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1. PLANTEJAMENT I OBJECTIUS

En la metodologia de la sintesi de peptids en fase s6lida introduida
per R. B. Merrifield el 1963, un dels problernes mes importants es la
manta d'un metode rapid i fiable de caracteritzaci6 dels productes
intermedis que es formen en anar creixent la cadena peptidica. En el
treball rutinari horn ernpra diversos assaigs analitics per a detectar
amines primaries (ninhidrina, fluorescamina) o secundaries (cloranil)
per a assegurar que les etapes d'acoblament s6n quantitatives; en canvi,
hom no acostulna a comprovar l'elinlinaci6 dels grups protectors N-
terminals. Frequentrnent , les reactions secundaries no s6n detectades
fins a la caracteritzaci6 final del peptid, un cop separat de la resina que
ha estat emprada cone a suport. Manca, en definitiva, una eina d'analisi
rutinaria tan util corn es la ressonancia magnctica nuclear (RMN), entre
altres metodes espectroscopics, en la sintesi organica en soluci6.

La possibilitat d'aplicar la ressonancia magnctica nuclear de carboni-
13 anlb transformada de Fourier (RMN de 13C amb TF) a tota aquesta
problenlatica, es atractiva per diverses raons:

- es un metode no destructiu,
- d6na inolta informaci6 ( en general , poden esser assignats ine-

quivocament la major part dels senyals dels espectres de RMN de 13 C
de peptids bastant complexos),

- l'amplada °de la zona de ressonancia dels nuclis de carboni-13,
unes cinc vegades mes gran que la dels nuclis der H, es adequada per a
caracteritzar molecules que poden donar un nombre elevat de senyals
(que, a mes, poden esser bastant amples).
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El fet de treballar amb mostres solides insolubles faria que, en un

principi, se'ns plantegessin tots els problemes propis de la RMN de

solids,' es a dir: amplades de banda excessives degudes a les interac-

tions dipol-dipol ' H-' 3 C, anisotropia de desplacaments quimics a causa

de les moltes orientacions que les molecules en estat amorf prenen en

estar sotmeses a un camp magnetic i temps de relaxaci6 longitudinal

molt llargs que obliguen a augmentar considerablement la durada dels

temps de repeticio de pulsacio amb la consequent perdua de sensibi-

litat. No obstant aixo, les matrius polimeriques que hom empra en

sintesi de peptids en fase solida s'inflen en determinats dissolvents

formant gels. La formaci6 d'aquests gels implica una interacci6 im-

portant entre les molecules de dissolvent i la resina; aquesta interacci6

ens pot aproximar a la situacio d'una solucio, on el moviment normal

de les molecules amitjana les interactions dipolars a zero, redueix 1'ani-

sotropia de desplacaments quimics al seu valor isotropic i proporciona

un mecanisme de relaxacio que disminueix considerablement el temps

de relaxaci6 longitudinal. Sembla logic, doncs, de considerar la possibi-

litat d'aplicar la metodologia torrent de la RMN de C en liquids a

1'estudi de polimers reticulats en fase gel.

Tot i que al 1971 Sternlicht et al.2 demostraren que les tecniques

convencionals de RMN de "CC podien esser aplicades a 1'estudi de

polimers reticulats inflats per dissolvents, tan sols hi ha posterior-

ment alguns articles aillats en els quals hom utilitza la "RMN de "C

en fase ^el".3-8 Hi ha alguns treballs recents on hom estudia per

RMN de 3 C reaccions que tenen hoc sobre polimers.9, " En relaci6

amb la sintesi de peptids en fase solida, W. T. Ford determina l'origen

de poliestire clorometilat per RMN de "C" S. L. Manatt utilitza la

tecnica per a deterininar el grau de funcionalitzacio en aquest tipus de

polimers;' 2 tanmateix, aplica la RMN de 19F al seguiment de sintesis

de peptids en fase s6lida pel metode de Merrifield, utilitzant grups pro-

tectors fluorats.' 3 Finalment, R. Epton et al. segueixen per RMN de

' 3 C la sintesi d'un pentapeptid sobre una matriu de poli (acriloilmorfo-

lina) fenolica O-acetilada.14 Segons els autors, la utilizacio d'aquesta

matriu es avantatjosa perque s'infla en dissolvents polars (bons dissol-

vents per als peptids), tant des del punt de vista de la sintesi com de

la RMN.

Tot i que l'analisi bibliografica realitzada evidencia que diferents

autors s'han interessat per les propietats magnetiques de suports poli-

merics en Ease gel, la RMN resta molt lluny d'esser una eina de treball

habitual als laboratoris de sintesi de peptids. D'una banda, els dos units

grups que s'han interessat per 1'aspecte de la sintesi de peptids en fase

solida,'', '4 fan servir tecniques de sintesi poc convencionals que re-

sulten avantatjoses per al seu estudi per RMN (resines de poll (acriloil-
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morfolina) fenolica 0-acetilada o grups protectors fluorats). U'altra
banda, no hi ha un estudi sistematic d'optimitzaci6 de les condicions
de registre dels espectres per a reduir tant com sigui possible el temps
d'acumulacio (R. Epton et al. 1' hi empren entre 6 i 30 hores).

El nostre objectiu fonarnental es d'estudiar les possibilitats d'aplicar
la RMN de 13 C al seguiment de sirrtesis de peptids en fase solida segons
el metode de Merrifield, sobre resines derivades del copoli (estire-1 %-
divinilbenze), les mes emprades en aquest tipus de sirrtesis. L'estudi es
dividit en tres parts:

1. Estudi de l'espectre de RMN de 13 C del copoli (estire-1%-divinil-
benze) en diferents tipus de condicions per tal d'optimitzar la tecnica.

2. Analisi de diferents resines derivades de la primera per a veure la
utilitat de la RMN de 13 C en llur caracteritzacio.

3. Sfntesi del tripeptid Asn-(N-Me)Ala-Thr seguida per RMN
de 13 C.

Fora d'aquesta lfnia fonamental, han estat fets alguns estudis pun-
tuals, directament relacionats amb la RMN i amb la seva aplicacid a
1'analisi de polfiners, que son inclosos en el context general.

2. ESTUDI DE L'ESPECTRE DE RMN DE 13C DEL COPOLI (ESTIRE-1%-

DIVINILBENZE)a

En la sfntesi de peptids en fase solida segons el metode de Morrifield
horn treballa, generalment, amb un suport polimeric derivat del copoli
(estire-1 %-divinilbenze) (abreujat, Pst.). En general, horn funcionalitza
1'anell aromatic i els aminoacis son ancorats covalentment al polfiner
rnitjancant aquesta funci6. El grau de funcionalitzacio f varia segons
1'estrategia que cal seguir; acostuma a haver-hi entre un 3% i un 25% dels
anells funcionalitzats. Es clar, doncs, que en un espectre de RMN de
13 C d'un d'aquests suports polimerics, els senyals propis del poliestire
han d'esser dels mes importants. Ens ha semblat important, per aquesta
rao, de comencar estudiant l'espectre de RMN de 13 C del Pst. amb el
proposit de coneixer-lo perfectament, veure les condicions optimes
per a treure'n informacio i familiaritzar-nos amb la tecnica. A mes a
nres, ens }ran interessat alguns aspectes teorics de la RMN amb TF que
cal considerar inevitablement en intentar optimitzar la seva aplicacid
a 1'analisi de polfiners en face gel, car son sisternes diferents dels nor-
malment estudiats per RMN.

a En tots els casos, si no ho indiquem especialment , emprem desacoblament
total dels nuclis de H. Per a simplificar , poseur RMN de 13C en Hoc de RMN de
13(,_[1 H].
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2.1. Espectre i assignacions. Optimitzacio

Per a obtenir un espectre de RMN de 13C del Pst. cal formar un gel

amb un dissolvent apolar i aconseguir la maxima homegeneitat per tal

d'evitar problemes d'anisotropia de desplacaments quimics. Aixf,

1'espectre obtingut equilibrant el sistema solid-liquid per agitacio me-

canica i ultrasonica, seguida d'una estona de repos (una mitja hora)

(fig. 1), millora considerablement, quant a sensibilitat i resolucio. En

la figura 1 hom pot observar que els senyals de l'espectre son amples;

a la zona aromatica hi ha "cues" considerables degudes a 1'esmentada

anisotropia de desplacaments quimics. No obstant aixo, 1'espectre es

mes semblant als tfpics de RMN d'alta resolucio en liquids que als

espectres de bandes amples propis de solids. L'amplada de banda obser-

vada ens indica que el temps de relaxacio transversal es petit i que, per

tant, estem en un sistema de mobilitat una mica restringida.

A partir d'aquf, altres autors2, 5, 6, 7, 8 treuen mes informacio sobre la

dinamica i caracteristiques estructurals del polfiner gelificat; dedueixen,

aixf, models mes o menys aproximats sobre la distribucio de les cadenes

"Mures" i la reticulacio en la matriu polimerica. Com ja ha estat dit, el

a(Dpm) Ass.

41,0-46,5 1

40,47 2

145,4 3

127,64 4

128.01 5

125,70 6

{-CH- CHJ^-

T

160 140 120 100 00 60 40

Fig. 1. Espectre de RMN de 13C del copoli ( estire - 1%-divinilbenze ) en CDC13.

AT = 0,7 s; PW = 12,0 ps; NT = 10.000; LB = 0.796.
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nostre interes se centra mds sobre 1'assignaci6 de l'espectre i la seva
optimitzacio , quant a sensibilitat i resolucio . Val a dir, tan mateix, que
el tipus de consideracions anteriors ens pot dsser 6til; de fet, una de les
raons que ens fa pensar en la possibilitat d'obtenir espectres satisfactoris
d'intermedis de sfntesi de peptids en fase solida , ds l'augment de mobi-
litat esperat per a la cadena peptfdica en creixement, a mesura que
s'allunya de la matriu polimerica ("efecte flagell"); aleshores, ha
d'augmentar el temps de relaxaci6 transversal i els senyals corresponents
han d'dsser mds estrets facilitant la seva resolucio i assignaci6.

L'assignacio de 1'espectre de RMN de 13C del Pst. en CDC13 (fig. 1)
ds basada en els espectres prdviament descrits ( 15-18, entre altres, per al
pol finer lineal; 5, 8, 12, per al polfiner amb diferents graus de reticu-
lacio ). Els senyals mds afectats per la tacticitat son els del carboni
aromatic-ipso (13C-3) i, especialment, els del metile de la cadena polime-
rica (13C-1) que presenta absorcio entre 41,0 i 46,5 ppm segons 1'este-
reoqufmica relativa dels anells mds propers.a

Han estat fets quatre espectres en diferents condicions d'adquisicio
(taula 1) a tall de prova, per veure quines permeten d'obtenir la millor
sensibilitat . Les relacions senyal / soroll ( S: N) obtingudes demostren que
no hi ha problemes de saturacio en baixar el temps d'adquisicio, tot i que
treballem amb una pulsacio de quasi 90°. L'increment de relacio S:N
en reduir 1'AT indica que la part final del FID (Free Induction Decay,
Senyal de Precessio Lliure) es practicament soroll de fons. El senyal que
queda afectat en treballar amb temps d'adquisicio mds baixos (0,35 s)
ds el del 13C-3, com hom podia esperar pel fet d'dsser quaternari. Aques-
tes consideracions poden dsser racionalitzades teoricament sabent els
temps de relaxacio longitudinal dels nuclis a observar. No obstant aixo,

TAULA I

Condicions d'adquisi6 de quatre espectres de RMN de 13C del Pst. per a optimitzar
la sensibilitat i relacioms S: N obtingudes pels 13C-2 i 3. Relacio d entre la del

primer i la del segon

lispectre AT (s) PR' (µs) NT S: N 13C-2 S: N 13C-3 d

A 1,454 6,0 10.000 19,3 5,0 3,9
B 1,454 12,0 10.000 32,9 5,9 5,6
C 0,700 12,0 10.000 52,5 6,9 7,6
1) 0,350 12,0 10.000 60,0 5,7 10,6

a Els senyals del 13C-3 estan estudiats en termes de pentades i els del 13C:-1 en
termes d ' hexades i tetrades per a un poliestire radicalari lineal."
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ja veiem que hom pot obtenir espectres satisfactoris en un temps prou
curt si no hi ha un interes especial a observar els carbonis quaternaris.

Per tal d'augmentar la informacio que podern obtenir d'un espectre,
hom pot manipular matematicament el FID abans de fer la transfor-
macio de Fourier (L-3, L-4).

El senyal de precessio lliure (FID) que hom obte per a un nucli que
to una frequencia de ressonancia de va + vo (vo frequencia d'observa-
cio) i temps de relaxaci6 transversal T2 (^-- T2 per aquest tipus de
substancies), es una funci6 del temps de la forma:

f(t) = A e-t/T2 ei21rvat

La transformacio de Fourier ens dona una funcio de la frequencia
(espectre) de forma lorentziana:

T2 - i27r (v-va) T2
F(v) = A

1 + (27r (v-va) T2 )2

A116 que veieni normalment representat es la part real d'ambdues
funcions (fig. 2 a) i b)). L'amplada de banda a l'alcada de la meitat del
senyal en l'espectre es donada per A vy, = 1/7r T2. Es evident, doncs, que
multiplicant el FID per una funcio M(t) = expt(t/B) 1'amplada del
senyal a l'espectre variara en un valor de - 1/7rB. Cal veure ara com
apliquem aquestes idees a un espectre de diferents senyals, que no es
sing la suma de diverses funcions F(v) que son transformades de Fourier
de diverses funcions f(t) (la linialitat de la TF permet, a mes, conservar
la intensitat relativa de cada funcio f(t)).

Emprant valors de B negatius, el que fern es multiplicar el FID per
una exponential decreixent de manera que augmenta l'amplitud de la
zona initial del FID (que ens dona la intensitat del senyal a l'espectre),
respecte a la zona final; aquesta darrera zona contribueix a la resolucio
de senyals amb poca diferencia de frequencia de ressonancia i conte,
comparativament, mes soroll de fons (fig. 2 c). Hom aconsegueix, aixi,
una millora de la relacio senyal/soroll en contraposicio a una perdua de
resolucio. El millorament de sensibilitat es determinat pel parametre
SE -B) que implica un augment en l'amplada de banda de LB Hz.
(LB = 1/7r SE).

Utilitzant valors de B positius, l'efecte es invers i guanyem resolucio
a carrec de la sensibilitat (fig. 2 d). El parametre caracteristic es RE (= B).
En el cas RE = T2, obtindriem un senyal simple (d'amplada 0, coin la
funcio S de Dirac; valors de RE menors que T2 fan divergir la transfor-
macio de Fourier). Hi ha problemes quan hom empra valors de RE
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proxims a T2 (que permeten d'obtenir molt bona resolucio) perque,
per a valors de t prou grans, el soroll de fons to una intensitat molt mes
gran que li correspon a f(t); aixf, en multiplicar el FID per l'exponencial
creixent, la funcio resultant divergeix (fig. 2 e); aleshores, els senyals en
l'espectre es perden sota el soroll de fons. Hi ha tambe el problema
(general en la RMN amb TF pero mes accentuat aquf) que la funcio
f(t) "s'escapca" bruscament a t = AT i aixo produeix uns lobuls en la

o)k(t)

P( r )

r

a)

2

1 t
PE

)

t

C T2

f)

I

F),

a

Fig. 2. Formes i transformacions del FID. a) FID per a un nucli que ressona a
va + vo i to un temps de relaxaci6 T2. b) Espectre resultant de la transformacio
de Fourier del FID. c) Millorament de sensiblitat. d) Millorament de resoluci6
teoric. e) Millorament de resoluci6 real. f) Funcio d'apoditzacio. g) Millorament
de resoluci6 amb apoditzacio.

('/2)(
t/AP)2
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lfnia de base de l'espectre que augmenten coin mes brusc es el trunca-

ment. Per tal d'evitar aquest problema i la divergencia esmentada, mul-

tipliquem per una funci6 d'apoditzaci6 (gaussiana) G(t) = exp[- 0,693

(t/AF)2 ]. Aquesta funcio val 1 per a t = 0 i 0,5 per a t = AF; despres

tendeix rapidament a zero (fig. 2 f). Aixo permet "d'aprofitar", en part,

la informaci6 que obtenim amb 1'exponencial creixent (exp (t/RE)) fins

aproximadament t = AF, eliminant la divergencia i l'escapcament final

del FID (fig. 2 g). La forma del senyal queda una mica afectada (la TF

d'una gaussiana es una gaussiana), per6 no la informacio que en traiern.

Una manera alternativa de guanyar resoluci6 es multiplicant el FID

per una funcio de diferencia de convoluci6 C(t) _ (1-CCD exp (- t/CD) ).

CCD pren valors entre 0 i 1, essent CD positiu. Hom resta al FID una

part proporcional d'ell mateix (donada pel coeficient de diferencia de

convoluc16, CCD) multiplicada per una exponential decreixent (CD fa

les funcions de SE). En definitiva, restem al FID mes contribuci6 de la

zona inicial que de la final, la qual cosa respon a la "filosofia" de

l'augment de resoluci6. Cal afegir que les funciones de millora de resolu-

ci6 ens permeten de diferenciar senyals corresponents a nuclis amb

diferent T2 , car en incrementar la "severitat" de la millora de resoluci6

ha de dismiuir la intensitat relativa dels senyals mes amples.

Per a millorar la sensibilitat a l'espectre de RMN de 13C del Pst.,

han estat utilitzats valors de LB de 0 fins a 4 a l'espectre A (taula I),

passant d'una relaci6 S: N 19,3 a un valor de 77,5 (pel senyal del 13C-2).

Horn comprova que, essencialment, la perdua de resoluci6 no es signifi-

cativa donada l'amplada del senyal quan LB = 0 (- 27 Hz.). En la figura

3 (a i b) hom pot veure l'efecte d'emprar LB = 4 en la zona alifatica.

La utilitzaci6 de valors de LB = 4 o mes grans ens pot esser molt util

per a detectar o confirmar senyals que es confonguin amb el soroll.

El fet de poder millorar la resoluci6 to interes per a poder distingir

senyals que puguin estar encavalcats. A 1'espectre del Pst. no estan

resolts els senyals corresponents als 13C-4 i 5, pero es evident una es-

patlla a la zona de camps alts del senyal conjunt. Horn ha intentat de

resoldre els dos possibles senyals optimitzant els parametres RE i AF,

CD i CCD. Han estat emprats valors de RE entre 0,01 i 3, combinats

amb valors de AF entre 0,03 i 0,5 a l'espectre D (taula I); 1'6ptim

s'obte per a RE = 0,01 5 AF = 0,05 (fig. 3 c i d). Per diferencia de con-

voluci6 hom ha treballat amb valors de CCD des de 0,7 fins a 0,999 i

de CD desde 0,01 fins a 0,3. Tambe han estat combinats alguns valors

de AF. L'6ptim ha estat trobat per a CD = 0,03 CCD = 0,9 (fig. 3 e).

Horn resol perfectament el senyal inicial en dos senyals amb 19 Hz

(0,04 ppm) de diferencia. La resoluci6 dels senyals sense manipular

el FID ja es observada a 1'espectre del Pst. en CDC13 a 75MHz.8 Atenent

els desplacaments qufmics observats per diversos alquilbenzens i per
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Fig. 3. a) Zona alifatica de 1'espectre A (taula I ) amb LB = 0; b) amb LB = 4

c) Millora de resoluci6 a l'espectre D (taula I ). Zona aromatica , espectre normal;
d) Zona aromatica amb RE = 0,015 AF = 0,050; e) Zona aromatica amb CD = 0,03
CCD = 0,9; f) Zona alifatica amb RE = 0,015 AF = 0,050.
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l'hetero-2,4,6-trifenilhepta (B-14.937),a podem assignar el senyal de
camps alts al 13C-4 i el de camps baixos al 13C-5.

Finalment, hom ha observat una espatlla al senyal del 13C-2 al
canto de camps baixos que es pot resoldre en dos senyals, un a 40,40
ppm i un altre a 40,67 ppm (fig. 3 f). L'explicacio a 1'aparici6 d'aquests
dos senyals possiblement cal cercar-la en questions de tacticitat, pero
aixo cau fora dels objectius del present treball.

2.2. Mesura dels temps de relaxacio longitudinals

El temps de relaxacio longitudinal (Ti ) esta directament relacionat
amb la dinamica i estructura moleculars. Per aquesta rao, els experi-
ments de mesura de Ti son molt utils a l'espectroscopista de RMN;
aixi, darrerament s'han desenvolupat un gran nombre d'aplicacions, des
de la simple assignacio de senyals, fins a 1'estudi de la microdinamica de
molecules en solucio. Els autors que han aplicat la RMN de 13 C a 1'estudi
dinamic i estructural de polimers en fase gel,2,4'6'''8 han tingut en la
mesura de Ti una de les fonts mes importants d'informacio. A nosaltres,
el coneixement dels temps de relaxacio longitudinal del Pst. ens ha
d'ajudar, a mes, a seleccionar els parametres d'adquisicio que opti-
mitzen la sensibilitat.

Dels metodes mes coneguts i emprats per a la mesura de Ti , ha estat
escollit el de "Recobrament de la Magnetitzacio" ("Inversion Reco-
very") atenent, especialment, que els temps de relaxacio longitudinal a
mesurar son bastant curts (hom deixa fora de consideraci6 el carboni
quaternari).

L'experiment de mesura de T1 ha estat dut a terme atenent les con-
sideracions que fan al cas.19 Els espectres obtinguts son presentats a la
fig. 4. L'ajust numeric, en general, es molt exacte. L'error real de les
mesures es estimat en un 10%, pero pot esser bastant menor. Per als
senyals metilenics han estat obtinguts diversos valors corresponents a
diferents maxims de la corresponent zona de ressonancies; llur valor de
NT1 es concordant amb els dels altres carbonis. La menor alcada dels
senyals justifica Terror numeric mes alt. Per als carbonis 4 i 5 horn
dona el valor conjunt, obtingut en les mateixes condicions que els
altres (LB = 0,796) i el valor respectiu obtingut amb CD = 0,03,
CCD = 0,9; la diferencia no pot esser significativa.

a B-numero indica que les dades son extretes de r13C-NMR Spectral Data",
Bremser, Ernst, Franke, Gerthards & Hardt, Verlag Chemie 3rd Ed; el numero es el
de referencia.
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Fig. 4. Mesurarnent de T1 dels nuclis del Pst . en CDC13 a 50,3 MHz. Espectres
otinguts en funcio del temps de recobrament de magnetitzaci6 r.

La comparacid dels temps de relaxacid mesurats amb els que apa-
reixen a la literatura a altres frequencies, indica una bona concor-
dan4a.s^ 6, 8 Els valors de T1 obtinguts estan mesurats mitjancant els
maxims dels senyals corresponents, la qual cosa vol dir que estem me-
surant el T1 dels nuclis amb major mobilitat. Sense entrar en la discussed
de la distribucid de la mobilitat de les cadenes en diferents zones del
polfiner,b'8 podem afirmar que ens movem en temps de correlacio
(re) minims de menys de 10-8 s (prenent el temps de correlacio coin a
parametre inversament proportional a la inobilitat). En la figura 5
observem que es logic de trobar una dependencia de T1 amb la fre-
quencia en aquesta zona de temps de correlacio. A 50,31 MHz. sour a la
zona on el '1'1 es minim i menys sensible a rc (s'enten a temperatura
ambient). A frequencies mes baixes, en canvi, som a la zona on el T1
disminueix en augmentar rc (disminueix la mobilitat).s La mobilitat de
les cadenes en el gel es molt semblant a la que tenen les del poliestire
lineal en soluci6.8

Tenint en comte la variaci6 del NOE amb rc (fig. 5 b), podem es-
perar que s'incrementi en elevar moderadament la temperatura sense
que hi hagi un augment important de T1 ; la consequencia e's que, en
pujar la temperatura, podem guanyar sensibilitat. Un avantatge addicio-
nal de treballar a temperatures mes elevades es que ha d'augmentar Tz
(fig. 5 a), amb la qual coca podem guanyar resolucid i relacid senyal/
soroll.
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Fig. 5. a) Variacio te6rica de T1 i T2 amb el temps de correlaci6 c a diferents
camps (frequencies).51 b) Variacio del NOE amb 7c.s2

2.3. Espectre del Pst. augmentant la temperatura . Estimacio dels temps
de relaxacio transversal . Mesurament de NOE

Han estat obtinguts dos espectres del Pst. en d6-DMSO/dioxa

(1: 4), un a 25°C i l'altre a 90°C. La primera cosa que hom observa

es una disminuci6 del soroll de fons i un estrenyiment dels senyals

a l'espectre fet a temperatura mes elevada. El senyal del 13C-2 passa,

d'una amplada de banda de 27,3 Hz a 25°C, a 22,6 Hz. a 90°C. El

corresponent als 13C-4 i 5, passa de 48,2 Hz a 38,1 Hz. Es dificil de

deduir d'aqui els valors dels temps de relaxaci6 transversal, puix que

ambd6s s6n dobles. No obstant aixo, podem fer una estimaci6 apro-

ximada del T2 minim, tenint en compte la separaci6 dels maxims

d'ambd6s senyals; per al 13C-2 passem de 23 ins. a 25°C a 35 ms. a

90°C, i per als carbonis 4 i 5 passem de 12 ms. a 19 ms. Aquests valors

d'amplada de banda i T2 concorden amb els que apareixen a la litera-

tura5'6,8 i esperables per a la zona de temps de correlaci6 en que

ens movem (fig. 5 a).
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Mesurament de NOE per al Pst. a 25°C i 90°C en dioxa. Relacio r entre el NOE a
90°C i a 25°C

Nucli: 1 2 4-5

25°C 1,69 1,64 1,65
90°C 2,08 2 , 16 2,00
r 1,21 1,31 1,23

Abans d'analitzar ]'increment de sensibilitat observat, cal fer una
mesura de NOE. Per a fer-ho horn registra un espectre totalment desa-
coblat (amb NOE) i un altre amb "Gated Decoupling" (desacoblat
pet-6 sense NOE). El NOE per a un senyal donat l'obtenim per la re-
lacio d'intensitats del mateix NOE al primer espectre i al segon.

Han estat obtingudes mesures de NOE per al Pst. en dioxan a 25°C
i 90°C (taula II), concordants amb les que apareixen a la literatu-
re 5, 6' 8 si hom to en compte els efectes de dissolvent i de frequencia.
L'augment de NOE amb la temperatura es considerable i pot esser quan-
tificat per la relacio r entre el valor a 90°C i a 25°C.

L'incrernent de sensibilitat en els espectres inicials a 25°C i 90°C,
pot esser obtingut per la divisio entre les relations S: N respectives (per
a cada senyal) i tambe per la relaci6 d'integrals. Pel primer metode
obtenim una relacio de 2,2 per al i3C-2 i de 2 per als carbonis 4 i 5; pel
segon metode, la relacio d'integrals de la zona alifatica es 1,7, i per a la
zona aromatica 1,4. L'estrenyiment dels senyals explica que sigui
major ]'increment de relacio senyal/soroll que el de les integrals, pero ja
es compren que les dades tan sols son orientatives. Els resultats concor-
den amb el fet que hi hagi una contribucio de ]'augment de NOE a
]'increment de sensibilitat dins les considerations qualitatives que
podem fer. Sembla clar, a mes, que no In ha un increment important
de Tr en passar de 25°C a 90°C, car en les conditions d'adquisicio
emprades comportaria una perdua de sensibilitat. Treballar a tempera-
tures de 1'ordre dels 90°C o inferiors ofereix, en definitiva, uns avantat-
ges, quant a sensibilitat i resoluci6, que cal tenir en compte en el treball
posterior. Els resultats globals concorden amb la zona de temps de corre-
lacio proposada.

2.4. Experiment teoric

Coneguts els temps de relaxacio transversal i longitudinal dels
nuclis de 13C del Pst., hom pot deduir teoricament quins son els para-
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metres d'adquisicid que permeten d'obtenir una sensibilitat maxima per

a un temps total de registre donat T. Fixem l'atencid en un dels tipus

de nuclis de 13C del Pst., amb temps de relaxacid longitudinal de T1 s

i transversal de T2 s. Designarem I1 la magnetitzacid, resultant macros-

copica dels.moments dels nuclis, i, considerant-los sotmesos a un camp

magnetic H°, situarem uns eixos de coordenades fixes x, y, z , fent

coincidir z amb la direccid de H°. En donar una pulsaci6 de PW us i

registrar el FID, la sensibilitat es directament relacionada amb la com-

ponent de M en el pla perpendicular a H° despres de donar la pulsacid

(t = 0 pel FID): MXy. En una segiiencia de NT pulsacions, amb un

temps d'espera d'A seg. entre pulsacid i pulsacid, hom arriba a un estat

estacionari'21 on 1'efecte de la pulsacid es compensat, durant el temps

d'espera, amb la relaxacid dels nuclis. Podem suposar, aixi, que MXy

sera igual per a cada acumulaci6; tenint en compte que la sensibilitat

augmenta en un factor NT per a NT acumulacions, prendrem com a

funcid sensibilitat a maximitzar:

S = NT MXy (1.1)

Ates que NT = T/A, S tan sols dependra d'A i PW; ens cal trobar la

funcid MXy (A, PW), per la qual cosa hem d' analitzar l'esmentat estat
estacionari . En fer-ho, acceptant les equations de Bloch completes i

integrant -les convenientment , hom arriba a 1'equaci6:

M° [1-esp (-A/Ti)]
MXy (A, PW ) = sin (y H1 PW) (1.2)

1-cos (y H1 PW) exp (-A/T, )

on suposem que la relaxacid transversal es total i el camp de radio-

frequencia ill amb que irradiern es prou intens . y es la constant giro-

magnetica dels nuclis, Tangle 0 que gira el vector magnetitzacid en

donar la pulsacid es y H1 PW i M es el valor maxim de II 1 I. Emprant

l'angle a com a variable , obtenim que la funci6 sensibilitat a maximitzar

es:

S(A, 0)
T M° [1-exp (-A/T1 )]

sin 0
0 < 0 S 7r/2

=
A 1-cos O exp (-A/T1) A? 0

(1.3)

L'analisi d'aquesta funci6 ddna un maxim absolut per a 0 = 0, A = 0.
Emprant A com a parametre tenim un maxim per a cada A en el valor

de 0 que compleix:

cos 0 = exp (-A/T1) (1.4)
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Aquesta es la formula de 1'angle d'Ernst ( 21), 1'6ptim per a un A donat.
Utilitzant aquesta igualtat i fent el canvi x = A/T1 obtenim:

1-exp (- x)
K 1 .5S(X)

x [1-exp (-2x)()

on K = MO (T/T1 Aquesta funci6 pren un valor maxim per a x = 0:

K
S(0) _ (1.6)

La conclusio es que hem d'emprar els valors mes petits de A (de x)

que les exigencies de resoluci6 permetin i el valor corresponent de PW

(de 0), d'acord amb 1'equaci6 (1.4), per a tenir la maxima sensibilitat.
Per a tenir una imatge mes real o practica d'a1l6 que ens indica

I'equacio (1.5), hom ha cregut interessant de fer una serie d'espectres
del Pst. per a diversos valors de x, suposant T1 = 150 ms, i comprovar
que s'acompleix la mateixa.

Els parametres emprats en els espectres son indicats a la taula 111.
La utilitzaci6 de temps d'adquisicid (AT) diferents permet de comparar
les amplades de Banda obtingudes (taula 111). Tot i emprant temps
d'adquisici6 curts, obtenim amplades de Banda molt concordants amb
les que s'obtenen amb valors d'AT rues llargs, en emprar "zero filling".'

Per a comparar les previsions teoriques de sensibilitat amb els re-

sultats practics obtinguts (taula IV), hom troba el tant per 1 de sensibi-

litat S(x) respecte a la sensibilitat maxima S(0). Els valors teorics de

S(x)/S(O) son obtinguts mitjancant les equacions (1.5) i (1.6). Els valors

experimentals son obtinguts amb la relaci6 S: N del 13C-2 (el que to un

valor de T1 mes proper a 150 ms); per a fer-ho, hom accepta el valor

teoric de S(x)/S(O) per a un dels espectres com a patre i dedueix el
valor de S(O), amb el qual calculem S(x)/S(O)eXp per als altres espectres.

Els resultats experimentals concorden qualitativament amb els
teorics. Les diferencies de sensibilitat estan accentuades perque la uti-
litzacid de temps d'adquisicio diferents introdueix el soroll de fons com

a variable. L'efecte del soroll pot esser disminuit emprant valors crei-
xents de LB, com hom pot observar per als valors de S(x)/S(O) obtin-

a La resoluci6 digital ( DR) corresponent a un temps d'adquisici6 donat en que
obtenim un FID de N punts , es DR = 1/AT. El valor de DR pot disminuir ( augmen-
tar la resoluci6 ) afegint N ( o un multiple de N) zeros al FID abans de fer la trans-
formaci6 de Fourier ("zero filling"). Hom obte, aixi , una millor definici6 dels
senyals i pot mesurar millor Ilur intensitat , amplada de banda i posici6 . No obstant
aixo , no es guanya resoluci6 real i no es pot pretendre la resoluci6 de senyals amb
una diferencia de frequencia de ressonancia inferior a 1/AT.

4



50 JOSEP RIZO I REY

TAULA III

Parametres emprats en els espectres realitzats per tal de comprovar les previsions

teoriques respecte la sensibilitat en 1'espectre del Pst. Amplades de bands del senyal

del 13C-2

Espectre A (ms)° xb PW (µs) B(°) DR (Hz)c NT 4 y+^, (13C-2) (Hz)

1 150 1 9,5 68,4 6,67 40.000 27,7

2 300 2 11,4 82,2 3,33 20.000 27,4

3 450 3 12,1 87,1 2,22 13.333 - - - -

4 600 4 12,4 89,3 1,67 10.000 - - - -

5 750 5 12,4 89,3 1,33 8.000 27,6

aEn tots els casos A = AT. Suposant T^ = 150 ms. Resolucio digital corresponent

a 1'AT emprat (DR = 1/AT); en tots els casos ha estat disminuit RD emprant "zero

filling" (DR = 0,67 Hz).

TAULA IV

Comparacio de les previsions de sensibilitat teoriques amb els resultats experimen-
tals. Per als valors experimentals de S(x )/ S(0) i Mxy /M° escollim com a patro

1'espectre que facilita mes la Comparacio dels resultats

S(X)ISCO,1'3c_z,a

Espectre Teor. Exp. LB = 0 Exp. LB = 1

Mxy/M° b

Teor. Exp. Teor. Exp.

(13C-2) (13C-2) (13C-4,5) (13C-4,5)

1 0,96 1,36 1,14 0,680 0,663 0,633 0,635

2 0,87 0,87 0,87 0,873 0,857 0,831 0,835

3 0,78 0,64 0,72 0,951 0,934 0,925 0,926

4 0,69 0,46 0,62 0,982 0,982 0,967 0,967

5 0;63 - - - - 0,58 0,993 0,980 0,986 0,980

aPrenent com a patro 1'espectre 2.

bPrenent com a patro 1'espectre 4.LB = 1.

guts amb Ll3 = 1 (taula 1V). Observant 1'increment de relacio S: N

a causa de la disminucio d'AT descrit a 1'apartat 2.1, i sense intentar de fer

corrections numeriques que podrien esser molt dubtoses, podem con-

cloure que la comprovacio de les previsions teoriques es acceptable.

Una comprovacio additional de 1'acord entre la teoria i la practica,

es pot fer a partir de les intensitats i integrals absolutes; ambdues estan

relacionades directament amb la component Mxy del vector magne-
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titzaci6 despres de la pulsacio. Aplicant 1'equaci6 (1.2), hom pot deduir
els valors teorics de Mxy/Mo per als parametres utilitzats. Els valors
experimentals poden esser dedui"ts d'una manera analoga als de S(x)/S(0),
emprant intensitats o integrals en comptes de relacions S: N. Corn pot
esser observat a la taula IV, on han estat emprades intensitats absolutes,
la concordanca entre les predictions teoriques i els resultats experi-
mentals es molt bona, especialment per als 13C-4 i 5; per a aquests car-
bonis hem emprat el valor de T1 que hem determinat (Ti = 176 ms).
Amb calculs equivalents obtenim una coincidencia entre els valors
teorics i experimentals per al carboni 6 quasi tan bona com per
als 13C-4 i 5. Hom observa que el valor de LB emprat no afecta els
resultats, cosa que esta d'acord amb allo que podiem esperar. Calculs
similars amb integrals absolutes donen, per a la zona aromatica, re-
sultats igualment coherents (d'acord amb el fet que la poca contribucio
del senyal del 13C-3 a la integral no ha de produir interferencies sensi-
bles); per a la zona alifatica, els valors experimentals son una mica
superiors als teorics, com correspon a la contribucio important dels
senyals del 13C-1 a la integral, car tenen un T1 considerable ment mes
baix de 150 ms.

La coincidencia d'aquestes darreres dades demostra que les mesures

de T1 son mes exactes que no podiem assegurar; aixi, veiem que dismi-

nueix lleugerament (Mxy/Mo )exp en augmentar una mica T1 , tal com

podiem esperar si les mesures eren correctes. Acceptant 1'equaci6 (1.1)

i els darters resultats, podem obtenir la mateixa concordance per a
S(x)/S(0) que tenim per a Mxy/Mo ; tenim, doncs, una major certesa
de l'acompliment prou exacte de les equations teoriques descrites.

L'aplicacio dels resultats descrits en aquest apartat al registre

d'espectres de RMN de 13C de resines derivades del Pst., ha d'esser

posada en funcio de les intensitats i amplades de banda que hom vagi

observant per a cada una de les mostres objectes d'estudi. En el cas del
Pst., podem treballar amb temps d'adquisicio de l'ordre dels 200 ms
(i la pulsaci6 optima corresponent, Eq. 1.4), conservant un 90% de la
sensibilitat maxima. Hom pot preveure, tanmateix, que els nuclis vagin

guanyant mobilitat a mesura que siguin mes lluny de la trama polime-

rica; aixo implicaria que les bandes corresponents fossin mes estretes
i, potser, que els T1 fossin mes llargs (les intensitats relatives ens ho
poden indicar sense haver-los de mesurar). Llavors, les exigencies de re-
solucio poden fer convenient de treballar amb temps d'adquisicio

superiors (e. g., 700 ms); la sensibilitat per als nuclis del Pst. baixaria

a un 70% del valor maxim, pet-6 no per als nuclis mes allunyats de
la trama polimerica, que son, en general, els que mes ens interessa

d'observar.
Podem triar, del conjunt de resultats i idees d'aquest capitol, un
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conjunt de conclusions que cal tenir en compte en emprendre 1'analisi
d'estructures mes complexes derivades del Pst.:

La manipulacio matematica del FID, per a obtenir mes informa-
cio quant a sensibilitat i resolucio, es especialment util en aquest tipus
d'espectres.

-- Poden emprar sequencies de pulsacions mes rapides que les ti-
piques de RMN de 13C en liquids, cosa que compensa, en part, els
problemes de sensibilitat que son deguts a l'amplada de banda dels
senyals.

El treball a temperatures superiors a 1'ambient pot ajudar a
resoldre problemes de sensibilitat i resolucio.

El mesurament de Ti ens ajuda a escollir els parametres optims
per a registrar els espectres. La informacio que ens dona referent a la
mobilitat dels nuclis en el gel, to un interes teoric, pero tambe practic,
tant per a la RMN en ella mateixa com per a la sintesi de peptids.

3. ANALISI PER RMN DE 13C DE RESINES DERIVADES DEL COPOLI (ES-

TIRE-1%-DIVINILBENZE)

S'han analitzat per RMN de 13C algunes resines derivades del Pst.
que s'empren en sintesi de peptids, per tal d'intentar determinar llur
funcionalitzacio i puresa. Han estar aplicades i desenvolupades en
aquest estudi les idees del primer capitol.

3.1. Resiraes clorometilades

Els clorometil poliestirens reticulats (resines clorometilades, 1) son
potser les resines mes emprades en sintesi de peptids. Aquestes resines
han estat anteriorrnent objecte de diferents tipus d'estudis per RMN de
13 C 6,11,12 La principal caracteristica de 1'espectre d'una resina clo-
rometilada (comercial; 0,89 meq CH2 Cl/gr. resina = 10% dels anells
aromatics funcionalitzats) (fig. 6) es el senyal de 13CH2 Cl a 46,3 ppm;

aquest senyal es el mes agut dels del polimer (amplada de banda: 11,5
Hz), la qual cosa implica una major mobilitat dels nuclis corresponents.

La regi6 del metile poliestirenic tan sols queda una mica afectada res-

pecte al Pst. Els senyals que corresponen als anells aromatics funcio-

nalitzats es perden sota els dell anells no funcionalitzats. A 65,3 ppm

horn pot observar un senyal que correspon a grups hidroximetil com ja

havien observat abans Manatt et al.13

Hom disposa de resines clorometilades de diferents lots i proceden-
cies (taula V); han estat fets diversos espectres d'alguna d'elles 1 han
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Fig. 6. Espectre de RMN de 13C d'una resina clorometilada comercial (BIO

BEADS S-X-1, 200-400 mesh; f = 0.89 mmol Cl/g de resina ). AT = 0,7 s NT = 10.000

PW = 12,0 ps LB = 0,796.

TAULA V

Rclaci6 de resines clorometilades analitzades; hi es indicada 1'amplada de banda del

13C-2, i horn compara la funcionalitzaci6 f (mmol Cl/g resina) obtinguda per RMN

de 13C amb l'esperada

Resinaa vy, 13C-2 (Hz) f esperadab fRMN 13 Cc

P1 28,0 0,65' 0,542 0,65

P2 27,6 0,45' - 0,382 0,50

P3 27,3 0,55' -- 0,272 0,45

P4 28,6 - - - - 0,68

BIO-BEADS-1 28,1 0,89 1,02

B1O-BEADS-2 29,1 0,89 1,00

BIO-BEADS-3 29,1 1,25 1,25

Pierce 31,6 1-2 1,29

UCD 32,0 0,74 0,86

a Les quatre primeres han estat obtingudes al nostre laboratori, i les altres son co-

mercials.

bFuncionalitzacions esperades: 1-Analisi elemental de clor; 2-Acoblament de Boc-

L-Pro i assaig de Gisin. En les resines comercials horn indica la funcionalitzacio que

dona la firma.

cObtingudes per comparaci6 d'intensitats prenent la resina P1 corn a patr6.
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estat escollides les conditions d'adquisicio de l'espectre presentat
(fig. 6) per tal de fer una analisi conipartiva de totes. A totes les resines
de la firma BIO-RAD (BIO-BEADS) hom observa la presencia de grups
hidroximetil. A les altres dues resines comercials hom no detecta
aquests grups, pero si que hi ha un senyal ample i poc intens a 69,0
ppm que no ha pogut esser identificat. Tal com observen altres autors,rr

In ha un increment de l'amplada de Banda del senyal del 13C-2 respecte
a l'observada en el Pst. Les resines mes funcionalitzades tenen un incre-
ment major, per6 no es poden establir relations directes entre aquestes
dos temes. Possiblement, aquest efect es degut a un augment de la re-
ticulacio produft durant la sintesi.''

Les resines sintetizades al nostre laboratori son obtingudes a partir
del Pst., clorometil metil eter i un acid de Lewis (SnC14 ) que es emprat
corn a catalitzador.2E En cap d'elles no ha estat detectada la presencia
de grups hidroximetil, molt perjudicial per a la sintsi de peptids. Per a
determinar Ilur funcionalitzacio han estat emprats dos metodes (a part
l'analisi per RMN de 13 C): analisi elemental de clor i acoblament a la
resina de Boc-L-Prolina seguint el metode proposat per B.F. Gisin22

i posterior analisi d'amines per l'assaig del mateix autor23 (aquest dar-
rer metode es descrit a la part experimental).

La mesura de la funcionalitzacio de resines clorometilades per RMN

de 13C es veu dificultada per l'encavalcament del senyal de clorometil

amb la zona alifatica del Pst. L'intent d'aplicar el metode d'integracio

descrit per Manatt et al.12 (per a mesurar funcionalitzacions de resines

clorometilades amb mes de 1 mmol Cl/g resina) ha donat resultats

incolierents, possiblement per la baixa funcionalitzacio de les resines

analitzades. Millors resultats han estat obtinguts en emprar mesures

d'intensitat. El que hom fa es comparar les intensitats dels senyals

dels 13C-2 i 11, restant de la intensitat del senyal del darter carboni

un valor mitja de la corresponent als senyals del 13C-1 del Pst. a la

zona entre 46,0 i 46,5 ppm; hom empra, a mes, un dels espectres com

a patr6. Els resultats de la taula V han estat obtinguts emprant com a

patro la funcionalitzacio de la mostra P1, que ha estat utilitzada an-

teriorrnent en nombroses sintesis al nostre laboratori i ha estat compro-

vada la fiabilitat de la seva analisi elemental de clor. Sembla que les

mesures realitzades per RMN de 13C donen una idea bastant aproxi-

mada de la funcionalitzacio de les resines clorometilades estudiades,

pert no hi ha resultats de referencia prou fiables per a veure l'exactitud

de les rnesures, car l'analisi elemental de clor ha donat posteriorment

uns resultats totalment contradictoris i el metode de la Boc-L-Prolina

dona valors de f mes baixos del normal, possiblement perque l'acobla-

ment de l'aminoacid sobre la resina es incomplet.

Malgrat els problemes que hi han estat trobats, l'analisi per RMN
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de 13C de resines clorometilades realitzada demostra la utilitat de la
tecnica per a detectar impureses i quantificar funcionalitzacions. Tant
Pun corn l'altre aspecte s'han de veure afavorits si no hi ha encaval-
cament de senyals. Veiem, a mes, que el senyal d'un carboni unit a
Panell aromatic per un sol enllac, es notablement mes agut que els
de la resta del polimer a causa de la seva major rnobilitat.

3.2. Resina benzhidrilamina

Els a-aminobenzilpoliestirens (resines benzhidrilamines, 11), intro-
duits per Pietta et Marshall, sdn suports d'utilitzaci6 general en sintesi
de peptids en forma de carboxamida C-terminal. Pitta et al.27 sdn
partidaris de la sintesi d'aquestes resines via el derivat (IV) corn es
descrit a 1'esquerna. Despres ha estat demostrat24' 26 que aquest metode
porta a la formacio d'un gran percentatge d'amines secundaries a causa
d'una transposicio tipica en la reducci6 d'ariloximes amb tetrahidrur
d'alumini i liti;29-32 el metode d'eleccio es el basat en una reduccio de
Leuckart de la diarilcetona (III).

O

(IV)

C-

OH

LI Al H4
CH

(II)

O
NHz

Hem aplicat la RMN de 13C en fase gel per a caracteritzar resines

benzhidrilamines sintetitzades al nostre laboratori per les dues vies, i

tambe els derivats intemedis (11I) i (IV). Han estat utilitzades, en

general, pulsacions inferiors a 90° i temps d'adquisici6 de 0,7 s amb

acumulacions una mica Ilargues per tal d'intentar de veure els senyals

corresponents a carbonis quaternaris. L'assignaci6 de I'espectre de RMN

de 13C de la benzoilresina (III) (fig. 7) es basada en els desplacaments

quimics de la benzofenona (L-2). Els senyals corresponents als anells

aromatics no poliestirenics (que pengen) sobresurten dels altres a causa

de la seva major rnobilitat i el consequent estrenyiment de banda i

augment de NOE. En canvi, horn no pot distingir practicament cap
senyal dels anells poliestirenics funcionalitzats.
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Fig. 7. Espectre de RMN de 13C de la benzoilresina (I11) en CDC13. Funcionalitza-

cio estimada per diferencia de pesada: 1,9 mmol cetona/g resina. AT = 0,7 s PW = 9,0

ps NT = 12.000 LB = 1.

A 1'espectre de RMN de 13C d'una resina benzhidrilamina obtinguda
per reduccio de Leuckart (fig. 8) tambe In podem veure principalment
els senyals que corresponen a la funci6 unida a 1'anell poliestirenic
(a-alninobenzil), a part els de la cetona (III) que queda sense reduir. El

Fig. 8. Espectre de RMN de 13C d'una resina benzhidrilamina obtinguda per re-

duccio de Leuckart de la cetona (III), en CDC13. AT = 0,7 s PW = 6,0 ps

NT = 53.300 LB = 1.
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senyal del carboni benzhidril a 59,4 ppm es el mes caracteristic de

l'espectre i pot esser utilitzat per a determinar la funcionalitzaci6 de la

resina. Ha estat emprat millorament de resoluci6 per a assignar la zona

aromatica ( comparant -lo amb l'espectre en les mateixes conditions

de la cetona ( III), fig. 9 a i b ) i s'han ates els desplacaments quimics

observats pel difenilmetanol i la I -difenilmetil -4-piperazina ( B-842 i

17.052 respectivament ). Tant en l'espectre resolt de la cetona (III)

com de la resina benzhidrilamina podern observar que els senyals

corresponents a anells aromatics poliestirencis ( de relaxaci6 mes rapida)

han estat practicament eliminats per la millora de resoluci6.

Com ja ha estat dit, en la reducci6 de l'oxima ( IV) amb tetrahidrur

d'alimini i liti pot produir-se una transposici6 tfpica d'ariloximes bo i

formant amines secundaries (V i VI):

O

OH

N
LI AIH,

(II)
NH,

CH-C

(PO CM,-NH-

(V)

NH-CH2

(VI)

L'espectre de RMN de 13C de l'oxima (IV) es identic al de la ben-
zoilresina (1II), com podem esperar en comparar els desplacaments

quimics de la benzofenona i la benzofenona oxima (B-6.139). En
l'espectre d'una resina benzhidrilamina sintetitzada via l'oxima (IV)

podern veure tres senyals alifatics que indiquen la formaci6 de dos
productes de transposici6 (V i VI), mentre que el producte correcte
es forma en poca quantitat (fig. 10). El gran nombre d'estructures

semblants fa dificil la interpretaci6 de l'espectre, i la que presentem es
basa en l'aplicaci6 progressiva de les funcions de millora de resoluci6,
atenent acuradament a les intensitats dels senyals i als desplacaments
quimics observats per a la N-metilanilina (L-2), 1'1,2-difenileta (B-
5.690), l'etilbenze (L-2), la benzilamina (B-660) i la N-benzil-2-toluidina
(B-20.213). La zona aromatica parcialment resolta pot esser observada
en la figura 9 c. Sembla que hi ha mes percentatge de l'isomer V que no
indica la relaci6 d'intensitats dels senyals de 48,8 i 48,2 ppm. L'obser-
vaci6 acurada del segon d'aquests senyals indica que es mes ample que
el primer, possiblement perque el 13C-31 es un enllac mes a la vora de
la trama polimerica que el 13C-40. Veiem, doncs, la dificultat de com-
parar intensitats de senyals corresponents a nuclis amb diferent rela-
xaci6 i mobilitat, i, en aquest sentit, encara es mes problematica la
comparaci6 amb el senyal del 13C-22. La integraci6 d'espectres compa-
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rabies i la mesura dell NOE dels senyals d'interes pot donar quantifi-

cacions igualment que per a mesurar funcionalit zacions, pero aixo cau

fora de les pretensions d'aquest treball. La obtencio majoritaria del

producte de transposicio del grup "poliestiril" esta d'acord amb els

resultats obtinguts en la reduccio d'ariloximes alquilsubstituides amb

LiAlHp ,30

Ha estat comprovada la utilitat de la RMN de 13C per a detectar
reaccions anomales, a part la caracteritzaci6 de la resina. Hom ha vist,
tambe, la utilitat d'algunes de les idees exposades al segon capitol.

N

a) I, 1
1

140

--F-

1l0

135
T

110

12E]

125

Fig. 9. Comparacio de la zona aromatica resolta dels espectres de RMN de 13C

de: a) la benzoilresina III RE = 0,018 AF = 0.062 b) resina benzhidrilamina (II)

obtinguda per reduccio de Leuckart de benzoilresina (III) RE = 0,018 AF = 0.062

c) resina benzhidrilamina obtinguda via 1'oxima (IV) RE = 0,019 AF = 0.057.
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Fig. 10. Espectre de RMN de 13C d'una resina benzhidrilamina obtinguda per
formaci6 de l'oxima (IV) i reduccio amb LiA1H4, en CDC13. AT = 0,7 s PW = 5,2
/is NT = 96.000 LB = 1.

3.3. 4-hidroximetilfenoximetilresines

Ha estat demostrada recentment la gran aplicacio del 4-hidroxime-
tilfenoximetil-Pst. (VII) (descrit per Wang el 1975)33 a la sintesi de
peptids en fase solida, per les condicions suaus en que es trenca 1'enllac
peptid-resina.34-37 Wang descriu la sintesi d'aquests suports per dues vies
diferents, partint del clorometil-Pst. (a l'esquema vies A i B1).33 Mer-
rifield ha trobat recentment38 que la sintesi en les condicions Bl porta
a relines molt heterogenies i dona les condicions B2 com a les millors
per a minimitzar les diverses reaccions secundaries que poden tenir floc.

^•ICH O'-)N

(T)

CH CI CH
2
-040^- CO=CH,

a '

HO-(( ))-CO2CH3
1Y111)

M tode A
Li Al H4

Na)')CHV O1-

CH^O RO--CHt 0

A

)r CH2OH0

Ethtode B (VII)

B1 1,3 eq. 4-hidroximetilfenol (4-HMP), NaCH3O; 24 h. 80°C.
B2 3 eq. 4-HMP, NaCH3O; 8 h. 50°C.
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Les principals impureses que podem trobar en la sintesi per metode
A son: fester VIII sense reduir, grups clorometil sense substituir i els
productes de la seva hidrolisi (IX) o de substituci6 pel metoxid (X). Pels
metodes B1 i B2 no podem tenir ester VIII pero si que podem tenir, a
mes, productes de polimeritzacio XI o d'atac invers del 4-HMP (XII).
Indiquem entre parentesis els percentatges que descriu Merrifield38 per
a la sintesi en condicions Bl (primer) i B2.

(VIII)

CH=

(IX) (9;3)

CO=CHa Q-CH= OH

(XI) (m nitjana : 3,6;1,1)
(X) (53;2)

RCiO-(O}}CH=-OH O- CH=-O-CH,

(YII) (0,5;0,2)

(R -8HzO-N,-Q 0H

El rendiment de 4-hidroximetilfenoximetilresina (VII) el situa Mer-
rifield en un 25% pel metode 131 i en un 93% pel metode B2; queden
un 8% de clorometils en el primer cas i un 0-0,5% en el segon.

L'espectre de RMN de 13C en fase gel d'un 4-hidroximetilfenoxi-
metil-Pst. obtingut pel metode A al nostre laboratori (fig. 11) to les

r
1 6 0 1 4 0 i20 100 90 60

T
40

Fig. 11. Espectre de -RMN de 13C d'una 4- hidroximetilfenoximetilresina ( obtin-
guda pel metode A) en CDC13. AT = 0,7 s PW = 12,0 µs NT = 30.000 LB = 1.
Desplacaments quimics determinats pel 4-HMP (6 (ppm )-Ass.): 156, 4-12; 132,
8-15; 128, 2-14; 115, 0-13; 63, 2- 16. La numeracio coincideix amb la corresponent
en VII.
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mateixes caracteristiques que hem anat observant: els senyals d'anells
aromatics no poliestirenics (que pengen) s6n mes facilment observables
que els dels anells poliestirenics funcionalitzats; el senyal del 13C-16
(hidroximetil) pot esser utilitzat per a mesurar la funcionalitzaci6 de les
resines; aquest senyal es mes estret que el del 13C-11 perque es mes
lluny de la trama polimerica. A mes, aquest darrer senyal es mes ample
que el de clorometil (fig. 6) a causa d'una immobilitzaci6 produida per
1'estructura ancorada sobre el carboni corresponent. Hom pot observar
un senyal addicional d'hidroximetil (13C-20) que prove de la resina clo-
rornetilada de partida. Petits senyals a 163,3 i 52,5 ppm semblen indicar
una petita impuresa d'ester metrlic VIII sense reduir.

Per a detectar impureses per RMN de 13C en 4-hidroximetilfenoxi-
metilresines obtingudes pel metode Bens, hem de fixar-nos en la zona
alifatica de l'especire. A la figura 12 podem observar les caracteristiques
principals de la zona alifatica de 1'espectre de RMN de 13C d'una resina
(VII) molt impura. La relaci6 d'integrals dels senyals de 70,0 i 64,9
ppm (atenent a la relaci6 observada per les resines obtingudes pel
metode A) d6na el valor mitja de in per als productes de polimeritza-
ci6 (XI). Senyals a 57,8 i 74,5 ppm corresponen a metoxirnetilre-
sina (X).

L'espectre de RMN de 13C en face gel d'una 4-hidroximetilfenoxi-
metilresina comercial (de la firma BACHEM) indica la formacid, tan
sols, d'un 20% de productes de polimeritzaci6 (m mitja 1,2). Per a una
resina VII obtinguda pel metode B1 al nostre laboratori podem estimar

I

90 60 HO
Fig. 12. Zona alifatica de 1'espectre de 13C en CDC13 d'una 4-hidroximetilfenoxi-
metilresina molt impura obtinguda pel metode B2; permet d'observar alguns dels
senyals que cal esperar quan existeixen les impureses descrites en el text. AT = 0,7
s PW = 12,0 ps NT = 10.000 LB=1.
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per RMN de 13C en fase gel que el valor mitja de m es entre 1,2 i 1,3 i

la relaci6 entre producte correcte VII i metoximetilresina (X) es apro-

ximadament de 3 a 1, la qual cosa contrasta notablement amb les dades

descrites per Merrifield. Hom no hi detecta senyals d'altres grups hidro-

ximetil (IX). Per a diverses resines obtingudes al nostre laboratori en

les condicions donades per Merrifield (B2), hom no hi ha observat cap

impuresa, a part una excessiva polimeritzacio (m mitja entre 1,3 i 1,8).

Podem veure que la RMN de "C en fase gel d6na una bona estima-

cio de la qualitat de les 4-hidroximetilfenoximetilresines, encara que no

es una tecnica amb una sensibilitat molt elevada. Cal assenyalar que

possiblement no observern senyals de grups clorometil sense substituir

que estiguin en relativament poca quantitat. Per a una resina amb una

funcionalitzaci6 de 0,8 meq. VII/g resina podem estimar que impureses

del 3% han d'esser detectades si tenim en compte que emprem valors de

LB de 4 6 5 sempre que cal confirmar senyals (cal que no hi hagi en-

cavalcament de senyals).

3.4. Espectres de RMN de 13C de la bromometil-Nbb resina i la clo-

rometil -Pab resina

Presentem aqui els espectres de RMN de 13C en fase gel de dos

suports mes elaborats que son emprats en sintesi de peptids i han estat

desenvolupats en anys recents al nostre laboratori (43-46): 1'a-(4-

bromometil-3-nitrobenzamido) benzil-Pst. (bromometil-Nbb resina,

XIII) i 1'a-[4-(clorometil) fenilacetamido] benzil-Pst. (clorometil-Pab

resina, XIV) (figures 13 i 14, respectivament). Els dos suports se sinte-

titzen a partir de la resina benzhidrilamina (III). En ambdos espectres

podem observar la restriccio de mobilitat produida en el carboni

benzhidril (13C-22) respecte a la resina benzhidrilamina (fig. 8). L'efecte

es analeg a l'observat pel clorometil a 1'apartat anterior. Hom comprova

una altra vegada la utilitat de la millora de resoluci6 matematicament.

El pobre inflament de la clorometil-Pab resina en el dissolvent es re-

flectit clarament en 1'espectre de la fig. 14; el bon inflament de la

resina es fonamental per a obtenir un espectre de RMN de 13C en fase

gel satisfactori.
Les conclusions globals de 1'analisi duta a terme per RMN de 13C

d'algunes resines emprades en sintesi de peptids poden esser resumides

en els punts segiients:
- La RMN de 13C permet de caracteritzar les resines i ens pot

ajudar a determinar-ne la funcionalitzaci6.

- Els senyals que hom observa amb mes facilitat son els dels car-

bonis mes allunyats de la trama polimerica.. .
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Fig. 13. Espectre de RMN de 13C de la bromometil -Nbb resina (XIII) en CDC13.
AT = 0,7 s PW = 6,0 us NT = 220.000. a) LB = 1 b) RE = 0.016 AF = 0,030. Ha
estat conservada la numeracio per a la benzoilresina (III).
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Fig. 14. Espectre de RMN de 13C de la clorometil-Pab-resina (XIV) en CDC13.

AT = 0,700 s PW = 6,0 ps NT = 54.964. a) LB = 1; b) zona aromatica emprant

RE = 0.019 AF = 0,053.
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- La manipulaci6 matematica del FID ha resultat especialment util
en aquest tipus d'espectres que presenten senyals encavalcats i amb
diferents amplades de banda; tambe ajuda a resoldre problemes de sensi-
bilitat per a detectar carbonis quaternaris o impureses.

-- S'obre el camf al seguiment de sintesis de peptids en fase solida

per RMN de 13 C.

Horn inclou, finalment, en aquest capitol, l'intent de resoldre un
problerna de determinaci6 estructural en polimers, que permet de veure
les limitations de la RMN de 13C en fase gel quan augmenta el grau de

reticulaci6.

3.5. Deterrniuacio de la posicio de litiacio del poliestire

Un problema interessant de determinaci6 estructural a polimers es
presenta en la litiacid del poliestire amb butil litio (en presencia de
N,N,N,N,-tetrametilendiarnina). En un treball recent amb productes
de carbonataci6 del copoli (estire-2°%o-divinilbenze) litiat,40 hom de-
mostra la formaci6 de productes meta- i para- substituits en proporci6
estadfstica (2: 1), confirmant els resultats obtinguts per RMN de 13C
per a la litiacid del poliestire lineal.41 En un treball anterior horn pro-
posa, en canvi, la litiaci6 preferent en para-.42 Horn disposa de les
rnostres ernprades en el primer treball esmentat:40 els productes de car-
bonataci6 previa litiacid directa (XV) o amb bromaci6 intermedia
(XVI), els corresponents esters metilics (XVa i XVIa) i el producte de
bromaci6 (XVII).

Els espectres que horn obte per a aquesta polimers, reticulate en un

2%, demostren la disminuci6 de la mobilitat a les cadenes determinada

per un pobre inflament de la resina en el dissolvent. No han pogut esser

obtinguts espectres satisfactoris de les carboxilresines (XV i XVI)

despres de fer proves d'inflament en CHC13 , DMSO, CH2 Cl2 , MeOH i

5
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dioxan . Si que hom pot treure informacio , en canvi, dels espectres de
RMN de 13C dels derivats metilesterificats XVa i XVIa ( fig. 15). Si be
no han pogut esser detectats clarament dos senyals de carbonil en di-

-eCH-CHZ* CH-CHi}

a)

60CO2CH,
c 0

1

. (i.i13.aa)

. (i. Sf). N.)

S7

Y

COZCH3
b

190 160 10 Ito 100 AO 60 40

Fig. 15. Espectres de RMN de 13C dels derivats esterificats amb ampliacio dels
senyals de metil resolts . a) XVa AT = 0,350 s PW = 12,0 µs D1 = 2,350 s NT= 30.000
LB = 0,796. Ampliacio : RE = 0,027 AF = 0.050. b) XVIa AT = 0,350 s PW = 12,0
µs Dl = 2,350 s NT = 83.224 LB = 2. Ampliacio RE = 0.027 AF = 0.050.
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versos espectres realitzats de la mostra obtinguda per litiacid directa

(XVa), si que hom pot resoldre matematicament el senyal de metil,

contrariament a allo que s'esdevenia amb la mostra obtinguda per

bromacio previa (XVIa). Els desplacaments quimics observats indiquen

que l'isomer majoritari en la mostra XVa es el de substitucio en meta-

confirmant els resultats esperats;40 ja es compren que hom no poden

fer quantificacions.
Ha estat registrat tambe un espectre de RMN de 13C en CDC13 del

producte de bromacio XVII on hom pot resoldre els senyals corres-

ponents als anells aromatics funcionalitzats; el nombre de senyals obser-

vats i els corresponents desplacaments quimics confirmen que la bro-

macio es en para-.

Veiem que 1'aplicaci6 de la RMN de 13C en fase gel a l'analisi de

poi finers mes reticulate es molt mes problematica, pero la tecnica pot

ajudar a resoldre algun tipus de problema determinant i el seu desen-

volupament pot ampliar el nombre d'aplicacions.

4. SEGUIMENT DE LA SINTESI DEL TRIPEPTID H-Asn-(N-Me)Ala-Thr-NH2

PER RMN DE 13C EN FASE GEL

Vistes les possibilitats de la RMN de 13C en fase gel per a analitzar

alguns dell suports solids mes elnprats en sintesi de peptids, el pas

segiient, dins l'estudi que hom esta fent, es l'aplicacio de la tecnica al

seguiment d'una sintesi peptfdica. Hom ha cregut convenient, per a fer

un primer seguiment, d'abordar la sintesi d'un peptid curt. Ha estat

escollida, aixf, la sintesi tripeptid H-Asn-(N-Me)Ala-Thr-NH2 que to

interes en estudis que estern duent a terme al nostre laboratori sobre els

mecanismes de N-glicosilacio.

4.1. Sintesi del tripeptid H-Asn-(N-Me)Ala-Thr-NH2

Per sintetitzar el tripeptid H-Asn-(N-Me) Ala-Thr-NH2 ha estat seguit

el procediment general de sintesi de peptids en fase solida. El suport

solid emprat ha estat la resina benzhidrilamina (II). Hem utilitzat el

grup tert-butoxicarbonil (Boc) coin a protector de la funcio a-amino i el

grup benzil, labil al fluorur d'hidrogen, per a protegir la cadena lateral

de la treonina. La cadena lateral de l'asparagina no ha estat protegida.

El trencament de l'enllac peptid-resina ha estat obtingut amb fluorur

d'hidrogen, i el peptid ha estat obtingut en forma de carboxamida

C-terminal.
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L'esquema general de la sintesi queda, aixi , de la manera segiient:

H2 N-®

1 Boc-Thr(Bzl)--OH/DCCI

Boc-Thr(Bzl)--NH-®

1 30% TFA/CH2 C12

1 5% EDIA/CH2 C12

1 Boc-(N-Me) Ala-OH/DCCI

Boc-(N-Me) Ala-Thr (Bzl)-NH-®

1 30% TFA/CH2 Cl2
1 5% EDIA/CH2 C12
1 Boc-Asn-OH/HOBt/DCCI

Boc-Asn--(N-Me) Ala-Thr(Bzl)-NH--®

1 30% TFA/CH2 Cl2
1 5°r° EDIA/CH2 Cl2

H-Asn-(N-Me) Ala-Thr(Bzl)-NH-®

1 HF

H-Asn-(N--Me) Ala-Thr- -NH2

Hom ha emprat una resina benzhidrilamina obtinguda per benzoi'la-
ci6 del Pst. i reducci6 aminativa de Leuckart, de funcionalitzaci6 0,86
mmol NH2 /g resina. L'acoblament de cada aminoacid fou dut a terme

en tres passos: 1) desproteccio de la funcid a-amino en que volem
ancorar el nou aminoacid; 2) neutralitzacid de la mateixa func16, i

3) acoblament del nou aminoacid emprant un agent activador.
Les etapes de desproteccio son dutes a terme amb acid trifluoroa-

cetic al 30% en clorur de metile, durant mitja hora. La neutralitzacid
es feta amb etildiisopropilamina al 5% en clorur de metile. Per a acoblar
el primer aminoacid hom empra el mateix tractament amb base sobre la
resina benzhidrilamina, car normalment es ernmagatzemat en forma de
clorhidrat; horn duu a terme 1'acoblament prdpiament dit seguint els
metodes convencionals, en dues etapes de dues hores, emprant en cada
una 2,5 vegades d'exces de Boc-Thr(Bzl)-OH i diciclohexilcarbodiimida
que fa d'agent activador. Per a comprovar que la incorporacid ha estat
completa, hom empra l'assaig quantitatiu de la nihidrina per a detectar
amines primaries.54 El resultat es negatiu i indicant que el grau d'aco-
blament es superior al 99,6%.

La incorporacid del segon aminoacid ha estat duta a terme pel
mateix procediment, despres de les corresponents etapes de despro-
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teccio i neutralitzaci6. En aquest cas, la disponibilitat de Boc-(N-
Me)Ala-OH tan sols ha permes d'emprar 1,5 vegades d'exces en la se-
gona etapa d'acoblament. L'assaig quantitatiu de la ninhidrina demostra
que 1'extensi6 de 1'acoblament ha estat satisfactoria.

Per a introduir el tercer aminoacid, ha calgut variar I'estrategia
sintetica. D'una banda, hi ha problemes esterics per a acoblar aminoa-
cids sobre (N-metil) peptidilresines; de l'altra, s'agreuja el problema en
have d'ernprar Boc-Asn-OH en forma d'ester actiu (de 4-nitrofenol o de
benzotriazole), menys reactiu que l'aminoacid activat per DCCI (aquest

48tipus de dificultats han estat descrites anteriorment per altres autors.47'
La utilitzacio de DCCI com a activador facilita diverses reaccions secun-
daries de la Boc-Asn-OH que es poden produir abans de l'acoblament.
La principal d'aquestes reaccions es la formacio de nitril (a la cadena
lateral de 1'asparagina) que reverteix a amida quan es trenca 1'enllac
peptid-resina amb HF; tanmateix, cal evitar la formacio d'altres pro-
ductes secundaris com la 0-aspartamidino-N-metilpeptidilresina.49

Hom ha emprat un dels metodes descrits per S. Mojsov et al. en un
treball recent on son estudiades les conditions optimes per a acoblar
l'asparagina.49 Despres de les etapes de desproteccio i neutralitzacio,
de la manera convencional, hom ha dut a terme una primera etapa
d'acoblament emprant 4 vegades d'exces de Boc-Asn-OH, DCCI i 1-
hidroxibenzotriazole, de dues hores de durada. L'assaig del cloranil

per a detectar amines secundaries50 demostra que l'acoblament ha estat
incomplet. Aixo mateix deduim de l'espectre de RMN de 13C (apartat
4.2) que indica, a mes, la formacio d'una quantitat considerable de
nitril a la cadena latenal de l'asparagina. Despres d'una segona etapa
d'acoblament de 14 bores de durada, en les mateixes condicions que la
primera, l'assaig del cloranil dona una coloracio molt debil que sembla
indicar que estem en els limits de deteccio del metode (2-5 pmol
amina/g resina). L'espectre de RMN de 13C en fase gel demostra que ha
augmentat la incorporacio de Boc-Asn-OH, i no s'hi observen senyals de
dipeptidilresina sense reaccionar.

Hom ha dut a terme una tercera etapa d'acoblament de 14 hores de
durada, en les mateixes conditions, per tal d'intentar de completar la
incorporacio del tercer aminoacid. El resultat de l'assaig del cloranil
es negatiu i 1'espectre de RMN de 13C en fase gel indica una petita
incorporacio addicional, si be l'intent de quantificar-lo pot esser dubtos.

Al final d'aquestes tres etapes d'acoblarnent, la quantitat de nitril a
la cadena lateral de l'asparagina es superior a la de carboxamida, pero
no s'hi detecten altres productes secundaris indesitjables. Una absorcio
molt debil a l'IR a 2.250 cm-1 presta suport a 1'existencia de grups nitril
a la resina. La formacio important de nitril no esta d'acord am[) els
resultats obtinguts per Mojsov et al. per a l'acoblament de Boc-Asn-OH
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sobre amines primaries terminals ;49 cal atribuir - la a la menor reactivitat

de les amines secundaries quant a l'acoblament d'un aminoacid, que

facilita la competencia de reaccions secundaries previes a l'acoblament.

Per tal de facilitar la separacio , posterior al trencament de 1'enllac

peptid -resina ) de la dipeptidil resina que pugui restar , hom duu a terme

una acetilac16 abans d'eliminar el Boc de la Boc - tripeptidilresina. Per a
acetilar cal fer un tractament amb gran exces d'anhidrid acetic (5 ve-

gades respecte a la funcionalitzaci6 total ). Posteriorment hom despro-

tegeix el grup -amino terminal amb TFA al 30 % en clorur de metile.
El trencarnent de 1'enllac peptid - resina es dut a terme amb HF anhidre

'durant una Nora en presencia d'anisole. L ' HF lliura la cadena lateral de
la treonina , i 1'anisole evita les reaccions secundaries que es poden
produir a causa dels cations benzil Iliurats. A partir d'l ,2 g de peptidil-
resina horn obte ca. 120 mg de peptid cru. Despres d'una extraccio
amb eter anhidre ( per a eliminar l'anisole ), el cru es solubilitzat amb
acid acetic i aigua i hom procedeix a liofilitzar . En l'actualitat hom
esta realitzant la purificacio del tripeptid per cromatografia d'exclu-
si6 molecular sobre una columna reblerta amb poliacrilamida (BIO-
GEL P2), seguida d'una cromatografia de bescanvi cationic sobre carbo-
ximetilcelulosa (CM-52). El tripeptid ha estat caracteritzat per Resso-
nancia Magnetica Nuclear de 1 H d'alt camp , pero hom no disposa de
cap quantificacio del producte pur.

4.2. Espectre de RMN de 13C dels productes intermedis de la sintesi

del tripeptid H-Asn-(N-Me)Ala-Thr-NH2

Hani estat registrats espectres de RMN de 13C despres de cada

acoblament i cada etapa de desproteccio per tal de seguir la sintesi

del tripeptid H-Asn(N-Me)Ala-Thr-NH2 (fig. 16 ). Per a assignar els

espectres, hom ha utilitzat en alguns casos taules de desplacaments

quimics esperats per a determinades subestrutures . 53 Les caracteristi-

ques generals dels espectres son les esperades : els senyals rues aguts

son els que corresponen als carbonis rues allunyats de la trama poli-

merica, i hi ha un eixarnplament dels senyals de la cadena peptidica

segons va avancant la sintesi. De fet, aquesta situaci6 ens es favorable

perque les diferents reaccions de la sintesi tenen lloc a la part final

de la cadena peptidica . Com es tipic , hom ha emprat millora de sen-

sibilitat (LB = 4 6 5 ) per a confirrnar o descartar senyals que es con-

fonguin amb el soroll de fons. Podern comprovar que les reaccions

de desproteccio poden esser verificades perfectament per RMN de
13C en fase gel gracies als senyals dels metils del Boc (13C-20). Hi ha

una tendencia general en els desplacaments quimics dels carbonis dels

aminoicids , que es un moviment cap a camps alts que hom enllaca
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una estructura als grups a-amino (e.g. un aminoacid) i un corriment

invers a camps baixos quan hom elimina una d'aquestes estructures

(e.g. Boc). Aquest efecte es degut probablement a efectes esterics, car

es molt mes accentuat a la (N-Me) alanina en la qual la func16 a-amino

es secundaria.

A la figura 16 c observem que el senyal corresponent al 13C-11 es

mes ample que horn no podria esperar. Aix6 es probablement ocasionat

per la isomeria Z-E deguda a la rigidesa de l'enllac amida (com passa

en realitat a la Boc-(N-Me) Ala-OH; quan s'elimina el grup Bloc els

senyals corresponents als 13C-11 i 13 es tornen mes aguts (fig. 16 d)).

Despres del primer acoblament d'asparagina, l'espectre de RMN de

13C en fase gel demostra que l'acoblament ha estat incomplet, car

apareixen senyals de dipeptidilresina i Boc-tripeptidilresina. Despres de

la segona etapa d'acoblament, horn no observa cap senyal de dipeptidil-

reina a l'espectre de RMN de 13C (fig. 16 e)). Dos senyals, a 117,0 i 21,4

ppm, indiquen la formaci6 d'una gran quantitat de grups nitril (mes del

50%) a la cadena lateral de l'asparagina. Sembla que aquest fet i la

possibilitat d'isomeria deguda a l'enllac peptfdic format, originen la

complexitat i poca sensibilitat de 1'espectre.

Despres de la tercera etapa d'acoblament, el senyal del Boc (13C-20)

es lleugerament mes intens que despres de la segona etapa, la qual cosa

sembla indicar que hi ha hagut una petita incorporaci6 additional

d'aminoacid. Despres d'acetilar, han estat fets tres espectres de RMN

de 13C en fase gel variant la temperatura (a 22°C, 55°C i 90°C) en db-

DMSO/dioxa (1 :4), per tal d'intentar d'interpretar 1'espectre de la

Boc-tripeptidilresina. El senyal del Boc (13C-20) apareix sempre com un

doblet, cosa que pot esser degut a la presencia de dos grups diferents

(CONH2 i CN) a la cadena lateral de l'asparagina. No obstant aix6, els

senyals corresponents als 13C-14 i 15 no es resolen com a doblets, i

aixo es dificilment explicable pel fet que aquests senyals siguin mes

amples. A la fig. 16 f podem observar que 1'augment de temperatura

simplifica considerable rnent l'espectre, peril aixo no es degut unicament

a un estrenyiment dels senyals. El senyal corresponent al 13C-15

apareix en db-DMSO-dioxa (1 :4) a 22°C dividit en un senyal ample

i poc intens i un altre de mes agut, que s'acosten a 55°C i ja han arribat

a la coalescencia a 90°C. Tambe es remarcable 1'estrany aspecte del

senyal del 13C-3 a l'espectre de la fig. 16 e comparat amb l'espectre de

la fig. 16 f. Aquests i altres details fan pensar que hi ha un factor

addicional que complica l'espectre; sembla que les interactions entre

les zones polars de la cadena peptidica afavoreixin unes determinades

conformations i que hi ha equilibris lents entre elles. A part aquesta

complexitat espectral, podem afirmar que hom no hi detecta senyals

de i3-aspartamidines.
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Fig. 16. Espectres de RMN de 13C en fase gel dels intermedis de la sintesi del tri-

peptid H -Asn-(N -Me)Ala-Thr-NH2. AT = 0,7 s LB = 1. a) Boc-Thr(Bzl)- resina

PW = 12,0 ps NT = 10.000. b) H-Thr (Bzl)-resina PW = 6,0 ps NT = 56.200.

c) Boc- (N-Me)Ala-Thr(Bzl)- resina PW = 12,0 ps NT = 10.000.
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d) H-(N-Me)Ala-Thr( Bzl)-resina PW = 12,0 µs 12,0 µs NT = 10.000.
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e) Boc-Asn-(N-Me)Ala-Thr( I3z1)-resina despres de la seKona etapa d'acoblament de
l'asparagina . Els senyals marcats amb numero' corresponen a la formacio de nitril
a la cadena lateral de 1'asparagina . Els senyals marcats amb ? corresponen a mo-
lecules petites que no han estat eliminades en rentar la resina. PW = 6,0 µs
NT = 169. 685. Tots aquests espectres son a temperatura ambient en CDC13.
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f)
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f) Boc-Asn-(N-Me)Ala-Thr(Bzl)-resina despres °de 1'acetilaci6 . PW = 12,0 µs

NT = 13.000. En d6-DMSO/ dioxa (1:4) a 90 C.

Desplacaments quimics determinats per a la Boc -Thr(Bzl)-Oh en CDC13 (6 (ppm)-

Ass.): 176, 1-1; 156, 2-18; 137, 5-6; 128, 3-8; 127, 8-9; 127, 7-7; 80, 2-19; 74, 3-3;
71, 1-5; 58, 0-2; 28, 2-20; 16, 1-4. Boc-(N-Me)Ala-OH en CDC13 (6 (ppm )-Ass.):

177, 9-10; 177, 8-10; 156, 2-18; 155, 4-18; 80, 6-19; 80, 5-19; 55, 0-11; 53, 5-11;

31, 2-13; 30, 6-13; 28, 3-20; 15, 0-12; 14, 6-12. Boc-Asn-OH en CDC13/d6-DMSO

(1: 1) (6 (ppm )-Ass.): 174, 1-17; 173, 9-14; 156, 5-18; 80 , 2-19; 50, 5-15; 37,
2-16; 28, 2-20.

L'amplada de banda del senyal del Boc (13C-20) als espectres de les

figs: 16 a, c i e es 8,6 Hz, 5,3 Hz i 5 Hz (estimaci6 ), respectivament.
Aix6 indica que, probablement , la relaxaci6 transversal comenca a
estar dominada per les inhomogeneitats del camps per als 13C- 20 en la
Boc-tripeptidilresina . Comparant la intensitat del senyal dels 13C-20 a
un espectre registrat amb pulsacions de 90° amb un altre obtingut amb
pulsacions de 45° ; podern concloure que hi ha alguns problemes de rela-
xaci6 longitudinal ( saturaci6 ) en les primeres condicions (i AT = 0,7 s)
en la Boc-dipeptidilresina , que s6n evidents en la Boc - tripeptidilresina
a 90°C ( compareu els espectres de les figs . 6 e) i f)). Per a altres nuclis
no sembla que hi hagi problemes de relaxaci6 longitudinal en augmentar
la temperatura . A 1'apartat 4.4 insistirem sobre aquesta questi6.

4.3. Seguiment de la desproteccio de la funcio a-amino de 1'asparagina

El grup protector rues emprat en sintesi de peptids en fase s6lida, es

el Boc. Per a alliberar les amines protegides per aquest grup, hom acos-
tuma a fer un tractament de 30 minuts amb acid trifluoroacetic al 30%
en clorur de metile i, habitualment, hom no comprova que la despro-

tecci6 hagi estat completa; d'altra banda, no hi ha gaires dades de la
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cinetica del proces de desprotecci6. Hem vist que la RMN de 13C es un
bon metode per a detectar la presencia de grups Boc, car el senyal cor-
responent als tres metils magneticament equivalents acostuma a esser
prou intens i agut. Hem cregut interessant, per tant, de seguir la reacci6
de desprotecci6 per RMN de '3C en fase gel.

Hom ha dut a terme, d'una banda, la desprotecci6 de la major part
de la Boc-tripeptidilresina de la nianera convencional. L'espectre de la
tripeptidilresina resultant presenta la mateixa complexitat que el de la
BOc-tripeptidilresina, pero hom pot comprovar que 1'eliminaci6 del
Boc ha estat total. D'altra banda, ha estat dut a terme, sobre la resta de
la Boc-tripeptidilresina, un primer tractament de 2 minuts amb TFA al
30% en CH2 C12 . Per RMN de 13C observem que resta un 64% de grups
Boc sense elirninar. Despres d'un tractament de 5 minuts resta el 28%
dell grups Boc initials. Finalment, observers que despres de dos tracta-
ments addicionals de 2 i 10 minuts encara resta un 7% de grups Boc
sense eliminar. L'experiment es concloent respecte a la importincia de
prolongar el tractament amb TFA per un temps d'almenys 30 minuts
per tal de desprotegir totalment la funci6 a-amino de 1'asparagina. Si
be cal anar amb precauci6 a l'hora d'extrapolar resultats, queda clar
que, en general, tractaments mes curts tenen el risc que la desprotecci6
sigui partial.

4.4. Mesura dels temps de relaxacio longitudinal de la l3oc-Asn-(X-
Mc).-1la-Thr(Bzl)-resina

Per tal de tenir una idea de la distribuci6 de mobilitats de la cadena
peptidica al gel, hom ha dut a terme un mesurament de T1 per la
Boc-Tripeptidil-resina (taula VI a)). A fi de poder comparar aquests valors
de T1 amb els d'una molecula comparable en soluci6, ban estat mesurats
els T1 d'una dissoluci6 concentrada de Boc-(Bzl)Thr-OH en CDC13
(taula VI b)). Algunes dades per a la Boc-tripeptidil-resina tan sols son
orientatives, car la poca intensitat dels senyals corresponents i llur
encavalcament impedeix de poder fer mesures rues acurades.

Corn ja hom podia esperar, els carbonis metilics s6n els mes m6bils
de la molecula. En canvi, no hi ha una gradaci6 clara de T1 des dels
carbonis de la treonina fins als carbonis de 1'asparagina, potser perque
les interactions entre les zones polars de la cadena peptMica li donen
una estructura replegada i una mica rigida; de fet, I'inflament de la
resina al dissolvent es bastant pobre. No obstant aix6, els metils del
Boc estan lens dubte hen solvatats pel dissolvent, i veiem que no hi ha
gaire diferencia entre Ilur T1 i el dels metils del Boc de la Boc-Thr(Bzl)-
OH en soluci6 de COC13. Aix6 d6na una verificaci6 directa del fet que
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la solvataci6 en aquests gels en que es realitzen les sintesis de peptids
en fase solida, pot esser quasi tan eficient com la solvatacio en disso-
luci6. Aixi, es logic que el treball amb aquests suports insolubles no
impliqui una davallada molt important en les velocitats de reaccio.
Veiem, a mes, que la informaci6 quc ens d6na la RMN de 13C en face
gel en relacio amb la sintesi de peptids en fase solida es molt directa en
el sentit que ambdues son dutes a terme en condicions perfectament
comparables.

TAULA VI

Mesurament de T1 a 50,3 MHz a) Boc-Asn-(N-Me)Ala-Thr(Bzl)-resina en CDCl3.

Tambe es donen els valors de NT1. Els senyals del suport polimeric son indicats

amb una r i el numero que correspon a la numeracio donada a les figures 1 i 7.

LB = 3. b) Boc-Thr(Bzl)-OH en CDC13 (1 g/2,5 cc) LB = 1

a) Nucli T1 (s) NT1 (s) b) Nucli T1 (s)

2-a 0,19 ± 0,05 0,19 1 3,08 ± 0,04

3 0,09 ± 0,03 0,09 2 0,312 ± 0,004

4 0,26 ± 0,03 0,78 3 0,303 ± 0,005

5 0,25 ± 0,05 0,48 4 0,551 ± 0,007

7 0,28 ± 0,03 0,28 5 0,548 ± 0,007
8 0,29 ± 0,03 0,29 6 8,8 ± 0,7
11 0,3 ± 0,1 0,3 7 1,36 ± 0,06
12 0,34 ± 0,06 1,02 9

13 0,7 ± 0,3 2,1 8 1,562 ± 0,005

15-15' 0,21 ± 0,02 0,21 18 5,1 ± 0,1

16 0,07 ± 0,03 0,14 19 5,4 ± 0,2

16' 0,25 ± 0,05 0,50 20 0,699 ± 0,002
20-20' 0,52 ± 0,02 1,56

rl 0,05/0,07 ± 0,05 0,10/0,14

r2 0,130 ± 0,004 0,130

r3 0,84 ± 0,08
r6 0,14 ± 0,01 0,14

r14 1,3 ± 0,1

r15 0,29 ± 0,02 0,29

r16 0,27 ± 0,03 0,27
r17 0,22 ± 0,01 0,22
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5. METODOLOGIA GENERAL

5.1. Instrumentacio

Els espectres de RMN han estat enregistrats en un instrument
VARIAN XL-200 (200,6 MHz per a 1 H i 50,31 MHz per a 13C) en la
modalitat d'impulsos i transformada de Fourier i amb quadratura de
fase. Els espectres IR lhan estat obtinguts en aparells PERKIN-ELMER
457 i PERKIN-ELMER 681. Els espectres UV han estat enregistrats en
un espectrometre PERKIN-ELMER 124. Per a sonicar, horn ha emprat
un aparell ULTRASONS P-SELECTA. Les mesures de pH han estat
fetes en un instrument RADIO-METER model PHM-51. La reaccio
amb HF ha estat duta a terme en una instal•lacio de Teflon i Kel-F
de la casa Toho-Kaesi (Toquio, Jap6). Hom ha liofilitzat en un sistema
Afora-Edwards.

5.2. Preparacio de les mostres per a registrar espectres de RMN de 13C

Horn pesa 300 mg de mostra seca dins el tub de RMN (de 10 mnm
de diametre), i In afegeix una quantitat suficient de dissolvent (2-4 cc)
per a inflar la mostra; cal agitar-lo tres minuts amb un agitador GRICEL
model 30 i deixar-lo reposar 30 minuts (temps en que l'alcada del
dissolvent en exces, que queda a sobre o a sota del gel, s'ha estabilitzat;
per a mostres amb problemes d'inflament cal deixar mes estona d'equi-
libraci6). Si hi ha massa exces de dissolvent, cal eliminar-lo amb una
pipeta "Pasteur". Si la mostra no queda ben homogenia, hom la sotmet
durant 30 minuts a l'accio d'ultrasons. Poden apareixer cumuls de
polfiner mes reticulat o bombolles d'aire que horn pot fer pujar a la
superffcie amb una mica mes d'agitacio per tal d'evitar que afectin
l'espectre. Els ultrasons contribueixen tarnbe o desgasar la mostra.

5.3. Adquisicio dels espectres de RMN de 13C

La sequencia de pulsacions utilitzada per a registrar tots els espec-
tres consta dels seguents intervals de temps a determinar : D1 , P1 , D2
PW i AT en ordre dins un cicle que es repeteix NT vegades. General-
ment, D1 , P1 1 D2 son 0. El FID es recollit en l'espai de temps AT.
L'oscil•lador es en funcionament durant els espais de temps P1 i PW.
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Per a donar una pulsaci6 de 90° cal que PW sigui 12,5 µs. En general,

hom utilitza desacoblarnent de banda ample sobre tots els nuclis de
r H en tota la segiiencia. Les condicions particulars de cada espectre

son indicades a la part teorica. L'amplada d'espectre es de 11.001,1

Hz. L'aparell empra el senyal de deuteri del dissolvent com a lock de

fregiiencia. En general, hom empra com a referencia interna el senyal

de RMN de 13C del dissolvent.

Hom pot obtenir alternativament diversos espectres on tan sols

varii un parametre; aixo vol dir que horn pot fer un cert nombre d'acu-

mulacions (BS) d'un dels espectres, despres el mateix nombre d'acumu-

lacions d'un altre i aixi rotativament fins a acabar cada un d'ells. Tambe

hom pot treballar amb dos i tres parametres variables. .

La integracio d6na un valor absolut de l'area dels senyals observats

i pot esser emprada per a fer mesures quantitatives aproximades sense

utilitzar referencia interna.

5.4. Mesura de la relacio senyal/soroll als espectres de RMN de 13C

El parametre mes caracteristic de la sensibilitat d'un espectre es la

relaci6 senyal/soroll (S: N). Per a un senyal donat, la relacio S: N es de-

finida com S: N = 2,5 Is/In on IS es la intensitat del senyal i In es la

intensitat maxima del soroll de fons en una zona suficientment repre-

sentativa i ample de 1'espectre (uns 1.500 Hz). La mesura pot esser feta

manualment o electronica. Les lades electroniques (que dona l'aparell)

acostumen a esser menys fiables per la dificultat de determinar una

linia de base correcta. En el tipus d'espectres que obtenim, aixo es

especialment greu i cal fer sempre la mesura manual.

5.5. Assaigs arralitics

Determinacio del contingut en amines Mures d'un polimer. Assaig de

Gisin,23

Hom pesa 15 - 25 mg de resina seca a pes constant en una xeringa de

polipropile de 10 ml proveida d'una placa filtrant de polietile poros,

i hom duu a terme els rentats seguents : 1 = 2 x 2 min CH2 Cl2 . 2 - 1 x 2

min TFA/CH2Cl2 30%. 3. - I x 30 min TFA/CH2C12 30%. 4. 4 x 2

min CH2 Cl2 . 5. - 4 x 3 min DIEA/CH2 Cl2 . 5%. 6. - 4 x 2 min CH2 C12 .

7. - Acid picric en CH2 CI2 (0,01 M ). 8. - 6/8 x 2 min CH2 Cl2 .

9. - 3/4 x 3 min DIEA/CH2 C12 5%. 10. - 4 x 2 min CH2 C12. Les

etapes 1 a 3 tan sols sour emprades per a valorar amines protegides amb



'I ^ruh I'^^,r i nu t^^^nlcn }salt I^rupi:uncnt Jc (IC l^isin. L L
Icntats do les etapes 9 i 10, que contenen el picrat desplacat, son re-
, ^)Ilits amb un matras aforat i enrasats amb etanol. De l'absorbancia a
I UV a 358 nrn (e = 14.500) de la solucio obtinguda, en dedui'm la
yuantitat d'amines a la resina. En aforar, cal que el volum dels rentats
recollits sigui el menor possible perque la mesura sigui mes exacta,
pet-6 el volum dels rentats recollits no pot esser mes gran del 20% del
volum total perque la E358 considerada sigui correcta.

Avaluacio de l'extensio dels acoblaments sobre amines primaries. Assaig
quantitatiu de la ninhidrina.54

I assaig ha estat emprat com a metode qualitatiu. Horn hi utilitza
du,s reactius: A. D'una banda, hom dissol 40 g de fenol (reactiu) en
10 cc d'etanol absolut (cal escalfar-lo). D'una altra Banda, hom prepara
una soluci6 de 65 mg de cianur potassic en 100 cc d'aigua; hom dissol
2 cc de la darrera soluci6 en 100 cc de piridina (acabada de destil•lar
sobre ninhidrina). Horn agita ambdues solutions amb 4 g de resina
Amberlita MB-3 durant 45 minuts i les filtra (per separat). Horn barreja
les dues solucions obtingudes. B. Dissolucid de 2,5 g de ninhidrina en
50 cc d'etanol absolut; cal desar-la sota N2 i a les fosques.

Una petita quantitat de resina (2-5 mg) es rentada diverses vegades
amb EtOH/AcOH (1 : 1) i EtOH en un tub de mostra, bo i centrifugant
cada vegada per tal d'eliminar el sobrenedant. Horn hi afegeix 10 gotes
(uns 100 µl) del reactiu A i tres gotes (uns 25 pl) del reactiu B, i ho
escalfa a 100°C durant 10 minutes a l'estufa. Coloracio blava a la resina
o la solucio sobrenedant indica presencia d'amines primaries. L'assaig
arriba a detectar quantitats de 0,3 µmol amina/g resina.

Avaluacio de 1'extensi6 dell acoblaments sobre amines sccundaries.
Assaig del clorantil.5°

Horn prepara una dissoluci6 saturada de 2,3,5,6-tetracloro-1,4-
benzoquinona (cloranil) en tolue (aprox. 0,75 g de cloranil en 25 cc
de tolue), diposita una mostra d'aproximadament 1 mg de resina en
un tub de mostra i hi afegeix 20 gotes (uns 200 ul) d'acetona i 5 gotes
(uns 50 µl) de la solucio anterior; cal agitar el tub durant 5 minuts a
temperatura ambient. La presencia de quantitats superiors a 2-5 mol
amina/g resina dona coloracio blava o verda.
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6.1. Trencament de l'enllaq peptid- resina amb HF

El trencament de l'enllac peptid-resina amd HF es dut a terme en

una instal • laci6 de tef16 i Kel-F que consta basicament d'un vas de

reserva i dos vasos de reacci6 comunicables . Hom col•loca 1,2 mg

de resina en un vas de reaccio juntament amb 4 in] d'anisole . Cal reduir

la pressi6 de tot el sistema a 20 tort, aillar el vas de reserva de la resta

del sistema i condensar- hi 45 ml d'HF; per a aconseguir -ho cal submergir

el vas de reserva en un bany de CO2-acetona a 78°C. A continuacio

hone pasa en comunicaci6 el vas de reserva i el de reaccio i destil•la

l'HF amb agitaci6 magnetica , i ho escalfa amb un secador de cabell;

1'HF es col-lectat en el vas de reaccio, immergit en un bany de CO2 -

acetona a - 78°C. Destil • lat 1'HF en el vas de reaccio on tenim la

resina, cal mantenir -lo durant una hora amb agitaci6 magnetica i a 0°C

(mitjan4ant un bany de gel). A continuacio , horn atura la reaccio

submergint el vas de reaccio tambe en un bany de CO2 -acetona, i

elimina l'HF amb ajuda del buit . El contingut del vas de reaccio es

filtrat sobre una xeringa de 50 ml amb ajuda d'uns 100 nil d'eter,

que elirnina l'anisole. Cal dissoldre el peptid amb acid acetic i aigua i

liofilitzar -lo. Horn n'obte 1 20 mg de cru.

7. CONCLUSIONS

1. Han estat optimitzades les conditions experimentals per a regis-

trar espectres de RMN de 13C
(1 H) en fase gel del copoli (estire-1%o -

divinilbenze) (Pst.). Hom ha trobat que es poden emprar sequencies

d'adquisici6 dels espectres mes rapides que les habituals en RMN de

13 C en soluci6, podent-se obtenir espectres satisfactoris en temps rao-

nables. Hom ha vist que la manipulaci6 matematica del FID per a millo-

rar la resoluci6 i la sensibilitat es especialment util per a treure informa-

ci6 dels espectres de RMN de 13 C en fase gel. Tambe ajuda a treure in-

formaci6 el registre d'espectres a temperatures elevades.

2. Han estat analitzats per RMN de 13 C en fase gel diversos suports

polimerics emprats en sintesi de peptids: clorometil-Pst., a-aminoben-

zil-Pst., 4-hidroximetilfenoximetil-Pst., a-(4-bromometil-3-nitrobe nza-

mido) benzil-Pst. i a-[4-(clorometil) fenilacetamido] benzil-Pst. Ha estat

comprovada la utilitat d'aquesta tecnica per a llur caracteritzaci6, ava-

luaci6 del grau de puresa i determinaci6 del grau de funcionalitzaci6.

3. Ha estat controlada per RMN de 13 C en fase gel la sintesi del tri-

peptid H-Asn-(N-Me)Ala-Thr-NH2 sobre el suport polimeric a-amino-
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benzil-Pst. Aquests experiments han permes la caracteritzacio dels pro-
ductes intermedis de la sintesi i han palesat la utilitat de la tecnica es-
mentada com a eina analitica auxiliar en sintesi de peptids en fase soli-
da, al menys per a cadenes peptidiques de petita longitud.

4. De les mesures de temps de relaxacio efectuades en aquest estu-
di, deduim que, en les condicions experimentals emprades per nosaltres,
l'ancoratge sobre el suport polimeric insoluble no provoca una disminu-
cio espectacular de la mobilitat de la cadena peptidica. Aquesta conclu-
sio probablement pugui fer-se extensiva a altres procesos de sintesis or-
ganica sobre suport polimeric insoluble.

ABREVIATURES

FID Senyal de precessio lliure

LB-SE Augment de sensibilitat

RE Augment de resolucio

AF Funcio d'apoditzacio

CD Diferencia de convoluci6
CCD Coeficient de diferencia de convolucio
NT Nombre d'acumulacions
AT Temps d'adquisicio
PW Durada de la pulsacio
Pst. Copoli(estire-1°%o-divinilbenze)
Boc tert-butoxicarbonil
DCCI Diciclohexilcarbodiimida
TFA Acid trifluoroacetic

EDIA Etildiisopropilamina

HOBt l-hidroxibenzotriazole

DMF Dimetilformamida

TMS Tetrametilsila

DMSO Dimetilsulfoxid
4-HMP 4-hidroximetilfenol
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