pripadoch boli pozorované zaporné hodnoty AH®, ¢o
znamena, Ze enolova forma je energeticky vyhodnejsia nez keto forma.

evve

NajnizSia zaporna hodnota zmeny entalpie bola vypocitana pre dibenzoylmetdn (AH® =

najvyssia zaporna hodnota a najnizsia absolutna hodnota zmeny entalpie (AH® =-9115 J.mol

1) bola pre 2,4-pentandién, ¢o znamena, Ze tvorba enol formy je v tomto pripade najmenej

exotermicka.

Tento fakt mozZno vysvetlit na zaklade stabilizaénych efektov enol foriem:

. pri arylsubstituovanych 1,3-diketonoch (benzoylaceton a dibenzoylmetan) moze byt
enolova forma stabilizovana rezonanciou, kedy su m-elektrony karbonylovej skupiny a
fenylového jadra delokalizované — tento efekt sa najvyraznejSie prejavuje u
dibenzoylmetanu s dvoma fenylovymi jadrami

. vo vsetkych troch pripadoch dochadza ku vzniku intramolekulovej vodikovej vazby u
enol formy, €o je energeticky vyhodny process a prispieva k negativnej hodnote AH®
Pri porovnani hodn6t zmien entropie pre Studované 1,3-dikarbonylové zluceniny bol

najmensi pokles zmeny entropie AS° pozorovany pre dibenzoylmetan (4S° =-6,5 J.mol1.K?),

zatial ¢o benzoylacetén (AS° = —-11,8 J.mol1.K?) a 2,4-pentdndion (AS° = —15,7 J.mol1.K?)

vykazujui vyraznejsi pokles. Tento vysledok mozZno vysvetlit molekulovou flexibilitou a

Strukturou oboch tautomérov.
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Dibenzoylmetan obsahuje dve objemné fenylové skupiny, ktoré maju v keto forme stabilné
planarne usporiadanie vdaka rozsiahlej m-konjugacii medzi aromatickymi kruhmi a
karbonylovymi skupinami. Tato konjugacia vedie k vyraznému znizeniu rotacnych a vibracnych
stupnov volnosti, ¢im sa znizZuje aj entropia keto formy. Pri prechode na enolovu formu
dochadza k vacsej stabilizacii tvorbou intramolekulovej vodikovej vdzby a planarnej Struktury
s delokalizaciou m-elektrénov naprieC celou molekulou. Tento prechod znamena dalsie
znizenie neusporiadanosti systému v porovnani s keto formou, takze rozdiel entropie medzi
uz pomerne rigidnou keto formou aenol formou nie je taky vyrazny ako v pripade
benzoylacetdnu a 2,4-pentandidnu.

Vysledna zmena entropie AS° teda odzrkadluje relativny rozdiel neusporiadanosti medzi enol
a keto formou. V pripade dibenzoylmetanu, kde uz samotna keto forma je rigidna, je tento

rozdiel nizsi ako pri flexibilnejSej molekule 2,4-pentandidnu.

5.5.4 Stanovenie rovnovaznych konstant K} a vypocet solvatacnych Gibbsovych
energii AAG° tautomerizacie 2,4-pentandionu vzmesiach deuterovanych
rozpustadiel CDCl; a DMSO-ds s kontinualne sa meniacim molarnym
pomerom a vypocitanou permitivitou &

Pre Studium vplyvu zloZenia zmesi rozpustadiel na rovnovahu tautomerizacie 2,4-
pentandidonu sme poufZili deuterované rozpustadla CDCls a DMSO-de s postupne sa meniacim
molarnym pomerom tychto dvoch komponentov, a sucasne zmenou polarity prostredia
vyjadrend pomocou dielektrickej konStanty & , resp. Onsager-Kirkwoodovho faktora

(e—1)/(e+1).

Vypocet objemov jednotlivych rozpustadiel vo vzorkdch
Molarny pomer rozpustadiel je definovany ako pomer molarnych zlomkov X

jednotlivych rozpustadiel vo vzorke:

Ncpeis  Xcpas

NpMso-deé  XDMSO—-d6

pricom plati:

Xcpais + Xpmso-ds = 1
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Vbmso-de + Vepcizs = 0,6 ml

Pomocou hustét p a molarnych hmotnosti M, rozpustadiel sme vyjadrili vztah medzi

objemami a molarnymi zlomkami:

Pcociz.Vepcls

XCDC13 _ MCDC13
XpMso—de  PpMso-de.VDMso-de
Mpmso-de

A nasledne vztah pre vypocet objemu CDCls:

0,6. Xcpciz- Mepcis- Pomso-de

Vepais =
Xpmso-de- Mbmso-de- Pcpciz + Xcpcis- Mepcis- Pomso-de

Objem DMSO-ds potom vypocitame:

Vbmso-de = 0,6 — Vepcis

Vypocty objemov uskutocnime v programe Excel.

Vypocet relativnej permitivity (dielektrickej konstanty) zmesi

Relativnu permitivitu &, zmesi sme urcili pomocou empirického vztahu:[33]

_ aXcpciz + bXpMso-de

cXcpais + dXpmso-de

Koeficienty a, b, ¢, d vypocitame pomocou nasledujucich vztahov:[33]

3ecpals )

a = Vmcpais (—
&cpciz T 2

3€pMso-de )
EpMso-de T 2

3
¢ = Vmcpais <—>
o &cpciz + 2

b= Vm,DMSO—d6<

3
TN A S

. . . o 1 M.
Kde Vincpcis @ VimpMso-de SU moldrne objemy pouzitych rozpustadiel (1, = TT) a &ecpaz A

EpMso-de SU relativne permitivity nedeuterovanych rozpustadiel.
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Vplyv polarity studovanych molekdl na celkovi permitivitu zmesi nebudeme brat do Uvahy
a preto musime pocas daného experimentu zachovat konstantnu koncentraciu Studovanych
molekul.

Na objasnenie vplyvu zloZenia zmesi rozpustadiel na polohu tautomerizacnej rovnovahy
boli pre 2,4-pentandion vypocitané rovnovaine tautomerizacné konstanty Kt z pomeru
integralnych intenzit signalov prisldchajucich enolovej (CH) a keto (CH3) forme (Tabulka 18).
Analyza ukazala, Ze zmena pomeru CDClz; a DMSO-de¢ vzmesi ovplyviiuje rovnovazinu
konStantu tautomerizacie K, ¢o je dosledkom zmeny polarity prostredia a interakcii molekul
2,4-pentandiénu s rozpustadlom. Hodnota rovnovaznej konstanty Kt sa zniZuje so zvySujicim
sa podielom polarnejSieho rozpustadla DMSO-de, teda rovnovaha sa postva na stranu keto
formy (Graf 8). Toto zistenie je v stlade s o¢akdvanim, Ze poldrne rozpustadla stabilizuju keto

formu viac ako enolovu formu.
7,000
6,000
5,000
4,000
kI—
3,000
2,000

1,000

0,000
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

XDMSO-dS
Graf 8. Keto-enol rovnovdha ako funkcia zvysujiceho sa podielu poldrnejsieho DMSO-ds v zmesi.
Rovnako plati, Ze so zvySujucou sa permitivitou zmesi sa zvysuje podiel keto formy, ¢o je opat
v stlade s Meyerovym pravidlom (Graf 9), ktoré méze byt aplikované aj na bindrne systémy. Z

oboch grafov je zjavné, Zze s malym narastom podielu polarnejsieho rozpustadla DMSO-ds a

zaroven aj permittivity £ zmesi, vyrazne rastie hodnota rovnovaznej konstanty Kr.
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Graf 9. Keto-enol rovnovdha ako funkcia zvysujucej sa permittivity & zmesi.

Podla tedrie Onsagera—Kirkwooda, ktora opisuje vplyv polarity prostredia na
polarizovatelnost molekul, mozno vztah medzi polaritou a solvatacnou Gibbsovou energiou
AAG® vyjadrit ako linedrnu zavislost medzi AAG® a faktorom (¢ — 1) /(2¢ + 1). Tato zavislost
bola v rdmci experimentu potvrdena linedrnou regresiou ziskanou z experimentalnych dat.

Pre vypocet AAG° bola pouZita rovnica (Tabulka 18):
AAG® = —R T In Ky
Tabulka 18. Stanovenie rovnovdinych konstdnt Ky avypoclet solvatacnych Gibbsovych energii AAG°

tautomerizdcie 2,4-pentdndionu v zmesiach deuterovanych rozpustadiel CDClz a DMSO-ds s kontinudlne sa
meniacim moldrnym pomerom a vypocitanou permitivitou &.

(e-1) AAG°

Xpmso-d6  Xcpas  Vomso-de  Vepas a € Ien Icnz  Kq Ze+ 1) (Kl.mol)
1 1,00 0,00 0,600 0,000 169,948 46,700 1 1,529 1,308 0,484 —0,666
2 0,90 0,10 0,533 0,067 26,819 1 1,327 1,507 0,473 -1,017
3 0,80 0,20 0,467 0,133 b 18,622 1 1,143 1,750 0,461 -1,387
4 0,70 0,30 0,404 0,196 203,479 14,147 1 0,981 2,039 0,449 -1,766
5 0,60 0,40 0,342 0,258 11,329 1 0,82 2,439 0,437 -2,210
6 0,50 0,50 0,281 0,319 c 9,391 1 0,689 2,903 0,424 —2,642
7 0,40 0,60 0,222 0,378 35,406 7,977 1 0,579 3,454 0,412 -3,073
8 0,30 0,70 0,164 0,436 6,899 1 0,51 3,922 0,399 -3,387
9 0,20 0,80 0,108 0,492 d 6,051 1 0,451 4,435 0,386 -3,692
10 0,10 0,90 0,054 0,546 4,357 5,365 1 0,398 5,025 0,372 -4,002
11 0,00 1,00 0,000 0,600 4,800 1 0,347 5,764 0,358 —4,342
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Nasledna linedarna regresia solvatacnej Gibbsovej energie AAG° ako funkcie Onsager-
Kirkwoodovho faktora (¢ —1)/(2¢e + 1) ukdzala velmi dobrd koreldciu (Graf 10), ¢o
naznacuje, Zze zmeny v polarite rozpustadla vyznamne ovplyvriuji rovnovahu keto-enolovej
tautomerizacie.

Zo zavislosti vyplyva, Ze so zvySujucou sa permitivitou zmesi (t. j. so zvySujucim sa podielom
poldrneho DMSO-de), rastie hodnota Onsager—Kirkwoodovho faktora (¢ —1)/(2¢ + 1), a
sucasne sa zniZuje rovnovazna konstanta Kt. Tento trend odrdza preferenciu keto formy v
polarnejSom prostredi, pricom AA4G°® sa stava negativnejSim, ¢o znamen3, Ze keto forma je
coraz energeticky vyhodnejsSia oproti enolovej forme.

Z linearneho priebehu je zrejmé, ze AAG® zavisi predovSetkym od polarity prostredia a
potvrdzuje pouzitelnost Onsager—Kirkwoodovho modelu pre vysvetlenie solvatacnych efektov
v systémoch s rovnovahou medzi tautomérmi.

Tato linearna korelacia zaroven podporuje hypotézu, Ze rozdiely v dipdlovych momentoch u
medzi keto a enol formou (tzv. parameter kg ) zohravaju klucovu udlohu pri rozpuastani
jednotlivych foriem v médiach s r6znou permitivitou. V nepoldrnom prostredi (vyssi podiel
CDCl3) je stabilizovana enolova forma, ktora je menej poldrna, zatial ¢o v DMSO-ds sa

stabilizuje polarnejsia keto forma.

0,000
0,350 0,370 0,390 0,410 0,430 0,450 0470 0,490 0,510
-0,500

-1,000 y= 29,887x - 15,205
R?= 0,994

-1,500

-2,000

-2,500

AAG®
(kJ.mol?)

-3,000

-3,500

-4,000

-4,500

-5,000
(e-1)/(2&+1)

Graf 10. Zdvislost solvatacnej Gibbsovej energie AAG® od Onsager-Kirkwoodovho koeficienta (¢ — 1) /(2¢ + 1).
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Nelinearna regresia experimentalnych udajov pomocou rovnice:

. e—1
AAG =k5 (2£+1)+kHB

poskytla hodnotu smernice kg = 29,89 kl.mol? a priese¢nik kyg =-15,21 kJ.mol ™.

Smernica kg vyjadruje vplyv rozdielu druhych mocnin dipélovych momentov keto a enol formy
na ich stabilitu. Vyssia hodnota kg naznacduje vyrazny rozdiel v polarite medzi tautomérmi,
pricom enolova forma je stabilizovana v prostredi s nizSou permitivitou, zatial ¢o keto forma v
polarnejSom prostredi. Hodnota kyg zohladriuje Specifické interakcie ako vodikové vazby a
poukazuje na to, Ze v silne polarnych rozpustadlach ako DMSO dochadza k oslabeniu
stabilizacnych interakcii (intramolekulova vodikova vazba), ktoré zvyhodnuju enol formu. V
prostredi s vyssim podielom DMSO intramolekulova vodikova vazba zanika. Vysledkom je
zvysena stabilita keto formy oproti enol forme. Negativna hodnota kyg neznamend priamu
stabilizaciu keto formy pomocou vodikovych vazieb, ale skor relativnu destabilizaciu enol

formy v dosledku zaniku intramolekulovej vodikovej vazby v polarnom prostredi.

5.6 Zaver

Toto experimentalne cvi¢enie umoznuje Studentom pochopit vplyv polarity rozpustadiel
na rovnovahu keto-enol tautomérie prostrednictvom priameho merania rovnovainych
konstant Kt pomocou NMR spektroskopie. Postupnou zmenou zloZenia zmesi dvoch
deuterovanych rozpustadiel (CDCl; a DMSO-ds) a vypoctom dielektrickej konstanty zmesi si
Studenti osvoja princip modulacie chemickej rovnovahy pomocou fyzikalnych vlastnosti
prostredia.
Cvicenie integruje teoretické poznatky z fyzikdlnej chémie (rovnovahy, Gibbsova energia,
Onsager-Kirkwoodov model) s praktickym zvladnutim analytickej techniky (‘"H NMR).
Cvicenie tak poskytuje komplexny pohlad na prepojenie medzi Struktidrou, rozpustadlom a
termodynamikou chemickych rovnovah a rozvija analytické, technické aj interpretacné

schopnosti studentov.
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7 PRILOHY

71 Pristroje a softvér

Pristrojové a softvérové vybavenie pre realizaciu NMR experimentov:

Pristroj/softvér

Model/Vyrobca

Specifikicia/Parametre

NMR spektrometer

Centrifuga

pH meter

Ultrazvukovy kupel

Magnetické mieSadlo s
ohrevom

Vakuova rotacna
odparka

UV lampa so stojanom

Softvér MestreNova

Varian VNMRS 600/
Palo Alto, Kalifornia, USA

BioSan MSC-6000/
Riga, Litva

HI 2211 pH/ORP Meter/
Hanna Instruments, Thajsko

EMMI-08STH,
EMAG, Nemecko

AREX-6
VELP Scientifica, Taliansko

UV 240

Kriiss Optronic, Nemecko
MNova v. 15.0.1/

Mestrelab Research, Santiago
de Compostela, Spanielsko

'H: 599,87 MHz

13C: 150,84 MHz

sonda: 5 mm inverzna s
detekciou H-X, so z-gradientovou
cievkou

teplota: 298,15 K

rychlost: 1000-6000 ot./min
Casovac rotacie: 1 s — 30 min
intenzita vortexovania: jemna,
stredna, silna

Cas vortexovania: 0-20
reguldcia SMS-cyklu: 1-999
cyklov

zvukovy signal ¢asovaca: ano
rozsah pH: 2,0-16,0

teplotny rozsah: 20-120 °C
presnost: +0,01 pH
kombinovana pH elektréda
HI1330B pre testovacie skimavky
a vialky

objem: 700 ml

ultrazvuk 120 W

¢asovac: 1-15 min

ohrev: 20-80 °C

keramikou potiahnuta hlinikova
platia

teplotny rozsah: do 370 °C
objem miesanej kvapaliny: do 20
|

rychlost miesania: 30-1700
ot./min

prepinanie medzi dvomi vinovymi
dizkami: 366 nm a 254 nm
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7.2 Kalibracia pH metra

Elektrédu oplachnite destilovanou vodou, jemne osuste vatovym tamponom. Na
spustenie kalibra¢ného rezimu stlacte tlacidlo CAL.

Do kadicky (10 ml) nalejte tlmivy roztok pH 7.01 a umiestnite do neho elektrédu.
Cakajte, na displeji sa zobrazi blikajuci symbol CFM. Stladte tlacidlo CFM, &im akceptujete
kalibracny bod. Nasledne vyberte elektrodu ztlmivého roztoku, oplachnite destilovanou
vodou a jemne osuste vatovym tamponom.

Do kadi¢ky (10 ml) nalejte tlmivy roztok pH 4,01 a umiestnite do neho elektrédu.
Cakajte, na displeji sa zobrazi blikajuci symbol CFM. Stladte tlac¢idlo CFM, &im akceptujete
kalibracny bod. Nasledne vyberte elektrodu z timivého roztoku, oplachnite destilovanou
vodou a jemne osuste vatovym tampdénom.

pH meter je pripraveny na meranie pH pripravenych roztokov.

7.3 Fosfatovy tlmivy pufer

e Priprava 0,2 M Na:HPO42H20 roztoku: Na2HPO4.2H20 (0,875 g) rozpustte

v destilovanej vode v odmernej banke tak, aby finalny objem roztoku bol 25 ml.

e Priprava 0,2M NaH2P04-H20 roztoku: NaH2P04.H20 (0,675 g) rozpustte v destilovanej

vode v odmernej banke tak, aby findlny objem roztoku bol 25 ml.

e Priprava 0,1 M fosfdtového pufru: ZmieSajte roztok Na2HPO4.2H20 s roztokom

NaH2P04-H20 podla tabulky a dopliite na objem 100 ml.

pH (25°C) 0,2 M NazHPO4-2H:0 (ml) 0,2 M NaHzPOa-H0 (ml)

5,8 0,400 4,600
6,0 0,615 4,385
6,2 0,925 4,075
6,4 1,325 3,675
6,6 1,875 3,125
6,8 2,450 2,550
7,0 3,050 1,950
7,2 3,600 1,400
7,4 4,050 0,950
7,6 4,350 0,650
7,8 4,575 0,425
8,0 4,735 0,265
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7.4  Vplyv substituentov na 'H a'*C NMR chemické posuny vybranych

atomov chalkénov

7.4.1 NMR spektra chalkénov 3a-g
NMR spektra (2E)-3-(4-metoxyfenyl)-1-fenylprop-2-én-1-6nu (3a)
O
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Obrdzok P2. 13C NMR (150 MHz, CDCls) spektrum chalkénu 3a.
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NMR spektra (2E)-3-(4-metylfenyl)-1-fenylprop-2-én-1-6nu (3b)
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Obrdzok P4. 13C NMR (150 MHz, CDCls) spektrum chalkénu 3b.
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NMR spektra (2E)-1,3-difenylprop-2-én-1-6nu (3c)
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NMR spektra (2E)-3-(4-fluorfenyl)-1-fenylprop-2-én-1-6nu (3d)
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Obrdzok P8. 13C NMR (150 MHz, CDCls) spektrum chalkénu 3d.
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NMR spektra (2E)-3-(4-chlorfenyl)-1-fenylprop-2-én-1-6nu (3e)
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Obrdzok P10. 3C NMR (150 MHz, CDCls3) spektrum chalkdnu 3e.
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NMR spektra (2E)-3-(4-bromfenyl)-1-fenylprop-2-én-1-énu (3f)
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Obrdzok P12. 3C NMR (150 MHz, CDCls3) spektrum chalkénu 3f.

99



PRAKTIKUM Z NUKLEARNEJ MAGNETICKEJ REZONANCIE

Cast 2: Kvantitativna analyza a fyzikalno-chemické $tadie s vyuzitim NMR spektroskopie

NMR spektra (2E)-3-(4-nitrofenyl)-1-fenylprop-2-én-1-6nu (3g)
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Obrdzok P13. 'H NMR (600 MHz, CDCl3) spektrum chalkdénu 3g.
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Obrdzok P14. 13C NMR (150 MHz, CDCl3) spektrum chalkénu 3g.
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7.4.2

Vysledky regresnej analyzy

Tabulka P1. Vysledok koreldcie *C NMR chemickych posunov karbonylového uhlika C=0 chalkénov 3a—g
s elektronovymi konstantami substituentov o.

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,976584
R Square 0,953717
Adjusted R Square 0,944461
Standard Error 0,083132
Observations 7
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 0,712044 0,712044  103,0313361 0,000159128
Residual 5 0,034555 0,006911
Total 6 0,746599

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0% Upper 95,0%
Intercept 190,4648 0,033666 5657,516 3,27472E-18 190,3782958  190,5514 190,3783 190,5514
X Variable 1 -0,99867 0,098387 -10,1504 0,000159128 -1,251580813 -0,74576 -1,25158 -0,74576

Tabulka P2. Vysledok koreldcie *C NMR chemickych posunov karbonylového uhlika C=0 chalkénov 3a—g
s elektrénovymi konstantami substituentov o .

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,885129
R Square 0,783454
Adjusted R Square 0,740145
Standard Error 0,179818
Observations 7
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 0,584926  0,584926  18,08976 0,008067
Residual 5 0,161673  0,032335
Total 6 0,746599

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 190,3319 0,068008  2798,672 1,11E-16 190,157 190,5067 190,157 190,5067
X Variable 1 -0,65428 0,153833 -4,25321  0,008067 -1,04972 -0,25884 -1,04972 -0,25884

Tabulka P3. Vysledok koreldcie *C NMR chemickych posunov karbonylového uhlika C=0 chalkénov 3a—g
s elektronovymi konstantami substituentov oy .

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,959644
R Square 0,920916
Adjusted R Square 0,9051
Standard Error 0,108668
Observations 7
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 0,687555  0,687555  58,22416 0,000615
Residual 5 0,059044  0,011809
Total 6 0,746599

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 190,4597 0,043868  4341,615 1,23€-17 190,347 190,5725 190,347 190,5725
X Variable 1 -0,65848 0,086297  -7,63048 0,000615 -0,88032 -0,43665 -0,88032 -0,43665
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Tabulka P4. Vysledok koreldcie 1*C NMR chemickych posunov karbonylového uhlika C=0 chalkénov 3a—g

s elektrénovymi konstantami substituentov R*.

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,547606
R Square 0,299872
Adjusted R Square 0,159846
Standard Error 0,323331
Observations 7
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 0,223884 0,223884  2,141551 0,203227
Residual 5 0,522715 0,104543
Total 6 0,746599

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95%  Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 190,1739 0,167792  1133,392 1,01E-14 189,7426 190,6052 189,7426 190,6052
X Variable 1 -0,49487 0,338164 -1,4634  0,203227 -1,36415  0,374407 -1,36415 0,374407

Tabulka P5. Vysledok koreldcie *C NMR chemickych
s elektrénovymi konstantami substituentov R™.

posunov karbonylového uhlika C=0 chalkdnov 3a—g

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,737561
R Square 0,543996
Adjusted R Square 0,452795
Standard Error 0,260941
Observations 7
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 0,406147 0,406147 5,964819 0,058488
Residual 5 0,340452 0,06809
Total 6 0,746599

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 190,2439 0,10651  1786,158 1,04E-15 189,9701 190,5177 189,9701 190,5177
X Variable 1 -0,67403 0,275982 -2,4423  0,058488 -1,38347 0,035404 -1,38347 0,035404

Tabulka P6. Vysledok koreldcie *C NMR chemickych
s elektrénovymi konstantami substituentov F.

posunov karbonylového uhlika C=0 chalkdnov 3a—g

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,861423
R Square 0,742049
Adjusted R Square 0,690459
Standard Error 0,196258
Observations 7
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 0,554013  0,554013  14,38351 0,012725
Residual 5 0,192586  0,038517
Total 6 0,746599

Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 190,749 0,130424  1462,525 2,84E-15 190,4137 191,0843 190,4137 191,0843
X Variable 1 -1,2546 0,330806  -3,79256  0,012725 -2,10497 -0,40424 -2,10497 -0,40424

Tabulka P7. Vysledok koreldcie *C NMR chemickych
s elektrénovymi konstantami substituentov R.

posunov karbonylového uhlika C=0 chalkdnov 3a—g
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SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,533274
R Square 0,284381
Adjusted R Square 0,141258
Standard Error 0,326888
Observations 7
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 1 0,212319 0,212319 1,986961 0,217718
Residual 5 0,53428 0,106856
Total 6 0,746599

Coefficients ~ Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 190,1836 0,167073  1138,324  9,93E-15 189,7541  190,6131 189,7541 190,6131
X Variable 1 -0,80414 0,570474 -1,4096  0,217718 -2,27059 0,662312 -2,27059 0,662312

Tabulka P8. Vysledok koreldcie 13C NMR chemickych

s elektronovymi konstantami substituentov F a R.

posunov karbonylového uhlika C=0 chalkénov 3a—g

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,995728
R Square 0,991474
Adjusted R Square 0,98721
Standard Error 0,039893
Observations 7
ANOVA
df SS MS F Significance F

Regression 2 0,740233 0,370116  232,5634 7,27E-05
Residual 4 0,006366  0,001591
Total 6 0,746599

Coefficients ~ Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0%  Upper 95,0%
Intercept 190,591 0,030267 6296,93 3,82E-15 190,507 190,6751 190,507 190,6751
X Variable 1 -1,22566 0,067296  -18,2131  5,34E-05 -1,41251  -1,03882 -1,41251 -1,03882
X Variable 2 -0,75369 0,069675 -10,8172  0,000414 -0,94714 -0,56024 -0,94714 -0,56024
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7.5 Stanovenie enantiomérneho nadbytku

7.5.1 NMR spektra FPBA, (R)-BINOL-u a (R)-a-metylbenzylaminu
NMR spektra kyseliny 2-formylfenylborénovej (FPBA)

HO OH E
B~ O a
1 |
6
77 H
5 3 |
4 ‘—k J
N FJLJL | ] _ JLJLJ
R T T T T e e e .
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 1
f1 [ppm]
. 4,510,11
3 (dd) 6 (m) 4,5,10,1ft (m)
8.32 [ 793 | ;

77’%
\
/1
| : I

| A | |
| l My Mw‘\ | \
‘
J N - DN ) \7\_;
g i i i
— s ;
1000 995 980 840 835 830 825 820 815 810 805 800 795 790 785 780 775 770 765 7.60
f1 [ppm]

Obradzok P15. *H NMR (400 MHz, CDCl3) spektrum 2-FPBA.
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Obrdzok P16. 3C NMR (100 MHz, CDCl3) spektrum 2-FPBA.
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NMR spektra (R)-(+)-1,1"-bi(2-naftolu) ((R)-BINOL-u)
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Obrdzok P17. *H NMR (400 MHz, CDCl3) spektrum (R)-BINOL-u.
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Obrdzok P18. 3C NMR (100 MHz, CDCls) spektrum (R)-BINOL-u.
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NMR spektra (R)-a-metylbenzylaminu
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Obrdzok P19. 'H NMR (400 MHz, CDCls3) spektrum (R)-a-MBA.
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Obrdzok P20. 13C NMR (100 MHz, CDCl3) spektrum (R)-a-MBA.
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