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1 Einleitung

1.1 Allgemein

Es ist seit längerem bekannt, dass in der NMR-Spektroskopie bei Austauschreaktionen in

Protolyse- und Komplexbildungsgleichgewichten von Säuren, Basen, Akzeptor- und Do-

natorzentren die chemische Verschiebung, Kopplungskonstanten und Halbwertsbreiten be-

einflusst werden. Bereits Anfang der sechziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts wurde

bekannt, dass NMR-Spektren titrationsgrad- und pH-abhängig sein können [1] [2].

NMR-kontrollierte Titrationen werden überwiegend in Serien von Einzelproben von genau

definierten Einzelproben vermessen. Diese Methode ist zeitaufwendig und arbeitsintensiv

und mit einer Vielzahl von Fehlermöglichkeiten behaftet (wie zum Beispiel Einwaage und

Konzentration). Um diese Fehlerquellen zu minimieren, wird eine Titrationsreihe mehrfach

wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gewährleisten zu können. Ziel war

und ist es daher, nach effizienten, zeitsparenden und automatisierten Verfahren der NMR-

kontrollierten Titration zu forschen.

Eine gute Übersicht über die Entwicklung der automatisierten NMR-kontrollierten Titrati-

on geben Reviews von Hägele [1] [2]. Seit Beginn der achtziger Jahre wurden Flow-

Methoden zur NMR-Probenvermessung [3] [4] [5] [6] [7] entwickelt. Den Anfang für Ar-

beiten auf dem Gebiet der automatisierten NMR-kontrollierten Titration im Arbeitskreis

von Prof. Hägele macht die Entwicklung von Neudert [8] bei der BASF AG, welcher eine

stopped-flow Apparatur mit einem speziell angefertigten Glaseinsatz, im Hochfrequenz-

spulenbereich einem 10 mm NMR-Röhrchen entsprechend, verwendet hat. Diese Anlage

diente der Reaktionskontrolle von Wittig-Horner Reaktionen anhand 31P{1H}- und
13C{1H}-NMR unter stopped-flow Bedingungen.

Auf dieser Entwicklung aufbauend, beschäftigte sich der Arbeitskreis von Prof. Hägele ab

Mitte der achtziger Jahre mit der computergesteuerten Aufnahme von titrationsgradabhän-

gigen NMR-Spektren [9].

Aufbauend auf der Anlagenkonzeption und mit der Software aus dem Arbeitskreis von

Prof. Hägele bauten Peters und Kaden [10] [11] eine Anlage unter Verwendung eines

300 MHz-Spektrometers auf und führten Messungen an Cyclamen durch.
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Phosphinsäuren, Phosphonsäuren, Phosphonocarbonsäuren und Aminophosphonsäuren

zählen zu biorelevanten Verbindungen, die in der Natur die Grundlage zahlreicher ablau-

fender Vorgänge bilden. Diese Verbindungen können als potentielle Liganden an Kom-

plexbildungs- und Protonierungs- / Deprotonierungsgleichgewichten teilnehmen.

Da in biologischen Medien (wässrigen Lösungen mit definiertem pH–Wert) häufig sowohl

bioaktive Liganden als auch Metallionen enthalten sind, wird vermutet, dass Metall-

Ligand-Wechselwirkungen auftreten können. Somit stellt die genaue Kenntnis von Kom-

plexstabilitätskonstanten eine wichtige Grundlage zur Ein- und Abschätzung der bioche-

mischen Aktivität von solchen Liganden und Metallionen und ihrer Wirkung in biologi-

schen Systemen dar.

1.2 Aufgabenstellung

1.2.1 Aufbau der Anlage für NMR-kontrollierte Titrationen am 200 MHz und 500

MHz Spektrometer

Seit Veröffentlichung der ersten automatisierten NMR-kontrollierten Titration ist das Ver-

bundverfahren NMR-kontrollierte Titration auf ein breites Echo gestoßen [12] [13] [14]

[15] [16] [17] [18]. Ein Nachteil bei der bisherigen Anlagenkonzeption zur Durchführung

NMR-kontrollierter Titrationen ist der durch das Startvolumen bedingte hohe Substanzbe-

darf. Ziel ist es daher, die Anlage so zu konzipieren, so dass über das Startvolumen der

Substanzbedarf für eine Messung verringert werden kann.

Aufbauend auf der Entwicklung früherer Arbeiten [9] [19] [20] [21] soll die Technologie

der automatisierten NMR-kontrollierten Titrationen auf einem Bruker Avance DRX 500

NMR-Spektrometer zu einem Routinemessverfahren weiterentwickelt werden. Der bis

zum Beginn dieser Arbeit vorliegende Stand der Anlage führte zwar zu einer 31P{1H}-

NMR-kontrollierten Titration [2] [21], doch war die Konzeption der Anlage nicht dazu ge-

eignet, operatorunabhängig zu arbeiten. Durch das verwendete Schlauch-Anschlusssystem

bedurfte es Geschick, um den Schlauch dicht an die Pumpe anzuschließen. Die Reprodu-

zierbarkeit der Ergebnisse ist nur eingeschränkt möglich.

Ein weiteres Ziel ist es, 1H-NMR-kontrollierte Titrationen durchzuführen, da das höhere

Magnetfeld gerade dazu geeignet ist, kompliziertere Spinsysteme zu untersuchen.
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Die Anlage zur Durchführung von NMR-kontrollierten Titrationen für ein Bruker Avance

DRX 200 NMR-Spektrometer soll konzeptionell verbessert werden, um die Handhabung

zu vereinfachen und die Störanfälligkeit zu beseitigen.

Der von Grzonka [9] entwickelte Insert zur Durchführung NMR-kontrollierter Titrationen

soll erstmals auf dem Bruker Avance DRX 200 zur Messung von 113Cd-NMR-

kontrollierten Titrationen eingesetzt werden, um die Komplexbildung durch einen Metall-

kern NMR-spektroskopisch zu beobachten.

1.2.2 Untersuchte Verbindungen

Um die Funktionsweise der aufgebauten Apparaturen zu demonstrieren, werden exempla-

risch Substanzen ausgewählt, so dass aus den ermittelten NMR-kontrollierten Titrations-

daten ionenspezifischen Parameter und Dissoziationskonstanten zu ermitteln sind. Zu-

nächst wird mit HEDP, dessen Strukturformel unten gezeigt ist, eine Substanz vermessen,

von der bereits NMR-kontrollierte Titrationen durchgeführt worden sind [9] [20] [72] und

die somit die Genauigkeit der Messungen mit den aufgebauten Apparaturen zeigen kann.

1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1

P C P OHHO

O

OH

CH3

OH

O

OH

C2H8O7P2

M = 205,97 g/mol

Quelle: Henkel KGaA

Bei den weiteren Substanzen handelt es sich um Vertreter biorelevanter Bisphosphinsäuren

und Aminophosphonsäuren sowie um Phosphinophosphonsäuren und phenolische Phos-

phonocarbonsäuren, deren Strukturformel im Folgenden gezeigt werden:

1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2

P C P OHHO

O

CH3

CH3

OH

O

CH3

C4H12O5P2

M = 202,02 g/mol

Quelle: Henkel KGaA

1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure Mononatriumsalz 3
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(wird im Folgenden als 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3

bezeichnet)

HO P

O

CH3

CH2 CH2 C OH

P

PO

OH

OH

OH

ONaO

C4H12NaO9P3

M = 319,96 g/mol

Quelle: Hoechst AG

Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) [EDTMP] 4

N C C N

H

H

H

H

P

P

O
OH

OH
O

OH
OHP

P

O

O
HO

HO
HO
HO

C2H20N2O12P4

M = 436,12 g/mol

Quelle: Bozetto

3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5

OH

P

C

O

OH

OH

O O
CH2

CH3

C9H11O6P

M = 246,15 g/mol

Quelle: Prof. S. Failla

2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6

OH

P

OH

O

OH

OH

P

O

HO

HO

C6H8O8P2

M = 270,07 g/mol

Quelle: Prof. S. Failla

3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7
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O

H
H

H
H O

HO P
O

OH

OH C8H7O6P

M = 448,40 g/mol

Quelle: Prof. E. Breuer

Diese gezeigten biorelevanten Substanzen zeigen neben den vom pH–Wert abhängigen

Protonierungs- sowie Deprotonierungsgleichgewichten des Liganden, bei denen man ver-

mutet, dass sie mit deren pharmazeutischer Wirksamkeit in Zusammenhang stehen können,

auch Metallkomplexbildungsgleichgewichte von großem pharmazeutischem Interesse [22].

Gerade in der Röntgendiagnostik finden zahlreiche dieser Metall-

Bisphosphonsäurekomplexe (zum Beispiel Tc-99-HEDP [23], Tc-99-�-Alkylphosphino-

1,1-hydroxyalkan-1,1-diphosphonate [24]) Verwendung zur Knochenszintigraphie.

Die Phosphonocarbonsäuren haben sich im klinischen Einsatz gegen eine Vielzahl von

Herpesviren als Virustatika wirksame erwiesen [25] [26]. Beispielhaft seien hierfür das

Herpes Simplex Virus (HSV), das Herpes Kreatis Virus, welches Augen schädigt, sowie

Herpesviren, die direkt oder indirekt mit der Entstehung von Krebs in Zusammenhang ge-

bracht werden, erwähnt. Auch zahlreiche Krankheiten wie zum Beispiel Mareks Krankheit

und Burkitts Krankheit [25] können durch Herpesviren ausgelöst werden.

Klinische Tests zeigen, dass Phosphonocarbonsäuren auch im Einsatz gegen das HIV-

Virus erfolgversprechend Anwendung finden [27].

Erikssons [28] hat an 29 Phosphonocarbon- und Bisphosphonsäuren inhibitorische Eigen-

schaften auf isolierte HSV-1 DANN-Polymerase gezeigt. Neben der Phosphonoessigsäure

und der Phosphonoameisensäure, die eine gleich hohe Aktivität [28] besitzen, verfügen die

Carbonsäure- und Phosphonsäureester ebenfalls über eine antivirale Eigenschaft.

Bisphosphonsäuren, wie zum Beispiel die Nitrilotris(methylenphosphonsäure) (NTMP)

oder die Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) (EDTMP) haben in Medizin und

Industrie bereits Anwendung gefunden. Bisphosphonate vermögen die Auflösung des mi-

neralischen Knochenhauptbestandteils Hydroxyapatit zu hemmen und werden zur Osteo-

porose-Behandlung eingesetzt [29] [30] [31]. Sie werden in der Medizin auch zur Krebs-

vorsorge und -behandlung [29] genutzt. In der Industrie finden sie als Korrosionsinhibito-
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ren [33] und als Kesselsteininhibitoren [34] Verwendung. Durch dieses breite Anwen-

dungsfeld sind diese Substanzen Gegenstand der aktuellen Forschung.

Phenolische Phosphonsäuren [35] [36] haben Einsatz in der Produktion von Epoxid-

Harzen zur Steigerung der Flammresistenz gefunden und eröffnen so neue großtechnische

Anwendungsgebiete [37].

1.2.3 Komplexbildung des 113Cd

Die vermessenen phosphororganischen Verbindungen haben aufgrund ihrer Struktur kom-

plexbildene Eigenschaften. In der Medizin wird diese Eigenschaft ausgenutzt, um bei der

Osteoporosetherapie das Auswaschen des Calciums aus den Knochen zu verhindern. Cal-

cium ist nicht nur bei der Knochenbildung, sondern auch als Botenstoff (Messanger) für

hormonelle Wirkungen, bei der Auslösung von Kontraktion der Herz–, Gefäß– und Ske-

lettmuskulatur (unter dem Einfluss des calciumregulierenden Enzyms Calmodulin) [38]

[39] [40] und der Auslösung von Nervensignalen, bei der Blutgerinnung und der Stabilisie-

rung von Proteinstrukturen wirksam. Mit Peptiden, Aminocarbonsäuren und Phosphonsäu-

ren bildet Calcium lösliche Komplexe. Die reversible Bindung an Proteine und Phospholi-

pide in Membranen gestattet die Steuerung von Zellfunktionen.

Ein Muskelprotein hat für die Bindung von Ca2+ eine Bildungskonstante von 5 � 104. Be-

trachtet man andere Metallionen, ergibt sich folgende Reihenfolge der Bildungskonstanten

[41]:

Ca2+ > Cd2+ > Sr2+ > Mg2+

Eine Erklärung für diese Reihenfolge liegt in der Annahme begründet, dass ein hartes, zur

Chelatbildung befähigtes, Zentrum existiert, welches genau auf die Größe von Ca2+ abge-

stimmt ist.

Zur Strukturaufklärung und zur Erforschung von Strukturbeziehungen ist die Kernreso-

nanzspektroskopie ein geeignetes Verfahren. Aufgrund der geringen Sensitivität des Calci-

ums ist Calcium-NMR aber nur in so hohen Konzentrationen messbar, dass es sich zu

kernresonanzspektroskopischen Untersuchungen der Komplexierungseigenschaften vieler

Phosphonsäuren nicht einsetzen lässt, da dann meist eine Niederschlagsbildung auftritt.

Um dennoch Aussagen über die Komplexierungseigenschaften mit Hilfe der NMR-

Spektroskopie treffen zu können, werden stattdessen spinaktive Elemente mit ähnlicher

Biorelevanz, deren Häufigkeit und Sensitivität größer als die des Calciums sind, betrachtet.
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So wird oftmals als Ersatz für Calcium bei NMR-spektroskopischen Untersuchungen

Cadmium verwendet.

Calcium

(43Ca2+)

Cadmium

(111Cd2+)

Cadmium

(113Cd2+)

Lanthan

(139La3+)

Ionenradius [pm] 100 95 95 103,2

Spin 7/2 1/2 1/2 7/2

natürliche Häufigkeit [%] 0,145 12,75 12,26 99,91

relative Empfindlichkeit 6,40 x 10-3 9,54 x 10-3 1,09 x 10-2 5,92 x 10-2

absolute Empfindlichkeit 9,28 x 10-6 1,21 x 10-3 1,33 x 10-3 5,91 x 10-2

Messfrequenz (MHz) bei

11,7440 T

33,641 106,027 110,914 70,631

Tabelle 1: Vergleich von Ionenradius, Spin, Häufigkeit und Empfindlichkeit bei Calcium,
Cadmium und Lanthan [42] [43]

In zahlreiche 113Cd-NMR-Studien an Proteinen und biologischen Prozessen wurden die

Möglichkeiten untersucht, Zn2+, Ca2+, Mg2+, Mn2+ und Cu2+ durch Cd2+ zu ersetzen [44].

Da Cd2+ einen ähnlichen Ionenradius wie Zn2+ beziehungsweise Ca2+ besitzt, ist die Koor-

dinationsgeometrie entsprechend. Die chemischen Verschiebungen des Cadmiums sind

sehr empfindlich in Bezug auf die Natur, Anzahl und geometrische Anordnung der Ligan-

den. Diese Empfindlichkeit spiegelt sich wieder in einem Koordinationsshift von bis zu

850 ppm bei Cd-substituierten Metalloproteinen [44]. So wurde an dem Beispiel das calci-

umregulierende Enzym Calmodulin Untersuchungen durch den Ersatz von Calcium durch

Cadmium durchgeführt [44] [45].

Cadmium hat sich zur Simulation von Komplexbildungsreaktionen des Calciums als ge-

eignet erwiesen. Die direkte Vergleichbarkeit lässt sich anhand der Biorelevanz des Cad-

miums bei der Einlagerung in Knochen anstelle von Calcium aufzeigen.

1.2.4 Synthesewege der untersuchten phosphororganischen Verbindungen

Von der Synthese der 1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1 (Trivialname: Etidronat)

wird erstmals 1897 berichtet [46]. Durch den Umsatz von Acetylierungsmitteln

(z. B. Acetylchlorid) mit Phosphorigersäure und Wasser bilden sich Zwischenprodukte,
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aus denen sich nach einer Wasserdampfbehandlung 1-Hydroxyalkan-1,1-diphosphon-

säuren gewinnen lassen [47].

1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2 kann durch die Umsetzung von

Methyldichlorphosphin, Eisessig und Wasser gewonnen werden [48]. Aufgrund der flam-

menhemmenden Wirkung werden 1-Hydroxyalkan-1,1-bis-alkylphosphinsäuren in der

Form der Alkalisalze zur Imprägnierung von Papier und Karton verwendet [49] [50] [51]

[52] [53].

Eine Methode 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3 zu syn-

thetisieren, ist die Umsetzung von 2-Methyl-2,5-dioxo-1,2-oxaphospholan mit Phosphori-

ger Säure in der Schmelze mit anschließender hydrolytischer Aufarbeitung des gebildeten

Produktes [54]. Verwendungsmöglichkeiten für diese Verbindung bestehen im Einsatz als

Sequestriermittel in der Wasserbehandlung oder als Zusatz zu Zahnpflegemitteln zur Ver-

hinderung der Zahnsteinbildung (sogenannte "Antitartarmittel") [54]. Die durch die Um-

setzung dieser Verbindungsklasse mit Technetium erhaltenen Tc-99-�-Alkylphosphinico-

1,1-hydroxy-alkan-1,1-diphosphate werden zur Knochenszintigraphie eingesetzt [24].

Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) [EDTMP] 4 lässt sich durch zwei Metho-

den synthetisieren: zum einen durch das Verfahren von Irani und Moedritzer [55] (Man-

nich-Typ-Reaktion) und zum anderen aus Ethylendiamin und Chlormethylphosphonsäure

[56].

3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 und 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bis-

(phosphonsäure) 6 wurden von Professor Failla von der Università di Catania synthetisiert.

Im Arbeitskreis von Prof. Hägele wurden durch Reimann [57] die Dissoziationskonstanten

von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 und 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-

bis(phosphonsäure) 6, sowie deren Komplexbildungskonstanten mit Calcium und Zink

untersucht. In dieser Arbeit sollen die ionenspezifischen Parameter ermittelt werden.

Über die Synthese der Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 wird in einer

gemeinsamen Publikation der Gruppen Failla/Hägele berichtet werden.

2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6 wird aus Hydrochinon und Diethylphosphit

mit Triethylamin zum Tetraethyl-1,4-phenylbisphosphat umgesetzt. Nach der Veresterung

mit Diisopropylamin zum Tetraethyl-(2,5-dihydroxy-1,4-phenyl)bisphosphonat wird an-

schließend im stark alkalischen die Esterfunktion hydrolysiert [36].
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Die Darstellung des 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 erfolgt über

eine Arbuzov-Reaktion aus Phthaloyldichlorid mit Trimethylphosphit [58]. Das dabei ent-

stehende 3-Chloro-3-dimethylphosphonoisobenzofuranon wird mit Natriumiodid in

Acetronitril zum 3-Chloro-3-methylphosphonoisobenzofuranon umgesetzt. Bei der an-

schließenden Refluxion findet gleichzeitig eine Demethylierung und eine Hydrolyse zum

3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 statt.

1.3 Übersicht über die durchgeführten Messungen

Die nachfolgende Tabelle zeigt eine Aufstellung, der im Rahmen dieser Arbeit durchge-

führten NMR-kontrollierten Titrationen:

Substanz
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1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1 � �

1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2 �

1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphos-

phonsäure 3
� � �

Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) 4 � � �

Cadmium-Ethylendiamintetrakis(methylenphosphon-

säure)-Komplex
� � � �

3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 � � � �

2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bis(phosphonsäure) 6 � � �

3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 � � �

Tabelle 2: Aufstellung der durchgeführten NMR-spektroskopischen Charakterisierungen
an den untersuchten Verbindungen

Desweiteren wurden NMR-kontrollierte Titrationen für den Arbeitskreis von Prof. Hägele

durchgeführt [59] [60] [61].
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2 Theorie und Grundlagen

2.1 Theorie und Grundlagen der chemischen Verschiebung und der io-
nenspezifischen Parameter

Die allgemeine Beschreibung eines Protolyten, welcher a Säurezentren und b Basezentren

besitzt, lautet:

� � � �ba ��� NRHO [Gl. 2-1-1]

Die Gesamtanzahl an Säure- und Basezentren wird durch n beschrieben:

ban �� [Gl. 2-1-2]

Für den aktuellen Protonierungsgrad i gilt:

ni ...0� [Gl. 2-1-3]

Folglich ist die acideste Spezies: b
n

�LH

Für die basischeste Spezies gilt: a�L

Die Ladung iq  der i-ten Spezies ai
i

�LH  wird bestimmt durch:

aiqi �� [Gl. 2-1-4]

Salze von Liganden, wie zum Beispiel die aus einer Titration mit Natronlauge resultieren-

den Natriumkomplexe oder die Hydrochloride einer Aminosäure, werden in allgemeiner

Schreibweise definiert:

lmlma LXMH
��

[Gl. 2-1-5]

mit den Nebenbedingungen: für 0�l : am ��0  und

für 0�m : bl ��0

Dabei stellt m  die Anzahl einwertige Kationen M+  und l  einwertige Anionen X- dar.
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2.1.1 Protolysegleichgewichte

Die Dissoziation des in Gleichung 2-1-5 definierten Protolyten lässt sich wie folgt definie-

ren:

1. Dissoziationsstufe:

OHLH 2�
�

�

b
ba

��

��
� OHLH 3

1
1

b
ba [Gl. 2-1-6]

2. Dissoziationsstufe:

OHLH 2
1

1 �
�

��

b
ba

��

��
� OHLH 3

2
2

b
ba [Gl. 2-1-7]

i. Dissoziationsstufe mit 1� i � a+b:

OHLH 2
1

1 �
��

���

ib
iba

��

��
� OHLH 3

ib
iba [Gl. 2-1-8]

a+b. Dissoziationsstufe:

OHHL 2
1
�

��a ��
� OHL 3

a [Gl. 2-1-9]

Mit Hilfe des Massenwirkungsgesetzes lassen sich für die a+b diskreten Dissoziations-

schritte beziehungsweise Protolysegleichgewichte die individuellen Dissoziationskonstan-

ten Ki formulieren:

1
1

3

LH

OHLH

��

���

��

��

�

�

ib
iba

ib
iba

c

cc
Ki [Gl. 2-1-10]

Wird die Gesamtreaktion der Protolyse betrachtet, so ergibt sich aus den einzelnen indivi-

duellen Dissoziationskonstanten Ki die Bruttodissoziationskonstante jK . Für die Brutto-

reaktion für alle Dissoziationsstufen

OHLH 2jb
ba �

�

�

��

��
� OHLH 3jjb

jba [Gl. 2-1-11]

gilt:

�

�

��

��

�

�

b
ba

jb
jba

c

cc
K

j

j
LH

OHLH 3 [Gl. 2-1-12]
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�
�

��
�������

j

i
ijjjj KKKKKKK

1
1221 � [Gl. 2-1-13]

�
�

��
�������

j

i
ijjjj KKKKKKK

1
1221 � [Gl. 2-1-14]

In logarithmischer Schreibweise wird Gleichung 2-1-14 zu:

�
�

��
�������

j

i
ijjjj pKpKpKpKpKpKKp

1
1221 � [Gl. 2-1-15]

Mit Hilfe von Gleichung 2-1-12 lässt sich die aktuelle Konzentration der Dissoziationspro-

dukte berechnen:

j
j

c
Kcc b

ba
jb

jba
�

�

�

�

��

��

OH
LHLH

3

[Gl. 2-1-16]

Die Totalkonzentration des Liganden ergibt sich zu:

�
�

�

�

��

�

ba

j
jb

jba
cc

0
LH

t
L [Gl. 2-1-17]

Durch Einsetzen von Gleichung 2-1-16 in 2-1-17 erhält man unter Beachtung von den

Nebenbedingungen ( 10 �K  und 10 �K  ( 00 �Kp )) für die Totalkonzentration des Ligan-

den:

�
�

� �

�

�

�

��

��

ba

j
j

j

c
Kcc b

ba
jb

jba 0 OH
LHLH

3

[Gl. 2-1-18]

Der Molenbruch jb
jba

�

��
LH�  ist gegeben durch:

�
�

� �

��

��

�

��

�� ba

i
i

i

j
j

c
K

c
K

c

c jb
jba

jb
jba

0 OH

OH
t
L

LH
LH

3

3
� [Gl. 2-1-19]
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2.1.2 Komplexbildungsgleichgewichte

Zahlreiche Methoden und Programme wurden entwickelt, um Titrationskurven für Kom-

plexbildungsgleichgewichte zu simulieren und iterieren [62] [63] [64]. Die aktuellsten

Entwicklungen aus dem Arbeitskreis von Prof. Hägele sind die Programme WINPROT

und WINSCORE [57].

Die Komplexbildung durch die drei Komponenten La-, H+ und Mz+ lässt sich verallgemei-

nert ausdrücken als:

���
��

z
j

a
jj MmLlh H j

jjj
q

mlh MLH [Gl. 2-1-20]

Daraus ergibt sich die Bruttostabilitätskonstante �j:

j
z

j
a

j

jq
jmjljh

mlhj
ccc

c
β

�
��
��

�

MLH

MLH
[Gl. 2-1-21]

Die Ladung q einer j–ten Spezies berechnet sich zu:

jjjj mzlahq ����� [Gl. 2-1-22]

Durch die Kenntnis der Totalkonzentration an Ligand während einer Titration lassen sich

die Konzentrationsbilanzen berechnen. Diese Kenntnis kann erlangt werden durch die

Verwendung von Stammlösungen (aus dem Volumen der vorgelegten Ligandlösung VL

und der Ligandkonzentration in dieser Lösung im Verhältnis zum vorgelegten Gesamtvo-

lumen Vt) beziehungsweise durch die Einwaage der Substanz (aus der Masse mL des ein-

gewogenen Liganden im Verhältnis zum Produkt aus Molmasse ML und Gesamtvolumen

der Vorlage Vt).

t

LL

tL

Lt
L V

cV
VM

m
c

�

�

�

� [Gl. 2-1-23]

Die Ligand-Totalkonzentration in einer Lösung von freiem Ligand und j protonierten oder

unprotonierten Metall-Ligand-Spezies ist gegeben zu:

� ���
�

j
j jq

jmjljh
a clcc MLHL

t
L [Gl. 2-1-24]
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Durch Einsetzen von Gleichung 2-1-21 in Gleichung 2-1-24 lassen sich Ligand-, Metall-

und Wasserstoffionen-Totalkonzentration berechnen:

�
���� �����

j

mlh
jj

j
z

j
a

j ccchcc
MLHH

t
H � [Gl. 2-1-25]

�
���� ������

j

mlh
jj

j
z

j
a

j
z cccmcc

MLHM
t
M � [Gl. 2-1-26]

�
���� ������

j

mlh
jj

j
z

j
a

j
a ccclcc

MLHL
t
L � [Gl. 2-1-27]

Jede Komponente und alle Spezies j
jjj
q

mlh MLH  geben im Gleichgewicht ionenspezifi-

sche NMR-Parameter wieder. Wenn die Austauschreaktionen auf der NMR-Zeitskala

schnell sind, kann nur ein charakteristisches Resonanzsignal für jeden beobachteten Kern

beobachtet werden (unter Vernachlässigung von Kopplungen, ein Singulett). So wird im
31P{1H}-NMR-Spektrum im Titrationsverlauf die chemische Verschiebung der Phosphor-

komponente betrachtet.

Die mittlere chemische Verschiebung <�L> eines Ligand L ergibt sich zu:

LLMLHL ���� ������ �
j

jj jq
jmjljh

cl [Gl. 2-1-28]

Analog ergibt sich bei der NMR-spektroskopischen Untersuchung des Metalls M (in dia-

magnetischen Komplexen) die mittlere chemische Verschiebung <�M> zu:

MMMLHM ���� ������ �
j

jj jq
jmjljh

cm [Gl. 2-1-29]

Die dynamische chemische Verschiebung, sowie Resonanzfrequenzen und Kopplungskon-

stanten (in bestimmten Spinsystemen) hängen von dem aktuellen pH-Wert der Lösung ab.

Für gegebene Systemparameter (Dissoziationskonstanten, Stabilitätskonstanten, Volumen

und Konzentrationen der Lösungen) ist der pH-Wert eine Funktion des Titrationsgrades.

Der Titrationsgrad � berechnet sich aus den Stoffmengen nTitrand, nTitrator und der Stoffmen-

ge t
Ln der zu untersuchenden Substanz bzw. des Liganden:
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� � � �

LL

TitratorxTitrandSäureSäureBaseBase

cV
ccVcVcV SäureBase

�

�����
�� [Gl. 2-1-30]

In der Variablen Vx werden das Gesamtvolumen des Titrators unter Berücksichtigung der

Konzentrationen zusammengefasst. Anionische Spezies erhalten positive und kationische

Spezies negative Titrationsgrade.

2.1.3 Zusammenhang zwischen chemischer Verschiebung und Molenbruch

Jede Spezies ai
i

�LH  besitzt eine eigene chemische Verschiebung �HiL
i-a, welche auch als

ionenspezifischer Parameter bezeichnet wird. Da Protolyseprozesse, beziehungsweise

Komplexbildungsprozesse, schnell in Bezug zur NMR-Zeit-Skala verlaufen, beobachtet

man keine separierten individuellen Resonanzsignale der einzelnen Spezies, sondern er-

mittelt dynamisch gemittelte NMR-Parameter. Somit gilt für die mittlere chemische Ver-

schiebung �� δ :

�
�

�
���

n

i
i ai

i0
LHδχδ [Gl. 2-1-31]

Es ist nützlich und sinnvoll den Begriff des Titrationsshifts ∆δ  einzuführen:

1δδδ
�

��� iii [Gl. 2-1-32]

Hierbei steht i für einen Punkt der Titration (wie zum Beispiel Protonierung, Deprotonie-

rung). In dieser Arbeit wird ebenfalls der Begriff des Deprotonierungsgradienten �i [ppm]

verwendet:

LHLH 1
δδ

i-ii ��� [Gl. 2-1-33]

Dieser Gradient definiert die Änderung der chemischen Verschiebung pro abstrahiertem

Proton. Durch das Vorzeichen des Gradienten und dessen Größe können häufig die Proto-

nierungs- und Deprotonierungswege von mehrzähnigen Liganden erklärt werden.
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2.1.4 Titrationsmethoden

Zwei verschiedene Titrationsmethoden werden zur Durchführung potentiometrischer

Titrationen angewendet:

Methode 1: Titration in äquidistanten Inkrementen �V für den Titrator:

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 [V]

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

12.0

14.0

[pH] Volume_equidistant Titration pH = f(V)

Abbildung 1: Methode 1: Titration mit äquidistanten Inkrementen �V für den Titrator
(Beispiel: CH3COOH vs. NaOH) [65].

Methode 2: Titration in äquidistanten Inkrementen pH:

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 [V]
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14.0

[pH] pH_equidistant Titration pH = f(V)

Abbildung 2: Methode 2: Titration mit äquidistanten Inkrementen pH (Beispiel:
CH3COOH vs. NaOH) [65].
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Bei Methode 1 handelt es sich um eine Standardmethode bei Verwendung von automati-

schen Motorkolben-Büretten. Diese Methode wird auch als "lineare Titration" bezie-

hungsweise "äquidistante Titration" bezeichnet. Im Bereich der geringen Steigung führt

dies zur Aufnahme vieler Messpunkte. Dieses Dosierverfahren wird zur Bestimmung von

Dissoziations- und Stabilitätskonstanten eingesetzt.

Methode 2 auch "dynamische Titration" genannt, wird hingegen zur exakten Bestimmung

des Äquivalenzpunktes (zum Beispiel zur Faktorbestimmung von Maßlösungen) einge-

setzt. Die dynamische Zugabe führt zu einer geringen Anzahl von Messpunkten im Bereich

der geringen Steigung; Aber im Bereich der hohen Steigung am Äquivalenzpunkt wird die

Kurve durch eine große Zahl von Messpunkten beschrieben. Für diese Methode wird spe-

zielle Software benötigt, die eine dem Kurvenverlauf folgende Vorausberechnung des

Dosiervolumens ermöglicht. Nachteil bei dieser Methode im Vergleich zur "linearen

Titration" ist der höhere Zeitbedarf.

2.1.5 Darstellungsformen für NMR-kontrollierte Titrationen

Die Darstellung NMR-kontrollierter Titrationen erfolgt üblicherweise in zwei Formen:

dem �,�-Plot und dem pH,�-Plot. Beide Darstellungsformen sind vergleichbar mit 2D-

COSY-Spektren. Für sogenannte first-order-Säuren, bei denen pKi+1 - pKi > 3 ist, gilt eine

einfache Beziehung:

dpH
d �� �  zeigt Extrema (Minima oder Maxima), während die zweite Ableitung 2

2

dpH
d �� �

für den Fall pH = pKi null wird. In diesen Fällen sind leicht pKi und log�i aus den pH,�-

Plots zu entnehmen.

Second-order-Fälle mit pKi+1 - pKi < 3 sind sehr komplex und benötigen eine iterative Be-

rechnung der Titrationsdaten mit geeigneten Methoden und Programmen [66] [67].

2.1.6 Reduzierte chemische Verschiebung

Eine sehr gute Möglichkeit, die chemischen Verschiebungen zwischen verschiedenen

Kernen zu vergleichen, besteht mit der Einführung der reduzierten chemischen Verschie-

bung <�r>. Dieser Term ist wie folgt definiert:

minmax

min
��

��
�

�

���

��� r [Gl. 2-1-34]
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Hierbei handelt es sich bei �min um den Minimalwert und bei �max um den Maximalwert

aller ionenspezifischen chemischen Verschiebungen �i in der Messung. Die reduzierte

chemische Verschiebung <�r> nimmt hierbei Werte zwischen null und eins an.

Analog zu der reduzierten chemischen Verschiebung lässt sich man auch eine reduzierte

Halbwertsbreite definieren.

minmax

min
HWBHWB

HWBHWBHWBr
�

�

� [Gl. 2-1-35]

2.1.7 Ermittlung der ionenspezifischen chemischen Verschiebung aus NMR-

kontrollierten Titrationen

Die dynamische chemische Verschiebung <�j> ist für jeden pHj gegeben durch:

�
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[Gl. 2-1-36]

Bei gegebenen lg�i-Werten (pKi-Werten) können durch Regressions-Analysen die ionen-

spezifischen Parameter �HiL
i-a ermittelt werden.

Durch Anwendung eines RMS-Wertes (root of mean squares) kann die beste Anpassung

ermittelt werden:

)(

)(exp)(calc)(
exp

1

2

parexp

n

j
jj

nn
rms

�

�����

�

�
�

��

[Gl. 2-1-37]

Um genaue Ergebnisse zu erzielen, ist es erforderlich, dass die analytischen Parameter so-

wohl für die lg�i-Wert-Bestimmung als auch für die NMR-kontrollierte Titration ver-

gleichbar gewählt werden.

Um die ionenspezifischen chemischen Verschiebungen zu berechnen, gibt es verschiedene

Methoden:

1) Gauß Elimination

2) Multivariante lineare Regression

3) Gewichtete multivariante lineare Regression
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4) Implizit Methode

Bei der Berechnung der ionenspezifischen chemischen Verschiebungen mit Hilfe der

Gauß-Elimination können keine Fehler für die Parameter bestimmt werden.

Durch die Anwendung der multivarianten linearen Regression wird dem Umstand Rech-

nung getragen, dass bei der Ermittlung der Parameter die Genauigkeit der Berechnung von

Interesse ist. Bei dieser Methode wird davon ausgegangen, dass jeder beobachtete <�j>-

Wert mit gleicher Wichtung in die Summe der Fehlerquadrate einfließt. Diese Methode

wird in AMPLSQ9 [19] zur Berechnung von ionenspezifischen chemischen Verschiebun-

gen verwendet.

Weitergehende Betrachtungen [61] in der gewichteten multivarianten linearen Regression

berücksichtigen, dass sich die individuellen Ungenauigkeiten (Standardabweichung) der

beobachteten chemischen Verschiebung während der Titration stark verändern. Diese

Standardabweichung kann als spektrale Halbwertsbreite, welche in ppm angegeben wird,

definiert werden:

 
)(

erSpektromet

21

�

�
��

�
��� [Gl. 2-1-38]

Für jeden experimentellen Punkt j kann nun ein Wichtungsfaktor eingeführt werden,

)(
1

2
��

�

j
jw

��

[Gl. 2-1-39]

der dann in die gewichtete Fehlerfunktion eingeht. Diese Methode wird bei MultiNMRpK

[61] angewandt

Neueste Entwicklungen mittels Implizit Regression berücksichtigen, dass auch die Molen-

brüche spezifische Fehler enthalten. Hierdurch entstehen größere Fehler für die individu-

ellen Parameter. Die genaue Funktionsweise dieser Bestimmungsmethode wird in [61] dis-

kutiert.

Bei allen Methoden gilt folgende Regel: Genauere Werte für die ionenspezifischen Para-

meter werden bei Spezies erzielt, die eine größere Häufigkeit besitzen. Dies wird verständ-

lich, da die Fehler bei Spezies mit einer geringeren Häufigkeit stärker gewichtet werden.
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2.2 Potentiometrische Titrationen

Wie bereits erläutert sind potentiometrische Titrationen Bestandteil einer NMR-

kontrollierten Titration. Desweiteren wurden potentiometrische Titrationen zur Bestim-

mung der Dissoziations- und Stabilitätskonstanten durchgeführt. Im Folgenden werden die

wichtigsten Grundlagen kurz skizziert:

2.2.1 Potentiometrische Messung

Mit zunehmender Verbreitung von Personal Computern seit Mitte der achtziger Jahre

wurde der PC für potentiometrische Messungen ein bedeutendes Hilfsmittel. Im Düssel-

dorfer Arbeitskreis von Prof. Hägele wurde diese Entwicklung erkannt und durch

Programmierung von entsprechender Software Rechnung getragen [57] [68] [69] [70]. So

entstand unter anderem das hier verwendete Titrationssystem MINI_T ALPHA (SCHOTT-

Geräte) [69] [70]. Dieses registriert im Verlauf der Titration die Parameter (wie zum Bei-

spiel das Elektrodenpotential in mV, das Zugabevolumen in ml und die Temperatur).

Mit dem Iterations- und Simulationsprogramm WINSCORE [57], welches zur Simulation

und Auswertung von Titrationen verwendet werden kann, werden aus den potentiometri-

schen Daten die log�-Werte und die Molenbruchverteilung der einzelnen Spezies berech-

net.

2.2.1.1 Blanktitration

Eine Blanktitration ist die Titration einer starken einwertigen Säure gegen eine starke ein-

wertige Base (zum Beispiel HCl gegen NaOH) unter isothermen Bedingungen (T = 25 °C).

Die Blanktitration dient zur Bestimmung der Elektrodenparameter, wie des Asymmetrie-

potentials EAS, der Elektrodensteigung G, sowie der Korrekturglieder für den Säure- und

Alkalifehler jH+ und jOH-.

Die Volumenzugabe erfolgt äquidistant, wobei die Zugabevolumina und Potentiale der

Einstabmesskette aufgezeichnet werden. Aufgrund der vollständigen Dissoziation starker

Säuren und Basen lassen sich bei Kenntnis der Säure- und Basevolumina aus Vorlage und

Titration die pH-Werte der Lösung für jeden Volumenschritt berechnen und den gemesse-

nen Potentialdifferenzen �E zuordnen. Somit lassen sich konzentrationsbezogene pH-

Werte ( pcHpH � ) bestimmen. Durch Zusatz eines Ionenpuffers, der zur Einhaltung einer
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konstanten Ionenstärke dient, kann dann der Aktivitätskoeffizient als nahezu konstant an-

genommen und als additiver Faktor in die Elektrodenparameter integriert werden.

pfpcHpH �� [Gl. 2-2-1]

WpKpcHpfpcHpf jjpcHGpfGEE ����

������������ �� 10101010 OHHreal [Gl. 2-2-2]

mit:

pH : aktivitätsabhängiger pH-Wert

pcH : konzentrationsabhängiger pH-Wert

realE : realer Elektrodennullpunkt

G : Elektrodensteigung (bzw. Nernst-Faktor)

jH+: Säurefehler

jOH-: Alkalifehler

WpK : konzentrationsbezogene Autoprotolysekonstante des Wassers

Es gibt folgenden Unterschied zwischen einer Blanktitration und einer Pufferkalibration:

� Blanktitrationen liefern konzentrationsbezogene pH-Werte

� Pufferkalibrationen liefern aktivitätsbezogene pH-Werte

Daraus folgt, dass bei Blanktitrationen konzentrationsbezogene Dissoziationskonstanten Kc

und Stabilitätskonstanten log�c bestimmt werden. Ein weiterer Vorteil ist, dass sich Säure-

bzw. Alkalifehler leichter bestimmen lassen.

2.2.1.2 Auswertung der Blanktitration

Die Auswertung der Blanktitration erfolgt mit dem Programm AUTOBLANK [71]. Nach

der Eingabe und Kontrolle der Titrationsparameter (Ionenstärke, Temperatur, etc.) wird die

Optimierung der Parameter gestartet. Man erhält somit die elektrodenspezifischen Para-

meter für die verwendete Einstabmesskette.

Für die Autoprotolysekonstante des Wassers für I = 0,1 mol/l (NaCl) und T = 25,0 °C be-

trägt der 78,13�
c
WpK . Bei einer Ionenstärke von I = 1,0 mol/l (NaCl) und T = 25,0 °C

beträgt der 9295,13�
c
WpK .
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2.2.1.3 Auswertung der potentiometrischen Titrationen

Die Auswertung der Titrationen erfolgt mit dem Programm WINSCORE [57]. Diese Soft-

ware beruht auf der Simulation einer Titrationskurve aus Startwerten und der iterativen

Näherung der simulierten Kurve an die experimentelle Kurve durch Minimierung des so-

genannten RMS-Werts (root of mean squares = der Wurzel der kleinsten Fehlerquadrate)

gemäß der Gleichung:

� �
NPNDP
xxW

RMS i

�

�

�

�
2

exp i,ber i, [Gl. 2-2-3]

mit: iW : Wichtungsfaktor für den i-ten Messwert

ix : i-ter Messwert

NDP : Anzahl Datenpunkte

NP : Anzahl zur Optimierung freigegebener Parameter

Die aus der Blanktitration ermittelten Elektrodenparameter werden in WINSCORE [57]

eingegeben und zusammen mit den Titrationsdaten als Startparameter zur Simulation der

theoretischen Kurve verwendet. Zunächst wird eine Simulation der Titration mit einge-

schalteter Datenwichtung durchgeführt. Anschließend wird die Gesamtkonzentration des

Liganden so angepasst, dass die experimentelle und simulierte Kurve gleiche Abstände der

Äquivalenzpunkte aufweisen. Danach werden, bei ausgeschalteter Datenwichtung, erst die

Protonenkonzentration cH+ und dann die Ligandkonzentration cL-, anschließend beide

Konzentrationen zusammen iteriert. Bleibt der RMS-Wert konstant, werden nun die log�-

Werte erst einzeln, dann zusammen iteriert, bis ein konstanter RMS-Wert resultiert. An-

schließend erfolgt die Iteration der log�-Werte mit Datenwichtung und abschließend eine

Iteration der Elektrodenparameter Ereal, G, jH+ und jOH- unter Wichtung der Daten.

2.2.1.4 Makroskopische Dissoziationskonstanten

Aus den potentiometrischen Daten werden mit Hilfe von WINSCORE [57] die log�-Werte

und die Molenbruchverteilungsdiagramme berechnet. Die Titrationsdaten können mit die-

sem Programm direkt eingelesen werden, ohne dass diese wie bei früheren Iterationspro-

grammen erst noch aufbereitet werden müssen. Nach Eingabe der Einwaagemenge an Pro-

besubstanz, Volumen der Probelösung, Konzentration der Maßlösung, Gehalt der Probelö-
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sung an einzelnen Komponenten und Vorgabe der auftretenden Spezies ist WINSCORE in

der Lage, die Titrationen zu simulieren und durch den Vergleich mit den experimentellen

Daten die Konzentrationen, die Stabilitätskonstanten und die Elektrodenparameter iterativ

zu bestimmen.
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3 Beschreibung der Messanlage und Messdurchführung

3.1 Konzeption der Anlage für NMR-kontrollierte Titrationen

Die Konzeption der Anlage zur Durchführung von NMR-kontrollierten Titrationen wurde

seit der Entwicklung von Grzonka [9] ständig modifiziert und verbessert. Die Anlage be-

steht aus vier Gruppen:

1) der NMR-Spektrometer-Einheit (LC-Probenkopf, Spektrometer)

2) einem Personalcomputer zur Steuerung und Koordination

3) der Pumpe

4) der Titrationsanlage

Nr. 200 MHz - Anlage 500 MHz - Anlage

� Bruker Avance DRX 200 (BRUKER

Analytik GmbH, Rheinstetten)

Bruker Avance DRX 500 (BRUKER

Analytik GmbH, Rheinstetten)

� IBM-kompatibler Personalcomputer

(486er Prozessor, 24 MB RAM)

IBM-kompatibler Personalcomputer

(486er Prozessor, 24 MB RAM)

� Motorkolbenbürette T200

(Schott-Geräte GmbH, Mainz)

Motorkolbenbürette T200

(Schott-Geräte GmbH, Mainz)

� pH-Meter CG 841 mit pH-Elektrode

"Blueline 11" und Temperaturfühler

PT1000 (Schott-Geräte GmbH)

pH-Meter CG 841 mit pH-Elektrode

"Blueline 11" und Temperaturfühler

PT1000 (Schott-Geräte GmbH)

� Titrationsgefäß (Eigenentwurf [19]) Titrationsgefäß (Schott-Geräte GmbH)

� Magnetrührer (Schott-Geräte GmbH) Magnetrührer (Schott-Geräte GmbH)

� Peristal-Pumpe

(Reichelt Chemie Technik, Nr. 90513)

Flüssigkeitsmembranpumpe FM 1.30

(Firma KNF FLODOS AG, CH-Sursee)

� LC-Probenkopf (umgebauter 5 mm

QNP-Kopf) (Bruker) oder Inlet und 10

mm VSP-Probenkopf (Bruker)

TXO LC-Probenkopf (anwendungsbe-

zogener Umbau Mai 2000) (BRUKER)

Tabelle 3: Komponenten der 200 MHz - und der 500 MHz - Anlage zur Durchführung
NMR-kontrollierter Titrationen

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen das Hardware-Setup:
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Abbildung 3: Hardware-Setup für NMR-kontrollierte Titrationen: (1) NMR-Spektrometer;
(2) Steuer-PC; (3) Dosiervorrichtung für Zugabe; (4) Sensorelektrode und Potentio-
meter; (5) Titrationsgefäß mit Vorlage; (6) Magnetrührer; (7) Pumpe; (8) LC-TXO-
NMR-Probenkopf

Abbildung 4: Anlage zur Durchführung NMR-kontrollierter Titrationen am DRX 500:
(1) NMR-Spektrometer; (2) Steuer-PC; (3) Dosiervorrichtung für Zugabe; (4) Senso-
relektrode und Potentiometer; (5) Titrationsgefäß mit Vorlage; (6) Magnetrührer;
(7) Pumpe; (8) LC-TXO-NMR-Probenkopf
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3.2 Experimentelle Durchführung der Messung

Für die Durchführung einer NMR-kontrollierten Titration müssen sieben Teilarbeitsschritte

ausgeführt werden. Diese Arbeitsschritte sind an den Anlagen für das Bruker Avance DRX

500 und für das Bruker Avance DRX 200 (mit Ausnahme der 113Cd-NMR Messung) ana-

log. Diese Teilarbeitsschritte werden im Folgenden beschrieben. Zur Durchführung 113Cd

NMR-kontrollierter Titrationen mit dem 10 mm Insert sei auf Grzonka [9] verwiesen.

3.2.1 Einbau des Probenkopfs

Nach dem Einbau des LC-Probenkopfs muss eine Zeitspanne (am DRX 200 ca. eine

Stunde; am DRX 500 ca. acht Stunden) für die Anpassung der Temperatur des Proben-

kopfs im Magneten abgewartet werden.

3.2.2 Locken, Shimmen und Justieren des Felds

Mittels einer Spritze wird D2O in die Messzelle des Probenkopfs gefüllt. Nach einer War-

tezeit von 30 Minuten wird auf das HDO-Resonanzsignal gelockt und geshimmt. Die

Wartezeit dient dazu, Schwingungen durch Berührung des Magneten beziehungsweise

durch das Befüllen der Messzelle im Probenkopf mit dem Solvens abklingen zu lassen. Die

Qualität des Shims wird durch die Aufnahme von 1H-NMR-Spektren überprüft. Sobald der

Habitus des Resonanzsignals geeignet ist, werden die ermittelten Parameter abgespeichert

(mit dem Befehl "wsh Shimkürzel") und der Lock ausgeschaltet. Anschließend werden die

Lockphase und das Feld optimiert. Nach der Entfernung des D2O aus dem Probenkopf

wird dieser mit Stickstoffgas (DRX 500) beziehungsweise Druckluft (DRX 200) getrock-

net.

3.2.3 Blanktitration

Zur Ermittlung der Elektrodenparameter wird vor und nach der NMR-kontrollierten Titra-

tion im NMR-Raum mit Hilfe des Programms MINI_T [69] [70] eine Blanktitration durch-

geführt.

3.2.4 Titrationsapparatur, Homogenisierung der Lösung und Vorspektren

In der zusammengebauten Titrationsapparatur wird die vorher berechnete Menge des Tit-

randsystems vorgelegt. Durch das Programm NMR_T [72] [21] wird die Pumpe einge-

schaltet und nach der Homogenisierung des Systems wieder abgeschaltet.



40

Es wird je ein Probespektrum mit den, für das jeweilige NMR-Experiment benötigten,

Spektren-Parametern aufgenommen. Die optimierten Spektren-Parameter werden unter ei-

nem jeweiligen Parameter-Satz ("wpar fluxpara all" für das erste NMR-Experiment und

"wpar fluxparX all" [mit X = 0 fortlaufend bis 9] für die weiteren NMR-Experimente) ab-

gespeichert. Die Messung wird unter einer Argon-Schutzgasatmosphäre durchgeführt.

3.2.5 Kalibrierung der Glaselektrode

Um eine Glaselektrode zu kalibrieren gibt es zwei Methoden: Erstens durch eine Mehr-

punktkalibration. Im Programm NMR_T ist die Glaselektrode eine Zweipunktkalibrierung

mit Puffern pH = 4,01 und pH = 6,07 vorgesehen. Man erhält hierbei aktivitätsbezogene

pH-Werte. Die zweite Methode ist die Bestimmung der Elektrodenparameter durch eine

Blanktitration (vgl. Kapitel 2.2.1.1). Hierbei werden konzentrationsbezogene pH-Werte

bestimmt. Bei den hier durchgeführten NMR-kontrollierten Titrationen werden jeweils

mindestens eine Blanktitration vor und eine nach der Messung durchgeführt. Die gemittel-

ten Parameter werden dann für die weitere Auswertung verwendet.

3.2.6 Eingabe der experimentellen Parameter

In NMR_T werden unter dem Menüpunkt "Daten" � "Daten edieren" die substanzspezifi-

schen Parameter eingegeben:

� Substanzbezeichnung

� Einwaage

� Gehalt

� Molgewicht der Substanz

� Vorlagevolumen

� Konzentrationen der verwendeten Lösungen

� Anzahl der NMR-Experimente

� Anzahl der potentiometrischen Messungen zwischen zwei NMR-Experimenten

� Speicherkürzel (höchstens acht Zeichen)

Unter dem Menüpunkt "Eichung" � "Messparameter" sind generelle Parameter der Mes-

sungen:

� Mischwartezeit (Umpumpzeit der Lösung durch die Anlage)

� Messwartezeit (Wartezeit zwischen der Messung von zwei pH-Werten)



41

� Vergleichswerte (Anzahl der zu messenden pH-Werte pro Titrationsschritt, zur Über-

prüfung ob der pH-Wert konstant bleibt)

einzugeben.

3.2.7 Starten der Messung

In dem Spektrometerprogramm XWIN-NMR wird der Befehl "xau sfnmrm" [21] eingege-

ben und die dort abgefragten Parameter eingetragen:

� Anzahl der verschiedenen NMR-Experimente

� Nummer der ersten Messung

� Inkrementnummer zwischen zwei Messungen

� Name der Spektrenparametersätze

3.2.8 Messfolge

Nach dem Start der Messung (über den Menüpunkt: "Messung" � "SF-NMR-Messung")

wird durch NMR_T der aktuelle pH-Wert gemessen und abgespeichert. Danach wird an das

Spektrometer das Kommando zur Aufnahme des ersten Spektrums gesendet. Nach erfolg-

ter Aufnahme des letzten FID (free induction decay = freier Induktionsabfall) eines Titrati-

onsschrittes wird ein Steuersignal an das Programm NMR_T gesendet und auf ein erneutes

Startsignal von NMR_T zur Aufnahme eines Spektrums (Ausnahme: letztes Spektrum) ge-

wartet. Während der Weiterführung der analytischen Messungen wird der FID prozessiert

und abgespeichert.

Das folgende Flussdiagramm (Abbildung 5) gibt das Software-Setup für NMR-

kontrollierte Titrationen unter Verwendung von Bruker AVANCE DRX Spektrometern

wieder (erstellt mit [74]).
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START
NMR_T

START
sf_NMR

STOP
NMR_T

STOP
sf_NMR

Einlesen des Para-
meter-Files-Namens

Initialisierung von pH-
Meter und Bürette

Auf das Signal vom
Computer warten

Einlesen des
Parameter-Files

FID aufnehmen und
speichern

Pumpen bis pH = konst.
Stop der Pumpe

Kalibrierung der
Glaselektrode

Beginn mit dem
NMR-Experiment

Auf das Signal vom
Spektrometer warten

Pumpvorgang starten
und Titrationszugabe

Setup der
exp. Daten

Speichern von: pH-
Wert, ml-Wert, ...

Weiteres
NMR-Exp.?

Letztes
NMR-Exp.?

Letztes
Exp.?

Nein Ja

Ja

Ja

Nein

PC-Programm
Borland Pascal

Spektrometer-
Programm "C"

Nein

Abbildung 5: Software-Setup für NMR-kontrollierte Titrationen; Programmsystem NMR_T
(Modell 2001 für Bruker AVANCE DRX Spektrometer)
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3.3 Auswertung

Die Auswertung NMR-kontrollierter Titrationen teilt sich in zwei Gruppen:

1. der grafischen Darstellung als Stack-Plot beziehungsweise Kontur-Plot mit Multiple-

NMR-Graphics [59].

2. der Auswertung der spektroskopischen Daten mit MultiNMRpK [61] beziehungsweise

canpod [21].

Für die grafischen Auswertungen können die Spektren im XWIN-NMR-Format [75] oder

im WINNMR-Format [76] vorliegen. Für die im Rahmen dieser Arbeit angewendeten Me-

thoden zur Auswertung der spektroskopischen Daten müssen die Spektren im WINNMR-

Format bereitgestellt werden.

3.3.1 Prozessierung des FID mit WINNMR

Die Prozessierung, dass heißt die Umwandlung des FID in ein Spektrum, umfasst ver-

schiedene Arbeitsschritte [77] [78] [79]. Die Vorgehensweise für die Prozessierung von

Kernresonanzspektren mit dem Programm WINNMR [80] beschreibt Bigler [81].

Die Umwandlung des zeitabhängigen FID in ein frequenzabhängiges Spektrum beschreibt

kurz das folgende Schema:
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Abbildung 6: Schema der NMR-Spektrenbearbeitung nach [82]

mit: tP: Pulsdauer FT: Fourier-Transformation

AQ: Akquisitionszeit T2
*: Zeitkonstante

W1/2: Halbwertsbreite FID: free induction decay
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Die digitale Auflösung lässt sich durch eine mathematische Funktion, das sogenannte zero

filling, rechnerisch erhöhen.

Vor der Fourier-Transformation lässt sich das Signal-Rausch-Verhältnis verbessern, indem

eine künstliche Linienverbreiterung vorgenommen wird. Dazu wird die Abklingkurve des

FID mit einer Exponentialfunktion multipliziert. Hierbei besteht der Nachteil, dass bei ei-

ner zu großen Linienverbreiterung Informationen wie Signalaufspaltungen durch kleine

Kopplungskonstanten verloren gehen. Daher muss entschieden werden, mit welchem

Linenverbreiterungsfaktor (LB) die Spektren prozessiert werden.

Die mathematische Umrechnung des zeitabhängigen FID in das frequenzabhängige Spek-

trum erfolgt mittels Fourier-Transformation. Nach der Umwandlung in das frequenzabhän-

gige Spektrum erfolgt eine Phasenkorrektur mit anschließender Basislinienkorrektur.

3.3.2 Verwendung von Voreinstellungen zur Prozessierung der Spektren

Mit Hilfe der „Serial Processing“-Funktion im Programm WINNMR wird eine Reihe von

Spektren unter gleichen Bedingungen automatisch prozessiert. Es besteht die Möglichkeit

selber einen Prozessierungsvorgang („job“) zu definieren, mit dessen Hilfe Spektren ein-

heitlich bearbeitet werden können. Über die „Serial Processing“-Funktion ist es möglich,

eine Deconvolution (Anfittung eines simulierten Resonanzsignals) der Spektren durchzu-

führen. In eine Text-Datei werden dann automatisch die Parameter (chemische Verschie-

bung, Halbwertsbreite, usw.) der Deconvolution abgespeichert und stehen somit für die

weitere Verwendung zur Verfügung.

Mit Hilfe des Programms "SF-Simulation" [73] werden die benötigten Parameter aus den

Text-Dateien ausgelesen und in einer Tabelle systematisch sortiert.

3.3.3 Güte der WIN-DAISY Simulation

In der Literatur finden sich mehrere Hinweise für die Beurteilung der Güte von WIN-

DAISY Simulationen [83] [84] [85]. Fünf Parameter geben, neben der optischen Kontroll-

möglichkeit, Auskunft über die Güte der Simulation, wobei alle Parameter zusammen be-

trachtet werden müssen:

1. FINAL SUM OF SQUARES [FSS]:

Die Summe der Fehlerquadrate des Lösungsparametersatzes berücksichtigt Rauschen, Ba-

sislinienfehler und Linienformfehler (Abweichung von der Lorentzkurve).
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Nach Spiske [83] soll dieser Wert 1% der NUMBER OF SPECTRAL POINTS nicht über-

schreiten, um eine geeignete Güte gewährleisten zu können.

2. NUMBER OF SPECTRAL POINTS [NSP]:

Die NSP ist die Anzahl der in die Berechnung einbezogenen Datenpunkte des Spektrums.

Je mehr Datenpunkte berücksichtigt werden, desto besser kann die FINAL SUM OF

SQUARES beurteilt werden, weil die Signale genauer beschrieben werden.

3. DEGREES OF FREEDOM:

Die Zahl der überschüssigen Messungen, also die Differenz zwischen verwendeten Daten-

punkten und der Zahl der iterierten Parameter.

Auch hier gilt, daß es besser ist, wenn mehr Freiheitsgrade zur Verfügung stehen.

4. STANDARD DEVIATION OF MEASUREMENTS [SDM]:

Die Fehlerquadratsumme, gewichtet mit der Anzahl der Freiheitsgrade.

Dieser Wert sollte klein sein. Bei einer guten Simulation kann ein Faktor von 10-2 erreicht

werden.

5. R-FACTOR (PER CENT) [R%]:

Die Abweichung zwischen experimentellem und simuliertem Spektrum.
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In der Literatur [84] [85] wir davon gesprochen, dass bei einem R-Faktor unter 3% von ei-

ner guten Simulation ausgegangen werden kann.

Während der Iteration kann anhand des RMS-Werts (root of mean squares) der Fortgang

der Iteration beobachten werden.

3.4 Entwicklung der automatisierten NMR-kontrollierten Titrationen

3.4.1 Entwicklungen unter Verwendung eines 200 MHz Spektrometers

Bei der ersten Apparatur von Grzonka [9] wurde ein Glaseinsatz in einen 10 mm Proben-

kopf eingesetzt. Die Messzelle wurde aus einem 10 mm NMR-Röhrchen, in welches ein

5 mm Zuleitungsröhrchen führt, aufgebaut. Die Zu- und Ableitung befinden sich in einem

Glasmantel und können außerhalb des Magneten über Oliven an den Schlauch angeschlos-
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sen werden. Der Durchmesser der Schläuche zur Pumpe beträgt 3 mm. Das aktuelle Pro-

benvolumen beträgt im aktuellen Aufbau dieser Anlage 140 ml. Es können maximal 55 ml

Lösung zudosiert werden.

Abbildung 7: Einsatz mit Spinner für einen 10 mm Probenkopf zur Durchführung NMR-
kontrollierter Titrationen

Ollig [19] setzte erstmals den Vorläufer moderner LC-Probenköpfe erfolgreich ein. Im Be-

reich der Spulen des Probenkopfs befindet sich eine Messzelle, durch die die Lösung ge-

pumpt wird. An dem Probenkopf befinden sich Anschlussstücke für das Schlauchsystem

zur Pumpe. Nach der im Rahmen dieser Dissertation durchgeführten Neukonzeption des

Schlauchsystems wird nun ein Probenvolumen von 80 ml benötigt. Es können maximal 40

ml Lösung zudosiert werden. Der Innendurchmesser des PTFE-Schlauchs beträgt 3 mm

(DN 3/5). Der Anschluss des PTFE-Schlauchs an die Pumpe erfolgt über Aufschraubver-

schraubungen mit G-Innengewinde der Serie 2M und an den Probenkopf über ein Stück

PE-Schlauch mit Einschraubtüllen mit G-Außengewinde (EM-Technik).

In Tabelle 4 sind die möglichen NMR-Messungen unter Verwendung des 200 MHz Spek-

trometers aufgelistet.

LC-Probenkopf

(umgebauter 5 mm QNP-Kopf)

Inlet für 10 mm Probenköpfe

1H-, 13C-, 19F- und 31P-NMR VSP-Probenkopf: 1H-, 13C-, 31P- und 113Cd-

NMR (weitere Kerne durch Einstellungsän-

derungen am Probenkopf möglich)

Tabelle 4: Mögliche NMR-kontrollierte Titrationen am 200 MHz Spektrometer
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Abbildung 8: LC-Probenkopf für ein Bruker 200 MHz-Spektrometer

3.4.2 Entwicklungen unter Verwendung eines 500 MHz Spektrometers

Der Anschluss der Schläuche an die Pumpe (KNF FLODOS) FM 1.30 bzw. den Proben-

kopf erfolgt über UNF-Anschlüsse (Valco Europe; UNF ¼'-28), die für einen sicheren

Anschluss bei hohen Drücken geeignet sind. Die Schläuche haben einen Durchmesser von

0,8 mm. Das Probenvolumen beträgt beim Start 25 ml (kann bei Bedarf und Wahl einer

geeigneten Elektrode auf 20 ml verringert werden). Maximal können 50 ml Lösung zudo-

siert werden.

Das Volumen der Anlage außerhalb des Titrationsgefäßes setzt sich zusammen aus:

� 340 �l in der Messzelle

� 60 �l im Bereich der Spulen

� 80 �l außerhalb der Spulen

� 200 �l in Schläuche zwischen Probenkopf, Titrationsgefäß und Pumpe.

Die Kapillaren in der Zelle haben einen Durchmesser von 0,5 mm, die Schläuche zwischen

den Kapillaren und Inlet- / Outlet-Fitting (Werkstoff: Edelstahl, Fa. BRUKER) 1,0 mm,

und die Schläuche von der Pumpe zum Probenkopf und zum Titrationsgefäß 0.8 mm.
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Abbildung 9: LC-TXO-Probenkopf für ein Bruker 500 MHz-Spektrometer

Abbildung 10: Schemazeichnung eines LC-Probenkopfes (Abbildung mit freundlicher Ge-
nehmigung von Bruker)

In Tabelle 5 sind die möglichen NMR-Messungen unter Verwendung des 500 MHz Spek-

trometers aufgelistet.
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LC-TXO-Probenkopf LC-1H/19F-Probenkopf
1H-, 13C- und 31P-NMR

für Gradientenspektroskopie geeignet

1H- und 19F-NMR

Tabelle 5: Mögliche NMR-kontrollierte Titrationen am 500 MHz Spektrometer

3.5 Versuchsaufbau zur Durchführung potentiometrischer Titrationen

Die Titrationsapparatur besteht aus einem thermostatisierbaren Gefäß, einem Thermostat

(Lauda Ma6), T-200 (automatische Bürette, SCHOTT-Geräte) mit einem 20 ml Büretten-

aufsatz, einer Einstabmesskette (BlueLine pH 11, SCHOTT-Geräte), einem Widerstands-

thermometer (W2130 Pt 100, SCHOTT-Geräte) und einem Personal Computer, der die ge-

samte Anlage steuert. Bei jeder Titration wurden 400 Messpunkte aufgezeichnet. Die ge-

samten potentiometrischen Titrationen wurden unter Stickstoffatmosphäre durchgeführt.
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4 Reproduzierbarkeit der Messung

4.1 Vergleich der 200 MHz und der 500 MHz Anlage

Im Rahmen dieser Arbeit wird ein Vergleich zwischen den beiden vorhandenen Anlagen

zur Durchführung NMR-kontrollierter Titrationen gezogen. Als Testsubstanz für diese

Untersuchung wurde die 1-Hydroxyethandiphosphonsäure (HEDP) gewählt, weil sie in der

Literatur [9] [19] [20] vielfach beschrieben ist.

Die nachfolgende Tabelle 6 fasst die wichtigsten Unterschiede bei den beiden Anlagen zu-

sammen.

System DRX 200 System DRX 500

Titrationsvolumen 80 ml 25 ml

Substanzbedarf bei einer Messung von

1-Hydroxyethandiphosphonsäure

84,3 mg 33,3 mg

Messzeit 8 h 16 h

Umpumpzeit 15 s 300 s

Wartezeit vor der Aufnahme eines Spektrums ca. 13 s 480 s

Aufbau der Anlage 4 h 16 h

Schlauchdurchmesser Zu- und Ableitung 3 mm 0,8 mm

Tabelle 6: Vergleich der 200 MHz und der 500 MHz Anlage für eine 31P{1H}-NMR-
kontrollierte Titration

Aufgrund des geringeren Titrationsvolumens wird bei gleicher Konzentration entsprechend

1/3 Probensubstanz benötigt. Das geringere Titrationsvolumen ist in erster Linie auf das

verwendete Schlauchsystem zurückzuführen.

Die Verdopplung der Messzeit hängt direkt mit zwei Faktoren zusammen. Zunächst kann

mit der Pumpe für die 500er Anlage nur eine maximale Durchflussmenge von 15 ml pro

Minute erreicht werden (im Gegensatz zur Pumpe der 200er Anlage mit einem Durchfluss

von 200 ml pro Minute). Desweiteren gerät der Probenkopf bzw. die Messzelle bedingt

durch den hohen Staudruck (bei der gewählten Getriebeeinstellung bis zu 5 bar) in

Schwingung, so dass sich eine zusätzliche Wartezeit ergibt.
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4.2 Theoretische Überlegungen zur NMR-kontrollierten Titration unter
Verwendung des Bruker Avance DRX 500 Spektrometers

Für eine NMR-kontrollierte Titration müssen drei Punkte berücksichtigt werden, die für

die Reproduzierbarkeit der Messung unabdingbar sind.

1) Homogenisierung der Probe

2) Feldstabilität

3) Stabilität der zu untersuchenden Substanz

4.2.1 Homogenisierung der Probe

Bei einer NMR-kontrollierten Titration muss bei der Zugabe eines Dosiermittels nicht nur

dafür gesorgt werden, dass in dem Titrationsgefäß durch Rühren eine Homogensierung er-

folgt, sondern es muss auch berücksichtigt werden, dass diese Homogenisierung das ge-

samte Titrationssystem erfasst. So wird bei der Zugabe des Dosiermittels die Konzentrati-

on im Vorlagevolumen schnell geändert, aber im Schlauchsystem und der Messzelle im

Probenkopf befindet sich immer noch eine Flüssigkeitsmenge mit der Ausgangskonzentra-

tion. Diese beiden unterschiedlichen Konzentrationen werden durch Umpumpen angegli-

chen.

4.2.1.1 Theoretische Berechnungen zur Homogenisierungszeit

Grzonka [9] hat erste theoretische Berechnungen für seine Anlage durchgeführt. Ollig [19]

hat dieses Modell adaptiert und auf sein Messsystem übertragen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Berechnungen für die DRX 500 Anlage übertragen.

Die nachfolgende Abbildung soll die theoretischen Überlegungen zu dem Versuch ver-

deutlichen. Bei den Berechnungen wird davon ausgegangen, dass die Pumpe 15,0 ml pro

Minute umpumpen kann.
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Abbildung 11: Modell für die Simulation der Durchmischung. Zeichnung nach einer Vor-
lage von Grzonka [9].

Die Variablen bedeuten im einzelnen:

VV: Volumen der Vorlage VV
*: Startvolumen der Vorlage

VD: Volumen des Dosiermittels CD: Konzentration des Dosiermittels

CV (n): Vorlagekonzentration zum Zeitpunkt n CT: Konzentration des Totvolumens

VT: Volumen von Schlauch, Messzelle und Pumpe (= Totvolumen)

Folgende Gleichungen werden zur Berechnung der Durchmischungszeit verwendet:

Die Konzentration nach Zugabe des Dosiermittels ergibt sich zu:

� � � �

� �DV

DDVV
V

VV
CVCV

C
�

���

� *

*
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Nach n Umpumpschritten ergibt sich die aktuelle Konzentration zu:
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Berücksichtigt man, dass die Konzentration im Totvolumen der Konzentration entspricht,

die vor dem entsprechenden Umpumpzyklus im Titrationsgefäß vorlag, ergibt sich mit:

� � � �nVnT CC � [Gl. 4-2-3]
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V

TVnVTVnV
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)( [Gl. 4-2-4]
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Für alle � �n VT� � 0  gilt: � �0VT CC �

Für die Berechnungen, die zu Abbildung 12 und Abbildung 13 führen, werden folgende

Parameter gewählt:

VV
*: 18 ml CV (0): 0,025 mol/l

VD: 0,15 ml CD: 0,0 mol/l

VT: 7 ml CT: 0,025 mol/l
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Abbildung 12: Auftragung der reduzierten Konzentration cr vs. Zeit t (Durchmischung des
Startvolumens)
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Abbildung 13: Ausschnitt aus der Abbildung 12 (Auftragung der reduzierten Konzentration
cr vs. Zeit t (Durchmischung des Startvolumens))
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Mit einem gewählten Vorlagevolumen von 28 ml stellen Abbildung 14 und Abbildung 15

die Berechnungen für das Ende der NMR-kontrollierten Titration dar. Hierfür wurden fol-

gende Parameter gewählt:

VV
*: 28 ml CV (0): 0,025 mol/l

VD: 0,15 ml CD: 0,0 mol/l

VT: 7 ml CT: 0,025 mol/l
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Abbildung 14: Auftragung der reduzierten Konzentration cr vs. Zeit t (Durchmischung des
Endvolumens)
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Abbildung 15: Ausschnitt aus der Abbildung 14 (Auftragung der reduzierten Konzentration
cr vs. Zeit t (Durchmischung des Endvolumens))
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Weil in diesem Modell nicht die Veränderung der Viskosität der Lösung berücksichtigt

werden kann, wird bei der Durchführung von NMR-kontrollierten Titrationen am DRX

500 eine Durchmischungszeit von 300 s (bei einem Startvolumen von 25 ml) gewählt.

Zeigt sich zu Beginn der Messung durch eine optische Kontrolle, dass der Durchfluss ge-

ringer ist, wird die Durchmischungszeit auf 480 s heraufgesetzt.

4.3 Feldstabilität des DRX 500 bei Messungen bei ungelocktem Feld

Da Interesse an Messungen in Wasser besteht, muss vorher auf D2O gelockt und geshimmt

werden. Probenköpfe mit einer internen Zelle für ein deuteriertes Lösungsmittel wurden

erstmals auf der Bruker-Benutzertagung 2000 [86] vorgestellt, stehen aber im Institut nicht

zur Verfügung. Nachdem der Shimvorgang beendet ist, wird der Lockvorgang abgebro-

chen. Dies bedeutet, dass von nun an alle Feldparameter konstant gehalten werden und die

Messungen bei ungelocktem Feld stattfinden. Jede Veränderung beziehungsweise Störung

in der Homogenität des Magnetfeldes und der Magnetfeldstärke hat über die effektive

Feldstärke Einfluss auf die gemessene chemische Verschiebung.

4.3.1 Messung unter Verwendung des TBI-Probenkopfs

Die Messvorbereitung wird analog zu der einer stopped-flow Messung durchgeführt. Dies

bedeutet, dass zunächst auf ein NMR-Röhrchen mit D2O gelockt und geshimmt wird. Da-

nach wird der Lock herausgenommen und ein zweites NMR-Röhrchen mit HEDP

(c = 0,162 mmol/l) in H2O in das Gerät eingesetzt und über 24 Stunden alle 20 Minuten ein
31P{1H}-NMR-Spektrum aufgenommen.

Parameter 31P{1H}-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46 MHz

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 4096

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des Spektrum (SI) 2048

Zahl der Scans (NS) 256

Spektrale Breite (SW) [Hz] 2022,654

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 3644,21

Tabelle 7: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die Feldstabilitätsmessung mit dem
TBI-Probenkopf am DRX 500 (Testsubstanz: HEDP in H2O)
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Wie aus der nachfolgenden Abbildung 16 zu entnehmen ist, verändert sich die Resonanz-

lage des 31P-NMR-Signals um � 0,01 ppm. Dieser Wert ist um den Faktor 2 besser als der

Wert von Ollig [19] und sogar um den Faktor 3 besser als der Wert von Grzonka [9].
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Abbildung 16: Signallage bei einer 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-Messung unter Verwen-
dung des TBI-Probenkopfs gegen die Zeit (Testsubstanz: HEDP in H2O
(c = 0,162 mmol/l)).

4.3.2 Messung unter Verwendung des LC-TXO-Probenkopfs

Im Unterschied zu dem im vorherigen Kapitel beschriebenen Experiment wurde die Test-

substanz HEDP (c = 0,332 mmol/l) in D2O gelöst.

Parameter 31P{1H}-NMR 1H-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46 500,13

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 8192 32768

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des Spektrum (SI) 8192 32768

Zahl der Scans (NS) 16 8

Spektrale Breite (SW) [Hz] 5081,301 10330,579

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 3441,75 3088,51

Tabelle 8: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die Feldstabilitätsmessung mit dem
LC-TXO-Probenkopf am DRX 500 (Testsubstanz: HEDP in D2O)
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Damit entfällt das Befüllen der Messzelle mit D2O, Entfernen derselben Lösung und an-

schließender Befüllung mit der Testsubstanz. Die Messungen erfolgen ohne Lock. Pro

Messschritt wird ein 31P{1H}- und ein 1H-NMR-Experiment durchgeführt. Die Aufnahme-

Parameter werden dabei so gewählt, dass alle 10 Minuten eine neue Messreihe gestartet

wird.

Die nachfolgende Abbildung 17 ist eine Auftragung der Änderung der Signallage des 31P-

Resonanzsignals von HEDP und der 1H-Resonazsignale von HEDP und von HDO gegen

die Zeit.

Die Signallage variiert im Verlauf der Messung maximal um � 0,012 ppm.
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Abbildung 17: Auftragung von ��  einer 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-Messung und einer
500,13 MHz 1H-NMR-Messung vs. t; � ��  im 1H-NMR beim HDO-Signal; � Ab-
weichung im 31P-NMR bei HEDP: � ��  im 1H-NMR beim HEDP-Signal

Bei der Auftragung des 31P-Resonanzsignals von HEDP gegen das 1H-Resonanzsignal des

HEDP (Abbildung 18) ergibt sich eine Gerade mit einer Steigung, die nahe eins ist. Dies

bedeutet, dass der Frequenzshift bei 31P- und 1H-NMR-Messungen ohne Lock (beim Ver-

gleich von Resonanzsignalen desselben Moleküls) fast gleich ist.
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Abbildung 18: ��  einer 500,13 MHz 1H-NMR-Messung in Bezug zu einer 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-Messung; � ��  vom 31P-NMR-Resonanzsignal von HEDP in Bezug
zum ��  1H-NMR-Resonanzsignal vom D2O: � ��  vom 31P-NMR-Resonanzsignal
von HEDP in Bezug zum ��  1H-NMR-Resonanzsignal von HEDP

Bei der Auftragung "Abweichung der Signallage vom 31P-NMR-Resonanzsignal von

HEDP in Bezug zum 1H-NMR-Resonanzsignal vom D2O" fällt eine größere Streuung der

Messwerte auf. Eine Ursache liegt in der unterschiedlichen Anregung der beiden Moleküle

(D2O und HEDP) durch den Frequenzpuls.

4.4 Berücksichtigung der Verdünnung

Als weitere Untersuchung zu den Beeinflussungen der Signallage wurde eine Verdün-

nungsmessung durchgeführt. Als Testsubstanz wurde 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-

propan-1,1-diphosphonsäure gewählt. Im Vergleich zur chemischen Verschiebung der

Phosphinsäuregruppe ist die chemische Verschiebung der Phosphonsäuregruppen bei De-

protonierung gering, so dass der Einfluss durch die Verdünnung sehr gut beobachtet wer-

den kann.

Das Startvolumen beträgt 25 ml und es werden 20 ml H2O bi.-dest. äquidistant zutitriert.

Die Startkonzentration der Messung wird entsprechend einer normalen NMR-

kontrollierten Titration gewählt.



59

Substanz 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-

diphosphonsäure 3

Molmasse [g/mol] 326,05

Vorlagevolumen [ml] 25,0

m (Substanz) [mg]: 61,0

m (Wirkstoff) [mg]: 59,6

n (Wirkstoff) [mmol]: 0,183

c (Wirkstoff in Vorlage) [mol/l]: 0,0073

Titrator H2O

Titratorkonzentration [mol/l] 0,10032

Zugabe Titrator [ml] 20

Tabelle 9: Experimentelle Parameter der Verdünnungsmessung am DRX 500 von 1-
Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure

Parameter 31P{1H}-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 16384

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des Spektrum (SI) 16384

Zahl der Scans (NS) 128

Spektrale Breite (SW) [Hz] 10775,862

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 7895,79

Tabelle 10: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die Verdünnungsmessung am
DRX 500 von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3

Anhand des Stack-Plots in Abbildung 19 sowie der Abbildung 20 lässt sich entnehmen,

dass sich im Verlauf der Volumenzugabe ein maximales �� von 0,04 ppm ergibt. Dieser

Wert entspricht dem von Grzonka [9] unter Verwendung der Ethylenbismethylphosphin-

säure ermittelten Wert. Allerdings muss hierbei berücksichtigt werden, dass Grzonka das

Volumen lediglich um 13,6% (von 120,0 auf 136,4 ml) erhöht hat. Bei der hier vorgestell-

ten Messung wurde das Volumen um 80 % erhöht. Somit kann ein höheres Volumen wäh-
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rend der Messung zutitriert werden, ohne dass eine Veränderung der chemischen Ver-

schiebung durch Verdünnungeffekte berücksichtigt werden muss.
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�

Abbildung 19: Stack-Plot einer 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-Messung 1-Hydroxy-3-(P-
methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure in H2O.
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Abbildung 20: Veränderung der Signallage bei einer 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-Messung
von 1-Hydroxy-3-methylhydroxyphosphorylpropan-1,1-diphosphonsäure durch Ver-
dünnung
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Bei diesen Ergebnissen muss zusätzlich die Veränderung der Signallage mit der Zeit be-

rücksichtigt werden. Wie aus Abbildung 17 zu erkennen ist, tritt eine Abweichung der Si-

gnallage über 16 Stunden von 0,012 ppm auf. Dies bedeutet, dass der Effekt durch die

Verdünnung noch geringer ausfällt.

4.5 Streufeld des Magneten vom DRX 500

Bei der Positionierung der Titrationsapparatur im Messraum muss das Streufeld des Ma-

gneten berücksichtigt werden, da es die Steuerung der Titrationsapparatur beeinflusst. Um

dies zu vermeiden, muss ein Abstand von mindestens 2,5 m (DRX 500) bzw. 1 m (DRX

200) zu dem Magneten eingehalten werden. Diese Abstandsabschätzung kann aufgrund der

nachfolgenden Abbildung 21 getroffen werden, die die magnetische Flussdichte im Ver-

hältnis zum Radius wiedergibt:

Abbildung 21: Streufeld des DRX 500. Abbildung nach einer Vorlage aus dem entspre-
chenden Magnethandbuch [87]
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4.6 Temperatureffekte

Die Temperatur in der Messzelle wurde bei dem LC-TXO Probenkopf mit 99,8 % deute-

riertem Methanol (ohne Zusatz von HCl) untersucht [88].

Aus der Differenz der Resonanzfrequenzen für das verbliebene HO- und das CHD2-Proton

)H(CHDH(OH) 2
�� ��� [Gl. 4-6-1]

wird die Temperatur nach folgender Gleichung [88] berechnet:

20006109,01347,07,398 �������T [Gl. 4-6-2]

Für den LC-TXO Probenkopf beträgt die Temperatur in der Messzelle 307,84 K, das ent-

spricht 34,69°C, wenn keine Pulssequenz einwirkt. Die Genauigkeit dieser Methode, um

die Temperatur zu bestimmen, wird von Hansen [88] mit 0,69 K angegeben. Durch ein 31P-

NMR (NS = 256 Scans) steigt die Temperatur um 0,10 K auf 307,94 K (34,69 °C). Ein
1H-NMR (NS = 256 Scans) bewirkt eine Temperaturveränderung um 0,15 K auf 307,99 K

(34,84 °C). Somit liegt die Temperaturveränderung durch die 31P- bzw. die 1H-Pulssequenz

innerhalb der für das Messverfahren angegebenen Messungenauigkeit. Bei der Aufnahme

von 31P{1H}-NMR-Spektren (NS = 192 Scans) bewirkt die Protonenentkopplung eine

Temperaturerhöhung um 0,73 K auf 308,75 K (35,42 °C).

Uhlemann [89] untersucht die Temperaturveränderung bei Verwendung eines LC-1H/19F-

und eines QNP-Probenkopfs. Ein Unterschied zu den hier angegebenen Ergebnissen be-

steht darin, dass das 19F{1H}-NMR-Pulsprogramm einen vernachlässigbaren Einfluss auf

die Temperatur in der Messzelle hat. Tabelle 11 gibt die Temperaturveränderung in der

Messzelle durch Standard-Pulssequenzen wieder.

Start 31P-NMR

NS = 256 Scans

1H-NMR

NS = 256 Scans

31P{1H}-NMR

NS = 192 Scans

Nach 10 min

ohne Pulse

T [K] 307,84 307,94 307,99 308,57 308,15

t [°C] 34,69 34,79 34,84 35,42 35,00

�T 0,10 0,15 0,73 0,42

Tabelle 11: Temperaturveränderung in der Messzelle durch Standard-Pulssequenzen
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4.7 Staudruck

Im Gegensatz zur "normalen" LC-NMR wo nur kleine Volumina pro Zeit gepumpt werden

müssen, kommt es bei einer NMR-kontrollierten Titration unter anderem darauf an, eine

möglichst hohe Förderleistung pro Zeit zu erreichen, damit die Umpumpzeit kurz gehalten

werden kann.

Bedingt durch die kleinen Querschnitte in den Schläuchen und den Kapillaren zu der

Messzelle, treten bei der stopped-flow-Anlage für das DRX 500 hohe Staudrücke auf. Dies

beeinflusst die Wahl einer geeigneten Pumpe.

Die von Hermens [21] eingesetzte Pumpe (HPLH 200, Ingenieurbüro CAT, M. Zipperer

GmbH, Staufen) erreicht maximal eine Förderleistung von 5 ml pro Minute. Dies bedeutet,

dass nach 5 Minuten das Startvolumen einer Titration vollständig umgepumpt ist. Da es

notwendig ist, dass Startvolumen mindestens dreimal umzupumpen, würde dies pro Titra-

tionsschritt 15 min dauern.

Die von Peters verwendete [11] Pumpe NF 10 (KNF FLODOS AG) erreicht im Testbetrieb

eine Förderleistung von 20 ml pro Minute. Im Dauerbetrieb lösten sich nach wenigen Mi-

nuten die Schläuche bauartbedingt von den Oliven an der Pumpe ab. Für das nächstgrößere

Modell der Firma KNF FLODOS AG, der NF 30, kann ein UNF-Gewindesystem beschafft

werden. Doch bei Testmessungen mit der NF30-Pumpe und einem Durchflussprobenkopf

stellte sich heraus, dass der gebildete Staudruck zu groß für die NF30-Pumpe ist und die

Pumpe ausfällt. Desweiteren war die Membran im Pumpenkopf bereits nach wenigen Mi-

nuten eingerissen. Die auftretenden Probleme sind verständlich, da die Pumpen eigentlich

für einen Druck von einem bar konzipiert sind.

Durch unsere Applikationstests bei der Firma KNF FLODOS AG mit verschiedenen Pum-

pen und einem Durchflussprobenkopf wurde schließlich die in dieser Arbeit eingesetzte

Membranpumpe FM 1.30 KT als geeignetes Modell gefunden. Die FM 1.30 KT ist für ei-

nen Druck von bis zu sechs bar konzipiert und kann über ein Getriebe stufenlos geregelt

werden. Im Hause KNF wurden Tests zur Ermittlung der optimalen Getriebeeinstellung

durchgeführt. Die Firma Bruker garantiert, dass LC-Probenköpfe bis zu einem maximalen

Druck von fünf bar geeignet sind. Die Option, eine Getriebeeinstellung wählen zu können,

gewährleistet, dass auf der einen Seite ein maximaler Durchfluss erzielt werden kann, und
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auf der anderen Seite der Staudruck nicht zu groß wird. Somit können Beschädigungen an

dem Probenkopf ausgeschlossen werden.

Die folgende Tabelle 12 listet die bei den Getriebeeinstellungen maximalen Förderleistun-

gen und herrschenden Staudrücke auf.

Getriebeeinstellung [%] Förderleistung [ml/min] Staudruck [bar]

45 12 4,3

50 15 4,9

Tabelle 12: Auflistung der bei den Getriebeeinstellungen vorkommenden Förderleistungen
und herrschenden Staudrücke.

Abbildung 22 zeigt den auftretenden Staudruck bei einer Getriebeeinstellung von 50 %.

Abbildung 22: Aufzeichnung über die Höhe des Staudrucks bei einer Getriebeeinstellung
von 50 % gegen die Zeit t [s].

Zur Ermittlung des Staudruckes wurde bi.-dest. Wasser verwendet. Da sich der Staudruck

aufgrund unterschiedlicher Viskositäten erhöhen kann, wird keine größere Getriebeein-

stellung gewählt, auch wenn das Beispiel bi.-dest. Wasser zeigt, dass man einen noch

höheren Durchfluss erreichen könnte.
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5 Praktischer Teil

5.1 Durchführung der potentiometrischen Titrationen

5.1.1 Herstellung der Lösungen und verwendete Lösungen

Für alle Messlösungen wurde ein über Filterkartuschen gereinigtes destilliertes Wasser (im

weiteren als bi.-dest. Wasser bezeichnet) verwendet.

5.1.1.1 Säuren und Basen:

0,1 M Tetramethylammoniumhydroxid-Lösung wurde aus der entsprechenden Ampulle

„Fixanal“� (Riedel de-Haën) und bi.-dest. Wasser hergestellt.

0,1 M und 1,0 M Salzsäure, 0,1 M und 1,0 Natronlauge, sowie 1,0 Tetramethylammoni-

umhydroxid-Lösung wurden als fertige Lösungen von Aldrich bezogen.

Vor Verwendung der Lösungen wurden zur Ermittlung der exakten Konzentrationen soge-

nannte Faktorbestimmungen durchgeführt.

5.1.1.2 Ionenpufferlösung

Für Messungen mit 0,1 molaren Lösungen wurden die Ionenpuffersubstanzen Natrium-

chlorid (Merck) und Tetramethylammoniumchlorid (Fluka) als Lösung so angesetzt, dass

die Zugabe von 5,0 ml (Titrationsvolumen = 25 ml) beziehungsweise die Zugabe von 10,0

ml (Titrationsvolumen = 80 ml) der Ionenstärken I = 0,1 entsprach.

Für Messungen mit 1,0 molaren Lösungen wurde die entsprechende Menge (2,74 g) an fe-

stem Tetramethylammoniumchlorid eingewogen und zugesetzt.

5.1.1.3 Faktorbestimmungen

Die entsprechende Urtitersubstanz werden in 50,00 ml bi.-dest. Wasser vorgelegt und mit

der zu bestimmenden Lösung mit äquidistanter pH-Schrittweite titriert. Für die Faktorbe-

stimmung der Salzsäure werden Dinatriumcarbonat (Merck) und für Natronlauge und Te-

tramethylammoniumhydroxid werden Kaliumhydrogenphthalat (Merck) als Urtiter ge-

wählt. Der Faktor jeder Lösung wird aus 3-5 Einzelmessungen gemittelt.
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5.1.1.4 Elektrodenkalibration / Blanktitrationen

Die Elektrodenkalibration erfolgt durch mindestens eine Blanktitration vor und nach jeder

Messreihe. Dazu werden 5,00 ml 0,1 N Säure, 5,00 ml 0,5 M Ionenpuffer und 15,00 ml

(pKS-Wertbestimmungen, 500 MHz Anlage für NMR-kontrollierte Titrationen) bzw.

65,00 ml (200 MHz Anlage für NMR-kontrollierte Titrationen) bi.-dest. Wasser vorgelegt

und mit Base bei äquidistanter Zugabe (�Vz=0,05 ml) titriert. Das Gesamtzugabevolumen

beträgt 10,00 ml, womit jeweils 200 Meßpunkte registriert wurden.

5.1.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

5.1.2.1 Bestimmung der Dissoziations- und Stabilitätskonstanten

In der Vorlage befinden sich 0,100 mmol der Substanz, 0,100 mmol 0,1 N Säure (HCl),

5,00 ml 0,5 M Ionenpuffer. Mit bi.-dest. Wasser wird das Titrationsvolumen auf 25,00 ml

aufgefüllt. Die Titration erfolgt durch äquidistante Zugabe von 0,1 M Base. Pro Titration

werden 400 Meßpunkte registriert. Mit jeder der Substanzen werden mindestens drei

Titrationen durchgeführt und deren Ergebnisse gemittelt.

5.1.2.2 Bestimmung der Stabilitätskonstanten von Metallkomplexen

In der Vorlage befinden sich 0,100 mmol der Substanz, 0,100 mmol Komplexbildner,

0,100 mmol 0,1 N Säure (HCl), 5,00 ml 0,5 M Ionenpuffer. Mit bi.-dest. Wasser wird das

Titrationsvolumen auf 25,00 ml aufgefüllt. Die Titration erfolgt durch äquidistante Zugabe

von 0,1 M Base. Pro Titration werden 400 Messpunkte registriert. Die Messungen werden

pro Substanz dreimal durchgeführt und aus den Ergebnissen der Mittelwert gebildet.

5.2 Reinheitsbestimmungen mittels NMR

 Bei der Reinheitsbestimmung der Substanzen mittels der NMR-Spektroskopie wurde auf

die Erkenntnisse und Anleitungen aus [91] und der Ringversuche zum Thema "Quantita-

tive NMR-Spektroskopie" der Bundesanstalt für Materialforschung und -prüfung [92] [93]

zurückgegriffen.

 Bei jedem Spektrum ist nach der Fourier-Transformation jeweils manuell eine sorgfältige

Korrektur der Phase und der Grundlinie über den gesamten zu integrierenden Spektralbe-

reich durchgeführt worden. Zur Festlegung der Integralgrenzen ist für jedes zu integrieren-
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de Signal die Resonanzfrequenz und die Halbwertsbreite 	1/2 (Linienbreite in halber Höhe)

bestimmt worden. Die Multiplikation der entsprechenden Halbwertsbreite mit dem Faktor

32 (32 
 	1/2) [91] [93] ergibt für das jeweilige Signal den zu integrierenden Bereich nach

beiden Seiten. Es folgt eine sorgfältige Korrektur der Integralphasen.

Substanz

31
P-

A
nt

ei
l

[%
]

SB
-T

itr
at

io
n

[%
]

1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1

(Henkel KGaA, Dr. Blum)

> 99,9 99,9

[20]

1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2

(Henkel KGaA, Dr. Kranz)

99,7 99,8

[97]

1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3

(Hoechst AG, Dr. Klose)

99,7 97,7

[100]

Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) 4

(Bozetto, Dr. Palladini)

96,9 96,5

[101]

3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5

(Prof. Dr. Failla, Università di Catania)

99,7 99,6

[57]

2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bis(phosphonsäure) 6

(Prof. Dr. Failla, Università di Catania)

99,6 99,6

[57]

3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7

(Prof. Dr. Breuer und Dr. Kehler, Hebrew University of Jerusalem)

99,3 99,4

Tabelle 13: Reinheiten und Herkunft der untersuchten Verbindungen

5.3 Referenzierung der NMR-kontrollierten Titrationen

Alle 31P-Kernresonanzspektren wurden gegen 85 %-ige Phosphorsäure virtuell extern refe-

renziert. Dazu wurde frische 85 %-ige Phosphorsäure NMR-spektroskopisch vermessen. In

einem Innenröhrchen befand sich D2O, so dass die Phosphorsäure zum einen im gelockten

Zustand gemessen werden konnte und zum anderen die Konzentration der Phosphorsäure

sich nicht durch Verdünnung verändert hat. Die so ermittelte Resonanzfrequenz im 31P-
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beziehungsweise 31P{1H}-NMR wird per Definition gleich 0 ppm gesetzt. Die gemessenen
31P-NMR-Spektren werden nun gegen die gemessene Phosphor-Frequenz referenziert.

Die 1H-NMR-Spektren werden auf das HDO-Resonanzsignal referenziert. Zu Beginn jeder

NMR-kontrollierten Titration wird (wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben) auf D2O gelockt. Da

die anschließende Messung im ungelockten Zustand durchgeführt wird, muss die Reso-

nanzlage des HDO-Signals als konstant angesehen werden. Eine Änderung in Abhängig-

keit von Konzentration beziehungsweise pH-Wert kann nicht beobachtet werden.

Die Präzisions-1H-NMR-Spektren werden gegen das Natriumsalz der 3-(Trimethylsilyl)-1-

propansulfonsäure referenziert.

Die 113Cd-NMR-Spektren werden extern gegen 0,1 M Cd(ClO4)2 referenziert.

5.4 Verwendete Software

Die Bearbeitung der NMR-Spektren erfolgt mit WINNMR (Version 6.0) und die Iteration

der Spektren wird mit WIN-DAISY (Version 4.03) der Fa. Bruker-Franzen Analytik GmbH

durchgeführt. Die Aufnahme der Spektren erfolgt mit X-WIN-NMR (Version 2.6) der Fa.

Bruker Analytische Meßtechnik GmbH auf einer SGI INDY unter dem Betriebssystem

IRIX 6.2.

Die Berechnungen und die Erstellung der Diagramme wird mit Microsoft EXCEL 97

durchgeführt.

Die Bestimmung der Dissoziations- und Stabilitätskonstanten, sowie die Auswertung der

NMR-kontrollierten Titrationen erfolgt mit WINSCORE von I. Reimann [57].

Die Blanktitrationen werden mit dem Programm Autoblank von C. Tillmann [71] ausge-

wertet.

Stack- und Kontur-Plots werden mit Multiple-NMR-Graphics vom C. Pfaff [59] erstellt.

Die ionenspezifische chemische Verschiebungen für die Ligand-Titrationen werden mit

MultiNMRpK von Z. Szakács [61] ermittelt.

Für die Komplextitrationen werden die ionenspezifischen chemischen Verschiebungen

durch Verwendung von canpod von S. Hermens [21] bestimmt.

Alle Arbeiten mit Programmen, welche das Microsoft-WINDOWS-Betriebssystem benöti-

gen, werden auf einem IBM-kompaktiblen PC mit INTEL Celeron 366 MHz-Prozessor

und 128 MB RAM durchgeführt.
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6 Durchgeführte NMR-kontrollierte Titrationen

Seit Mitte der achtziger Jahre beschäftigt sich der Arbeitskreis von Prof. Hägele mit auto-

matisierten NMR-kontrollierten Titrationen [9]. Durch konsequente technische Weiterent-

wicklungen [19] [72] [20] [21] ist es gelungen, dieses Verbundverfahren unter Verwen-

dung eines 500 MHz-Spektrometers als Routinemessverfahren einzuführen. Im Rahmen

dieser Arbeit werden von zwei Substanzen (1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1 und 3-

Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5) 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titratio-

nen sowohl unter Verwendung des DRX 200, als auch des DRX 500 durchgeführt. Somit

kann ein Vergleich zwischen beiden Anlagen gezogen werden.

Durch die gleichzeitige Modifizierung der Steuerungssoftware NMR-T und SFNMR kön-

nen in der nun eingesetzten Version [21] bis zu zehn verschiedene NMR-Experimente

hintereinander ausgeführt werden. Im Rahmen dieser Arbeit gelang es pro NMR-

kontrollierter Titration bis zu vier verschiedene NMR-Experimente (31P-, 31P{1H}-, 1H-,

und 1H(water)-NMR) durchzuführen. Neben der bereits von Hermens [21] erstmals durch-

geführten 31P{1H}-NMR-kontrollierten Titration von HEDP unter Verwendung des Bruker

Avance DRX 500 Spektrometers, werden im Rahmen dieser Arbeit die ersten 31P- und 1H-

NMR-kontrollierten Titrationen gezeigt. Erstmals sind bei einer NMR-kontrollierten Titra-

tion, sogenannte 1H-NMR-Spektren, mit Wasserunterdrückung aufgenommen worden.

Im Rahmen dieser Arbeit werden NMR-kontrollierte Titrationen von 1-Hydroxyethan-1,1-

diphosphonsäure 1, 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2, 1-Hydroxy-3-

(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3, Ethylendiamintetrakis(methylen-

phosphonsäure) 4, 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5, 2,5-Dihydroxy-

benzol-1,4-bis(phosphonsäure) 6, 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7

und dem 1:1-Komplex Cadmium-Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) unter

Verwendung des Bruker Avance DRX 500 Spektrometers gezeigt. Ferner kann mit der

44,39 MHz 113Cd-NMR-kontrollierten Titration vom Cadmium-Ethylendiamintetrakis-

(methylenphosphonsäure)-Komplex die erste Metall-NMR-kontrollierte Titration unter

Verwendung des Bruker Avance DRX 200 Spektrometers präsentiert werden.
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6.1 1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1

Bereits 1895 wird über die Synthese der 1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1 berichtet

[46]. Zahlreiche Veröffentlichungen beschäftigen sich seitdem mit Synthese und Einsatz-

möglichkeiten [23] [24] [47]. In der Literatur sind die Dissoziationskonstanten für die 1-

Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1 wiederholt untersucht und dokumentiert worden.

Tabelle 14 gibt einen Überblick über die zugänglichen Dissoziationskonstanten.

Hermens [20] Claessens [94] Dietsch [95] Kabachnik [96]

pKS1 1,34 k. A. < 2 1,70

pKS2 2,57 2,77 2,50 2,47

pKS3 6,82 6,99 6,89 7,28

pKS4 10,57 11,23 10,60 10,29

pKS5 n. b. n. b. n. b. 11,13

Titrator NaOH TMAOH KOH KOH

c [mol/l] 0,0034 0,0025 0,001 k. A.

I 0,1 (NaCl) 0,1 (TMANO3) 0,1 (KCl) 0,1 (KCl)

T [°C] 25 25 25 25

Tabelle 14: Aufstellung der Dissoziationskonstanten von HEDP 1

Zur Ermittlung der ionenspezifischen Parameter werden die von Hermens [20] ermittelten

Werte verwendet, da dort zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten gleiche analytische

Parameter (0,1 molare NaOH als Titrator und NaCl als Ionenpuffer) wie hier zur Durch-

führung der NMR-kontrollierten Titration gewählt worden sind.

Bei der Betrachtung im Rahmen dieser Arbeit wird die 1-Hydroxyethan-1,1-diphosphon-

säure als vierbasige Säure H4L behandelt.

In Abbildung 23 und Abbildung 24 sind die Molenbruchverteilungsdiagramme dargestellt.
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Abbildung 23: Molenbruchverteilungsdiagramm gegen � von HEDP 1 (Exp. Parameter:
siehe Tabelle 22)
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Abbildung 24: Molenbruchverteilungsdiagramm gegen pH von HEDP 1 (Exp. Parameter:
siehe Tabelle 22)

Abbildung 25 gibt das Dissoziationsschema der 1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure

wieder.
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Abbildung 25. Dissoziationsschema von 1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1

Die 1H- und 31P-NMR-Spektren der 1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1 lassen sich als

A3X2-Spinsystem beschreiben (siehe Abbildung 26).

H2O3P C PO3H2

OH

CH3

1

2 2

Abbildung 26: Strukturformel vom 1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1 mit Zuordnung
der Protonen

(ppm)

02468

Abbildung 27: 500,13 MHz 1H-NMR-Spektrum von HEDP 1 (c = 0,235 mol/l in D2O)

HDO

1
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In Tabelle 15 sind die Ergebnisse für die Resonanzfrequenzen aus der Iteration für die

Protonen zu entnehmen.

SNr Iso Typ � [ppm] � [Hz] Stabw [Hz]

1 1H A 1,6321 816,2372 � 0,0001

2 31P X 20,641 4178,935 -
    

Tabelle 15: Iterierte chemische Verschiebungen des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums so-
wie die chemische Verschiebung des 200,46 MHz-31P{1H}-NMR-Spektrums von
HEDP 1 (c = 0,235 mol/l in D2O)

In Tabelle 16 ist die aus der Iteration des 1H-NMR von HEDP 1 erhaltene Kopplungskon-

stante aufgelistet.

SNr SNr KIso KTyp J [Hz] Stabw [Hz]

1 4 3JPH JAX 16,1900 � 0,0002
    

Tabelle 16: Iterierte Kopplungskonstante des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums von HEDP
1 (c = 0,235 mol/l in D2O)

Tabelle 17 gibt die statistischen Gütekriterien für die Iteration wieder.

Statistical Information A3X2-Spinsystem

FSS 54,4723

NSP 12883

SDM 0,0650

R% 0,2296

Tabelle 17: Statistische Gütekriterien der Iterationen aus Tabelle 15 und Tabelle 16.

6.1.1 NMR-kontrollierte Titration von HEDP 1 unter Verwendung des DRX 200

Für die NMR-kontrollierte Titration der HEDP 1 unter Verwendung des 200 MHz Spek-

trometers wurden der Arbeit von Hermens [20] analoge analytische Parameter gewählt:

Substanz: 1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1
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Molmasse [g/mol]: 205,97 Vorlagevolumen [ml]: 90,00

m (Substanz) [mg]: 84,3

m (Wirkstoff) [mg]: 84,3 n (Wirkstoff) [mmol]: 0,409

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0046

I (Ionenpuffer: NaCl) [mol/l]: 0,1 c (NACl) [mol/l]: 0,9000

VZ (NaCl) [ml]: 10,00

c (Titrator: NaOH) [mol/l]: 0,0990

Tabelle 18: Experimentelle Parameter der NMR-kontrollierten Titration am DRX 200 von
HEDP 1 vs. NaOH

Für die NMR-Spektren wurden folgende Parameter gewählt.

Parameter 31P{1H}-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 81,01

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 2048

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des Spektrum (SI) 2048

Zahl der Scans (NS) 256

Spektrale Breite (SW) [Hz] 1132,25

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 1377,24

Mischzeit (MT) [s] 15

Wartezeit vor Spektrenaufnahme (WT) [s] 10

Tabelle 19: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
am DRX 200 von HEDP 1

6.1.1.1 �81,01 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration von HEDP 1

Abbildung 28 zeigt den Stack- und den Kontur-Plot der 81,01 MHz 31P{1H}-NMR-

kontrollierte Titration von HEDP 1.
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Abbildung 28: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 81,01 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung von HEDP 1 (Exp. Parameter: siehe Tabelle 18)

Mit Hilfe des Kontur-Plots kann man den Verlauf der chemischen Verschiebung zwischen

den Titrationsgraden null bis zwei besser verfolgen. Anhand von Abbildung 30 ist zu er-

kennen, dass bei den Titrationsgraden 0 < � < 2 die Werte für die Halbwertsbreiten der Re-

sonanzsignale zwischen 23,4 Hz bis 49,9 Hz differieren.
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Bei den Titrationsgraden 3 < � < 5 beträgt die Halbwertsbreite zwischen 2,4 Hz bis 3,0 Hz.

Aufgrund des schlechten Signal-Rausch-Verhältnisses können die Halbwertsbreiten bei

den Titrationsgraden  0 < � < 2 nur mit großen Schwankungen bestimmt werden.
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Abbildung 29: Auftragung der chem. Verschiebung �P (�) und des pH-Wertes (�) vs. � der
81,01 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierten Titration von HEDP 1 (Exp. Parameter:
siehe Tabelle 18)
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Abbildung 30: Auftragung der chem. Verschiebung �P (�) und der Halbwertsbreite (�) vs.
� der 81,01 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierten Titration von HEDP 1 (Exp. Parame-
ter: siehe Tabelle 18)
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In Tabelle 20 werden die ermittelten ionenspezifischen Parameter wiedergegeben:

Spezies �P [ppm] �P [ppm]

H4L 18,520 � 0,410 -1,989 � 0,411

H3L- 20,510 � 0,030 0,885 � 0,031

H2L2- 19,624 � 0,006 0,313 � 0,008

HL3- 19,938 � 0,005 0,139 � 0,006

L4- 19,799 � 0,004
 

Tabelle 20: Ionenspezifischen Parameter von HEDP 1

Die hohe Standardabweichung für den ionenspezifischen Parameter der Spezies H4L liegt

darin begründet, dass diese Spezies bei der Anfangspunkt der Messung (� = 0) nur zu 15,9

Prozent vorliegt (siehe Abbildung 23).

Am Ende dieses Kapitels wird ein Vergleich zu der Messung unter Verwendung des

500 MHz-Spektrometers und weiteren in der Literatur dokumentierten Messungen durch-

geführt.

6.1.2 NMR-kontrollierte Titration von HEDP 1 unter Verwendung des DRX 500

Auf der neu konzipierten Anlage wurde die 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte

Titration von 1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure ebenfalls durchgeführt. Um die Ver-

gleichbarkeit mit der 81,01 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierten Titration gewährleisten zu

können, wird bei dieser Messung die gleiche Konzentration gewählt.

Parameter 31P{1H}-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 4096

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des Spektrum (SI) 2048

Zahl der Scans (NS) 256

Spektrale Breite (SW) [Hz] 2022,654

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 3644,21

Tabelle 21: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
am DRX 500 von HEDP 1
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Wie Tabelle 21 entnommen werden kann, werden drei Parameter gegenüber der in Kapitel

6.1.1 vorgestellten Messung variiert. Durch die Erhöhung des Wertes für TD (Datenfläche

des FIDs) kann eine bessere digitale Auflösung erreicht werden. In Kapitel 4.2.1 wird be-

reits erwähnt, dass aufgrund der geringen Förderleistung der Pumpe eine längere Mischzeit

(hier: MT = 300 Sekunden) und eine längere Wartezeit vor Spektrenaufnahme (hier:

WT = 480 Sekunden) eingehalten werden müssen.

Substanz: 1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1

Molmasse [g/mol]: 205,97 Vorlagevolumen [ml]: 25,00

m (Substanz) [mg]: 33,0

m (Wirkstoff) [mg]: 33,0 n (Wirkstoff) [mmol]: 0,1602

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0046

Zusatz HCl [mmol]: 0,1602 c (HCl) [mol/l]: 0,0980

I (Ionenpuffer: NaCl) [mol/l]: 0,1 c (NACl) [mol/l]: 0,5000

VZ (NaCl) [ml]: 5,00

c (Titrator: NaOH) [mol/l]: 0,0990

Tabelle 22: Exp. Parameter der NMR-kontrollierten Titration am DRX 500 von HEDP 1

6.1.2.1 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration von HEDP 1

Aus Abbildung 31 wird der große Vorteil der neuen Anlage ersichtlich. Bei gleicher Scan-

zahl ist das Signal-Rausch-Verhältnis bei gleicher Konzentration um den Faktor 6,7, als

wie bei der 81,01 MHz NMR-kontrollierten Titration.

Bei der 202,46 MHz NMR-kontrollierten Titration lässt sich eine sprunghafte Zunahme der

Halbwertsbreite der Resonanzsignale bei � = 3 bereits aus dem Stack-Plot erkennen.

Unter Verwendung des Kontur-Plots lässt sich die chemische Verschiebung vom Beginn

der Titration an sehr gut verfolgen.
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Abbildung 31: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung von HEDP 1 (�P vs. �) von HEDP 1 (Exp. Parameter: siehe Tabelle 22)

Aus Abbildung 33 wird ersichtlich, dass bei den beiden anhand der Titrationskurve ermit-

telbaren Äquivalenzpunkten ein lokales Minimum � = 2 und ein lokales Maximum � =

3der chemischen Verschiebungen vorliegen.
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Abbildung 32: links: Stack-Plot - rechts: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung (�P vs. pH) von HEDP 1 (Exp. Parameter. siehe Tabelle 22)
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Abbildung 33: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und des pH-Wertes
(�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-
Messung von HEDP 1

Durch die 1. Ableitung 
dpH

d �� �  können pKS- Werte ermittelt werden (siehe Kapitel 2.1.5).

Aus Abbildung 34 kann durch die Auftrag der 1. Ableitung gegen den pH-Wert die Werte

für pKS3 und pKS4 abgelesen werden.
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Abbildung 34: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und der 1. Ableitung
d�P/dpH (�) vs. pH-Wert der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-
Messung von HEDP 1. Die Lage der pKS-Werte aus den analytischen Bestimmungen
ist mit "�" gekennzeichnet.

Abbildung 35 zeigt, dass im Intervall -1 < � < 2 die Halbwertsbreite von 31,2 Hz bis 44,6

Hz steigt und dann auf 4,6 Hz abfällt. Bei � = 3 gibt es kleines Zwischenmaximum zu 6 Hz

bis letztlich die Halbwertsbreite bei 2,8 Hz ausklingt.
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Abbildung 35: Auftragung der chem. Verschiebung �P (�) und der Halbwertsbreite
HWB(�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}-
NMR-Messung von HEDP 1
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In Tabelle 23 sind ionenspezischen Parameter angegeben:

Spezies �P [ppm] �P [ppm]

H4L 20,251 � 0,064 -0,176 � 0,065

H3L- 20,427 � 0,010 0,796 � 0,011

H2L2- 19,631 � 0,004 -0,368 � 0,005

HL3- 19,999 � 0,003 0,172 � 0,004

L4- 19,827 � 0,003
 

Tabelle 23: Ionenspezifischen Parameter von HEDP 1

6.1.3 Vergleich der 81,01 MHz- und der 202,46 MHz-NMR-kontrollierten Titration

von HEDP

Bei beiden Messungen läßt sich der sogenannte "geminal effekt" [9] sehr gut beobachten.

Zwischen � = 2 und � = 3 findet eine Tieffeld-Verschiebung statt, die auf die Bildung einer

intramolekulare Wasserstoffbrückenbindung im Diphosphonyl-Trianions zurückzuführen

ist. Die nachfolgende Abbildung zeigt die vermutete Struktur des Trianions.

C
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O O
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Abbildung 36: vermutete Struktur des Diphosphonyl-Trianions

Im Gegensatz zur 81,01 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierten Titration können bei der

202,46 MHz Messung durchgängig alle Halbwertsbreiten genau bestimmt werden. Dies ist

auf das verbesserte Signal-Rausch-Verhältnis der 202,46 MHz Messung zurückzuführen.

Beim Vergleich mit den Literaturwerten fällt ein deutlicher Unterschied in den chemischen

Verschiebungen auf. Zum einen kann dies mit den zur Bestimmung der ionenspezifischen

Parametern verwendeten Dissoziationskonstanten und zum anderen auf eine fehlende be-

ziehungsweise ungenaue Referenzierung der in der Literatur beschriebenen Spektren zu-

rückgeführt werden.
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Spezies �P (81,01 MHz)

[ppm]

�P (202,46 MHz)

[ppm]

�P [9] (Gronzka)

[ppm]

�P [20] (Hermens)

[ppm]

H4L 18,520 � 0,410 20,251 � 0,064 21,12 20,61

H3L- 20,510 � 0,030 20,427 � 0,010 20,94 20,82

H2L2- 19,624 � 0,006 19,631 � 0,004 20,42 20,09

HL3- 19,938 � 0,005 19,999 � 0,003 20,68 20,44

L4- 19,799 � 0,004 19,827 � 0,003 20,23 20,34

c [mol/l] 0,0046 0,0046 k. A. 0,0033

I 0,1 (NaCl) 0,1 (NaCl) 0,1 (TMACl) 0,1 (NaCl)

V [ml] 90,00 25,00 k. A. 60,00

Tabelle 24: Ionenspezifische Verschiebungen von HEDP 1

Gradient �P (81,01 MHz)

[ppm]

�P (202,46 MHz)

[ppm]

�P [9] (Gronzka)

[ppm]

�P [20] (Hermens)

[ppm]

H4L 1,989 � 0,411 0,176 � 0,065 -0,20 0,21

H3L- -0,885 � 0,031 -0,796 � 0,011 -0,80 -0,73

H2L2- 0,313 � 0,008 0,368 � 0,005 0,26 0,35

HL3- -0,139 � 0,006 -0,172 � 0,004 -0,45 -0,10
     

Tabelle 25: Gradienten der ionenspezifischen Verschiebungen von HEDP 1

Es muss hier erwähnt werden, dass die Messung von Grzonka [9] auf einem Bruker

AM 200 Spektrometer durchgeführt worden ist, wohingegen Hermens [20] die NMR-

kontrollierte Titration unter Verwendung des DRX 200 Spektrometers durchführte.

Die von Hermens auf dem DRX 500 durchgeführte 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration

von HEDP 1 [2] weist im Gegensatz zu der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten

202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierten Titration einen signifikanten Unterschied in der

Entwicklung der Halbwertsbreitenänderung im Verlauf der Titration auf. Bis zum Titrati-

onsgrad � = 2 beträgt bei Hermens die Halbwertsbreite 5 Hz. Abbildung 35 weist die für

die hier vorgestellte Messung dagegen eine Halbwertsbreite von 30 bis 45 Hz aus. Die Ur-

sache für den Unterschied liegt in der Ligandkonzentration begründet. Bei Hermens beträgt

die Ligandkonzentration 0,01 mol/l, dagegen sind die beiden Messungen in dieser Arbeit

mit einer Ligandkonzentration von 0,0046 mol/l durchgeführt worden.
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6.2 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2

In Tabelle 26 sind die aus Titrationen ermittelten Dissoziationskonstanten angegeben.

pKS1 pKS2

1,73 � 0,01 3,59 � 0,02

Tabelle 26: Dissoziationskonstanten [97] von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-
diphosphinsäure 2 (n = 0,2494 mmol); NaOH (c = 0,1014mol/l),
I (NaCl) = 0,1 mol/l, n (HCl) = 0,2494 mmol, V = 50 ml, T = 25°C

Das Dissoziationsschema in Abbildung 37 berücksichtigt nur die beiden Deprotonierungs-

schritte an den Phosphinyl-Gruppen.
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Abbildung 37: Dissoziationsschema von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-
diphosphinsäure 2

Die sich daraus ergebenden Molenbruchverteilungsdiagramme sind in Abbildung 38 und

Abbildung 39 dargestellt.
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Abbildung 38: Molenbruchverteilungsdiagramm von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-
diphosphinsäure 2 vs. Titrationsgrad � (Exp. Parameter: siehe Tabelle 30)
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Abbildung 39: Molenbruchverteilungsdiagramm von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-
diphosphinsäure 2 vs. pH (Exp. Parameter: siehe Tabelle 30)

Hägele beschreibt in [98] die Substanz 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphin-

säure 2 als A3[M3X]2-Spinsystem.
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Abbildung 40: Strukturformel von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2

01234567

Abbildung 41: 500,13 MHz 1H-NMR-Spektrum von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-
diphosphinsäure 2 (c = 0,2441 mol/l in D2O)
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Die Ergebnisse der Iteration für die Protonen-Resonanzfrequenzen stehen in Tabelle 27.

SNr Iso Typ � [ppm] � [Hz] Stabw [Hz]

1, 2 1H M 1,6281 814,2677 � 0,0018

3 1H A 1,6021 801,2602 � 0,0011

4, 5 31P X 51,880 10503,6093 -
    

Tabelle 27: Iterierte chem. Verschiebungen des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums und die
chem. Verschiebung des 202,46 MHz-31P{1H}-NMR-Spektrums von 1-Hydroxyethan-
P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2 (c = 0,2441 mol/l in D2O)

Die iterativ ermittelten Kopplungskonstanten werden in Tabelle 28 angegeben.

SNr SNr Kiso KTyp J [Hz] Stabw

1 4 2JPH JMX -14.1945 � 0,0014

1 5 4JPH JMX' -0,0288 � 0,0014

3 4 3JPH JAX 15,2063 � 0,0007

4 5 2JPP JXX' 33,7540 � 0,0113
    

Tabelle 28: Iterierte Kopplungskonstanten des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums von
1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2 (c = 0,2441 mol/l in D2O)

Tabelle 29 gibt die statistischen Gütekriterien für die Iteration wieder.

Statistical Information A3[M3X]2-Spinsystem

FSS 110,6686

NSP 4089

SDM 0,1647

R% 0,6208

Tabelle 29: Statistische Gütekriterien der Iterationen aus Tabelle 27 und Tabelle 28.

In den nachfolgenden Tabellen sind die analytischen (Tabelle 30) und die NMR-Parameter

(Tabelle 31) aufgeführt. Vor der Aufnahme des NMR-Spektrums zu jedem Titrationsgrad

wird eine Mischzeit von MT = 300 s und eine Wartezeit von WT = 480 s eingehalten.

Substanz: 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2
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Molmasse [g/mol]: 202,08 Vorlagevolumen [ml]: 25,00

m (Substanz) [mg]: 31,1

m (Wirkstoff) [mg]: 31,0 n (Wirkstoff) [mmol]: 0,1534

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0061

Zusatz HCl [mmol]: 0,1227 c (HCl) [mol/l]: 0,0980

I (Ionenpuffer: NaCl) [mol/l]: 0,1 c (NACl) [mol/l]: 0,5000

VZ (NaCl) [ml]: 5,00

c (Titrator: NaOH) [mol/l]: 0,1033

Tabelle 30: Exp. Parameter der NMR-kontrollierten Titration der 1-Hydroxyethan-P,P´-
dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2

Parameter 31P{1H}-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 16384

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des Spektrum (SI) 8196

Zahl der Scans (NS) 256

Spektrale Breite (SW) [Hz] 10162,602

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 7085,96

Tabelle 31: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
der 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2

6.2.1 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration von 1-Hydroxyethan-P,P´-

dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2

In Abbildung 42 sind der Stack- und der Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kon-

trollierten Titration von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2 dargestellt.
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Abbildung 42: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2 (�P vs. �) (Exp. Pa-
rameter: siehe Tabelle 30)
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Abbildung 43: links: Stack-Plot - rechts: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2 (�P vs. pH) (Exp.
Parameter: siehe Tabelle 30)

Durch die Deprotonierung erfährt das Resonanzsignal für die beiden Phosphinyl-Gruppen

eine Hochfeldverschiebung.
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Abbildung 44: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und des pH-Wertes
(�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-
Messung von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2

Aus der Abbildung 45, der Auftragung der Halbwertsbreite gegen den Titrationsgrad, ist zu

entnehmen, dass bei dem Titrationsgrad � = 2 eine Veränderung der Halbwertsbreite auf-

tritt. An dieser Stelle sinkt die Halbwertsbreite des Resonanzsignals von 13 Hz auf 4 Hz.

Dies lässt den Schluss zu, dass, unter Berücksichtigung des Kurvenverlaufs für die Halb-
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wertsbreite, bis zu diesem Punkt eine Linienverbreiterung durch intermolekulare Wasser-

stoffbrückenbindungen vorliegt.

Aufgrund des gewählten Konzentrationsbereichs sieht man in der Titrationskurve nur einen

Äquivalenzpunkt.

40,0

42,0

44,0

46,0

48,0

50,0

-1 0 1 2 3

�

�
 [p

pm
]

0

2

4

6

8

10

12

14

16

H
W

B
 [

H
z]

Abbildung 45: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und der Halbwerts-
breite HWB (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-Messung von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2
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Abbildung 46: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und der 1. Ableitung
d�P/dpH (�) vs. pH-Wert der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-
Messung von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2

pKS2
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Unter Berücksichtigung der Theorie (vgl. Kapitel 2.1.5) wird aus der Abbildung 46

pKS2 = 3,5 erhalten.

In Tabelle 32 sind die ionenspezifischen Verschiebungen der 1-Hydroxyethan-P,P´-

dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2 tabelliert.

Gauß Elimination Implizit Iteration

Spezies �P [ppm] �P [ppm] �P [ppm] �P [ppm]

H2L 52,43 ��0,022 4,41 52,31 ��0,599 4,35

HL- 48,02 ��0,005 6,85 47,96 ��0,073 6,78

L2- 41,17 ��0,003 41,18 ��0,004
    

Tabelle 32: Ionenspezifische Parameter von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphos-
phinsäure 2

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der ionenspezifischen Parameter fällt die Überein-

stimmung der Werte, auf die einmal mittels der Gauß-Elimination [59] und einmal mittels

der Implizit-Iteration [61], ermittelt worden sind. Unterschiede in den Standardab-

weichungen der Ergebnisse treten durch die unterschiedlichen Bestimmungsmethoden der

Fehler auf.
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6.3 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-

propan-1,1-diphosphonsäure 3 werden jeweils drei Titrationen durchgeführt.

Titration gegen 0,1 M TMAOH: Jeweils 0,16 mmol Ligand mit einer Zugabe von

0,48 mmol HCl (c = 0,1001 mol/l) und 5,00 ml 0,5000 M TMACl (I = 0,1) werden mit

bi.-dest. Wasser auf ein Volumen von 25,00 ml aufgefüllt. Die Titrationen erfolgen unter

Stickstoffatmosphäre gegen 0,1003 M TMAOH bei 25,0 � 0,1 °C.

Titration gegen 1,0 M TMAOH: Jeweils 1,4 mmol Ligand mit einer Zugabe von 8,4 mmol

HCl (c = 0,9533 mol/l) und 2,74 g TMACl (I = 1,0) werden mit bi.-dest. Wasser auf ein

Volumen von 25,00 ml aufgefüllt. Die Titrationen erfolgen unter Stickstoffatmosphäre

gegen TMAOH (c = 1,0006 mol/l) bei 25,0 � 0,1 °C.

In Tabelle 33 sind die Werte der Dissoziationskonstanten, die im Rahmen dieser Arbeit be-

stimmt worden sind, und Werte aus Bestimmung gegen 0,1 M NaOH aufgelistet [100].

Titrator pKS1 pKS2 pKS3 pKS4 pKS5 RMS

0,1 M

TMAOH

0,70

� 0,30

2,16

� 0,01

3,35

� 0,01

6,94

� 0,01

11,57

� 0,07

0,243

1,0 M

TMAOH

0,62

� 0,24

2,11

� 0,02

3,22

� 0,05

6,94

� 0,01

12,13

� 0,10

0,345

0,1 M

NaOH [100]

1,42

� 0,29

2,19

� 0,04

3,39

� 0,04

6,87

� 0,02

11,55

� 0,02

-

Tabelle 33: Auflistung der Stabilitätskonstanten von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-
propan-1,1-diphosphonsäure 3; Exp. Bedingungen von [100] (n = 0,250 mmol);
NaOH (c = 0,1002 mol/l), I (NaCl) =0,1 mol/l, n (HCl) = 0,250 mmol, V = 50 ml,
T = 25°C

Das Molenbruchverteilungsdiagramm von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-

diphosphonsäure 3 ist in Abbildung 47 gegen den Titrationsgrad und in Abbildung 48 ge-

gen pH abgebildet.
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Abbildung 47: Molenbruchverteilungsdiagramm von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-
propan-1,1-diphosphonsäure 3 vs. � (Exp. Parameter: siehe Tabelle 35)
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Abbildung 48: Molenbruchverteilungsdiagramm von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-
propan-1,1-diphosphonsäure 3 vs. pH (Exp. Parameter: siehe Tabelle 35)

Die 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3 lässt sich als

A3[BCX]2-Spinsystem und näherungsweise als A3[BC]2X2 beschreiben.
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Abbildung 49: Strukturformel von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-
diphosphonsäure 3 mit Zuordnung der Kerne

Für die Ethylen-Gruppe resultiert ein 1H-NMR-Sepktrum mit starkem Second-Order-

Charakter (vgl. Abbildung 50). Wegen des komplizierten Aufspaltungsmuster für die

Ethylen-Gruppe wird im Rahmen dieser Arbeit ionenspezifische Verschiebung nur für die

Methyl-Gruppe bestimmt. Für die Methyl-Gruppe tritt durch die Kopplung mit dem P-

Atom der Phosphinyl-Gruppe im 1H-NMR-Spektrum ein Dublett auf.

(ppm)

01234567

Abbildung 50: 500,13 MHz 1H-NMR-Spektrum von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-
propan-1,1-diphosphonsäure Mononatriumsalz 3 (c = 0,1244 mol/l in D2O)

Das Dissoziationsschema für die Substanz 3 ist in Abbildung 51 abgebildet.
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Abbildung 51: Dissoziationsschema von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-
diphosphonsäure 3

Tabelle 34 gibt die gewählten Parameter für die NMR-Experimente wieder. Vor der Auf-

nahme des ersten Spektrums eines bestimmten Titrationszustandes wurde eine Mischzeit

von MT = 300 Sekunden und eine Wartezeit von WT = 420 Sekunden eingehalten.

Parameter 31P-NMR 31P{1H}-NMR 1H-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46 202,46 500,13

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 16384 16384 20480

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des

Spektrum (SI)

16384 16384 32768

Zahl der Scans (NS) 256 128 320

Spektrale Breite (SW) [Hz] 10775,862 10775,862 6009,615

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 7895,79 7895,79 2750,72

Tabelle 34: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
am DRX 500 von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3

Die analytischen Parameter für die Titration werden in Tabelle 35 aufgelistet.
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Substanz:

1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure Mononatriumsalz 3

Molmasse [g/mol]: 326,05 Vorlagevolumen [ml]: 25,00

m (Substanz) [mg]: 59,6

m (Wirkstoff) [mg]: 58,2 n (Wirkstoff) [mmol]: 0,1785

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0071

Zusatz HCl [mmol]: 0,5358 c (HCl) [mol/l]: 0,1001

I (Ionenpuffer: TMACl) [mol/l]: 0,1 c (TMACl) [mol/l]: 0,5000

VZ (TMACl) [ml]: 5,00

c (Titrator: TMAOH) [mol/l]: 0,1003

Tabelle 35: Experimentelle Parameter der NMR-kontrollierten Titration am DRX 500 von
1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3 vs. TMAOH

6.3.1 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration von 1-Hydroxy-3-(P-

methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3

Eine Gesamtansicht mit beiden 31P-Resonanzsignalen von 1-Hydroxy-3-(P-

methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3 wird in Abbildung 52 dargestellt.
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Abbildung 52: Stack-Plot der 202,46 MHz 31P {1H}-NMR Messung von 1-Hydroxy-3-(P-
methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3 (links: �P vs.� - rechts: �P vs. pH)
(Exp. Parameter: siehe Tabelle 35)
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Die beiden folgenden Abbildungen zeigen die Spektren für die Phosphinyl-Gruppe.
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Abbildung 53: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P {1H}-NMR Mes-
sung von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3 (Phos-
phinyl-Gruppe) (�P vs.�) (Exp. Parameter: siehe Tabelle 35)

Die Spektren für die Phosphonyl-Gruppen sehen in der Spreizung wie folgt aus:
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Abbildung 54: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P {1H}-NMR Mes-
sung von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3 (Phos-
phonyl-Gruppen) (�P vs.�) (Exp. Parameter: siehe Tabelle 35)

In Abbildung 55 sind der Stack- und der Kontur-Plot von �P gegen pH für die Phosphinyl-

Gruppe und in Abbildung 56 für die Phosphonyl-Gruppen dargestellt.
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Abbildung 55: links: Stack-Plot - rechts: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3 (Phos-
phinyl-Gruppe) (�P vs. pH) (Exp. Parameter: siehe Tabelle 35)
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Abbildung 56: links: Stack-Plot - rechts: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3 (Phos-
phonyl-Gruppen) (�P vs. pH) (Exp. Parameter: siehe Tabelle 35)

Der Auftragung der chemischen Verschiebung �P der Phosphinyl-Gruppe gegen den Titra-

tionsgrad (Abbildung 57) ist zu entnehmen, dass die Deprotonierung bis zum Titrations-

grad - 2 < � < 3 eine Hochfeldverschiebung verursacht. Durch die Deprotonierung zur

H3L3--Spezies tritt ein Shift des Resonanzsignals von �P = -12,5 ppm. Die Deprotonierung

von der H3L3-- zu der H2L4--Spezies wird im NMR-Spektrum durch eine Tieffeldverschie-

bung von 0,8 ppm sichtbar. Daraus folgt, dass PO3H- und PO3
2- einen entgegengesetzten

Substituenteneffekt auf �P ausüben. Der Kurvenverlauf der chemischen Verschiebungen ist
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vergleichbar dem der von 1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2 (Kapitel

6.2.1).

Die Auftragung der chemischen Verschiebung �P der Phosphonyl-Gruppen gegen den

Titrationsgrad (Abbildung 58) zeigt, dass der Kurvenverlauf der chemischen Verschiebun-

gen vergleichbar mit dem von HEDP 1 (Kapitel 6.1.2.1) ist. Im Bereich -2 < � < 2,5 ändert

sich die Lage des Resonanzsignals durch die Deprotonierung zu höherem Feld. Die Ände-

rung der chemischen Verschiebung kann mit dem "geminal effekt" [9] begründet werden.

Durch die Bildung einer intramolekulare Wasserstoffbrückenbindung im Diphosphonyl-

Trianion im Bereich 2,5 < � < 4 das Resonanzsignal zu tieferem Feld verschoben (siehe

Abbildung 58). Ab einem Titrationsgrad von � = 4 wird für die Phosphonyl-Gruppen im

Gegensatz zu der Phosphinyl-Gruppe eine Tieffeldverschiebung beobachtet.

Abbildung 60 zeigt den entgegengesetzten Einfluss auf die chemischen Verschiebungen

der Phosphinyl-Gruppe und der Phosphonyl-Gruppen unter Verwendung der reduzierten

chemischen Verschiebung.

Durch die Auftragung der Halbwertsbreite gegen den Titrationsgrad (Abbildung 60) ist zu

erkennen, dass Wasserstoffbrückenbindungen ausgebildet werden.
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Abbildung 57: Auftragung der chem. Verschiebung �P (�) der Phosphinyl-Gruppe und des
pH-Wertes (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}NMR-Messung von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphos-
phonsäure 3
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Abbildung 58: Auftragung der chem. Verschiebung �P (�) der Phosphonyl-Gruppen und
des pH-Wertes (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-Messung von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphos-
phonsäure 3

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

�

�
r

0

2

4

6

8

10

12

14

pH

Abbildung 59: Auftragung der reduzierten chem. Verschiebung �P (�) der Phosphinyl-
Gruppe, der reduzierten chem. Verschiebung �P (�) der Phosphonyl-Gruppen und
des pH-Wertes (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}NMR-Messung von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphos-
phonsäure 3
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Abbildung 60: Auftragung der chem. Verschiebung �P (�)der Phosphinyl-Gruppe und der
Halbwertsbreite HWB (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46
MHz 31P{1H}-NMR-Messung von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-di-
phosphonsäure 3
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Abbildung 61: Auftragung der chem. Verschiebung �P (�) der Phosphonyl-Gruppen und
der Halbwertsbreite HWB (�) vs. Titrationsgrad � der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-
kontrollierten Titration von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphos-
phonsäure
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Abbildung 62: Auftragung der Halbwertsbreite HWB (Phosphonyl-Gruppen: �; Phos-
phinyl-Gruppe: �) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-Messung von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphos-
phonsäure 3

Durch die 1. Ableitung 
dpH

d �� �  können pKS- Werte ermittelt werden (siehe Kapitel 2.1.5).

Bei der Auftragung der 1. Abbildung für die Phosphinyl-Gruppe (Abbildung 63) kann

pKS3 = 3,33 direkt aus dem Diagramm ermittelt werden. Im Diagramm für das Phospho-

nylsignal (Abbildung 64) ist dieser pKS3-Wert nicht so signifikant ausgeprägt. Dies lässt

den Schluss zu, dass die Deprotonierung an der Phosphinyl-Gruppe stattfindet. Abbildung

63 ist zu entnehmen, dass die größte Veränderung in der chemischen Verschiebung bis

pH = 4 abgeschlossen ist, danach tritt noch einmal eine Tieffeldverschiebung des Reso-

nanzsignals für die Phosphinyl-Gruppe von einem ppm ein.
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Abbildung 63: Auftragung der chem. Verschiebung �P (�) der Phosphinyl-Gruppe und der
1. Ableitung d�P/dpH (�) vs. pH-Wert der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierten
Titration von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3
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Abbildung 64: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) der Phosphonyl-
Gruppen und der 1. Ableitung d�P/dpH (�) vs. pH-Wert der titrationsgradabhängi-
gen 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-Messung von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-
propan-1,1-diphosphonsäure 3

In Tabelle 36 sind die ionenspezifischen Parameter für die Phosphinyl-Gruppe und die

Phosphonyl-Gruppen von der 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphon-

säure 3 aufgeführt.

pKS2 pKS3 pKS4

pKS3

pKS4
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Phosphinyl-Gruppe Phosphonyl-Gruppen

Spezies �P [ppm] �P [ppm] �P [ppm] �P [ppm]

H5L 50,525 � 1,041 -8,202 � 1,045 19,050 � 1,041 -0,230 � 1,045

H4L- 58,727 � 0,094 3,406 � 0,104 19,278 � 0,094 0,650 � 0,104

H3L2- 55,321 � 0,044 10,323 � 0,052 18,628 � 0,044 -0,143 � 0,052

H2L3- 44,997 � 0,027 -0,961 � 0,034 18,771 � 0,027 -0,148 � 0,034

HL4- 45,958 � 0,021 -0,538 � 0,0281 18,919 � 0,021 0,155 � 0,028

L5- 46,496 � 0,0191 18,764 � 0,0191
   

Tabelle 36: Ionenspezifische Parameter von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-
1,1-diphosphonsäure 3

Die hohen Standardabweichungen für die Spezies H5L hängen direkt mit der prozentualen

Häufigkeit bei den entsprechenden Titrationsgraden zusammen (vgl. Abbildung 47 auf

Seite 93). Ein Vergleich mit den ionenspezifischen Parametern der 31P{1H}-NMR-

kontrollierten Titrationen von HEDP 1 (Kapitel 6.1.2.1) und von 1-Hydroxyethan-P,P´-

dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2 (Kapitel 6.2.1) zeigt, dass eine vergleichbare chemische

Verschiebung bei der Deprotonierung der entsprechenden funktionellen Gruppen auftritt.

6.3.2 202,46 MHz 31P-NMR-kontrollierte Titration von 1-Hydroxy-3-(P-

methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure

Weil die Resonanzsignale für die Phosphinyl-Gruppe die breit und wenig hochaufgelöst

sind, liefern die Spektren keine weiteren Informationen, die nicht schon aus den 31P{1H}-

Spektren gezogen werden konnten. In Tabelle 37 werden für bestimmte Titrationsgrade die

Kopplungskonstanten NPH/2 angegeben (NPH = 4JPH + 3JPH).

� = -2 � = 0 � = 2 � =3 � = 4 � = 5 � = 6 � = 7 � = 8

NPH/2

[Hz]
11,84 10,54 13,16 13,48 12,50 12,50 12,50 12,50 12,83

Tabelle 37: 3JPH-Kopplungskonstanten der Phosphonyl-Gruppen

Ein Temperatureffekt bei der chemischen Verschiebung durch das Pulsprogramm kann

nicht beobachtet werden.
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Abbildung 65: Stack-Plot der 202,46 MHz 31P-NMR Messung von 1-Hydroxy-3-(P-
methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3 (Phosphinyl-Gruppe) (�P vs.�)
(Exp. Parameter: siehe Tabelle 35)
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Abbildung 66: Stack-Plot der 202,46 MHz 31P-NMR Messung von 1-Hydroxy-3-(P-
methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3 (Phosphonyl-Gruppen) (�P vs.�)
(Exp. Parameter: siehe Tabelle 35)
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6.3.3 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierte Titration von 1-Hydroxy-3-(P-

methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure

Anhand von Abbildung 67 ist zu erkennen, dass es nicht optimal gelungen ist, die Phasen

und die Basislinie zu korrigieren. Der Grund hierfür ist (vgl. Tabelle 34, Seite 95), dass

20000 Datenpunkte für die Aufnahme gewählt worden sind. Im Weiteren stellte sich her-

aus, dass die Phasenkorrektur erschwert wird, wenn nicht ein 2n-faches für die Zahl der

Datenpunkte gewählt wird. In Kombination mit Signal-Rausch-Verhältnis (konzentrations-

bedingt) gelingt es nicht, mit WINNMR bei den Spektren eine gute Phasen- und Basislini-

enkorrektur durchzuführen.
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Abbildung 67: Stack-Plot der 500,13 MHz 1H-NMR Messung von 1-Hydroxy-3-(P-
methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure (�H vs.�) - Zuordnung der Kerne:
siehe Seite 94 (Exp. Parameter: siehe Tabelle 35) (* = Störsignal im Spektrum)

Die ersten Deprotonierungen an den Phosphonyl-Gruppen und die Deprotonierung der

Phosphinyl-Gruppe verschieben die Resonanzsignale zu höherem Feld. Dabei wird das Re-

sonanzsignal �H2 der Ethylen-Gruppe stärker beeinflusst als im Vergleich zum Resonanz-

signal �H1. Dies kann auf die H2 benachbarte Phosphinyl-Gruppe zurückgeführt werden.

1                2      3

*
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Mittels automatischer Deconvolution gelingt es, die Resonanzlagen für die Methyl-Gruppe

zu bestimmen und somit anschließend die ionenspezifische Verschiebung der Methyl-

Gruppe zu berechnen. Abbildung 68 zeigt die Auftragung der mittleren chemischen Ver-

schiebung der Methyl-Gruppe gegen den Titrationsgrad.
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Abbildung 68: Auftragung der chem. Verschiebung �H (�) der Methyl-Gruppe und des pH-
Wertes (�) vs. Titrationsgrad � der 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierten Titration
von 1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3

Die ionenspezifischen Parameter für die Methyl-Gruppe sind in Tabelle 38 aufgelistet.

Spezies �H [ppm] �H [ppm]

H5L 1,288 � 0,041 -0,329 � 0,041

H4L- 1,617 � 0,004 0,113 � 0,004

H3L2- 1,505 � 0,002 0223 � 0,0021

H2L3- 1,281 � 0,001 -0,003 � 0,001

HL4- 1,284 � 0,001 -0,024 � 0,001

L5- 1,308 � 0,001
 

Tabelle 38: Ionenspezifischen Parameter für Protonen der Methyl-Gruppe von
1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-diphosphonsäure 3

Aus Abbildung 68 ist zu erkennen, dass die chemische Verschiebung für die Spezies H5L,

wie der berechnete Wert anzeigt (Tabelle 38), zu höherem Feld verschoben sein wird.
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6.4 Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) 4

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten von Ethylendiamintetrakis(methylen-

phosphonsäure) 4 werden jeweils drei Titrationen durchgeführt. Bei der Durchführung der

Titrationen wird folgenderweise vorgegangen:

Titration gegen 0,1 M TMAOH: Jeweils 0,15 mmol Ligand mit einer Zugabe von

0,30 mmol HCl (c = 0,1001 mol/l) und 5,00 ml 0,5000 M TMACl (I = 0,1) werden mit

bi.-dest. Wasser auf ein Volumen von 25,00 ml aufgefüllt. Die Titrationen erfolgen unter

Stickstoffatmosphäre gegen 0,1003 M TMAOH bei 25,0 � 0,1 °C.

Titration gegen 1,0 M TMAOH: Jeweils 1,20 mmol Ligand mit einer Zugabe von

2,40 mmol HCl (c = 0,9533 mol/l) und 2,74 g TMACl (I = 1,0) werden mit bi.-dest.

Wasser auf ein Volumen von 25,00 ml aufgefüllt. Unter Stickstoffatmosphäre erfolgen die

Titrationen gegen 1,0220 M TMAOH bei 25,0 � 0,1 °C.

Aus den experimentell ermittelten Daten und der aus der Literatur erhaltenen Deprotonie-

rungsreihenfolge [105] [106] [107] [108] [109] ergibt sich folgendes Dissoziationsschema.
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Abbildung 69: Dissoziationsschema von EDTMP 4 (EDTMP als H10L berechnet)
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In Tabelle 39 sind die Werte der Dissoziationskonstanten, die im Rahmen dieser Arbeit be-

stimmt worden sind, tabelliert. Bei diesen Berechnungen der Dissoziationskonstanten wur-

de EDTMP 4 als H8L betrachtet.

TMAOH (0,1 M) TMAOH (1,0 M) TMAOH (0,1 M) TMAOH (1,0 M)

log�8 13,28 � 0,02 13,52 � 0,21 pKs1 1,29 � 0,06 0,75 � 0,42

log�7 23,67 � 0,01 23,84 � 0,12 pKs2 1,56 � 0,03 1,52 � 0,01

log�6 31,79 � 0,02 31,96 � 0,12 pKs3 3,02 � 0,02 3,01 � 0,15

log�5 38,48 � 0,02 39,10 � 0,59 pKs4 5,32 � 0,01 5,03 � 0,72

log�4 43,80 � 0,01 44,13 � 0,13 pKs5 6,69 � 0,01 7,14 � 0,71

log�3 46,82 � 0,01 47,14 � 0,28 pKs6 8,12 � 0,01 8,12 � 0,01

log�2 48,37 � 0,02 48,66 � 0,28 pKs7 10,40 � 0,02 10,33 � 0,09

log�1 49,66 � 0,05 49,41 � 0,14 pKs8 13,28 � 0,02 13,52 � 0,21

RMS 0,154 0,254 RMS 0,154 0,254
    

Tabelle 39: log�- und pKS-Werte der EDTMP 4 aus eigenen Messungen (EDTMP als H8L
berechnet)

In Tabelle 40 werden die aus der Literatur ermittelten Dissoziationskonstanten tabelliert.

Untersuchungen [101] haben gezeigt, dass die logß-Werte bei dem Wechsel vom Titrand

NaOH über TMAOH, LiOH bis zum KOH stetig ansteigen. Das Studium der Literatur-

werte zeigt, dass die Dissoziationskonstanten der EDTMP 4 stark schwanken [105] [106]

[107] [108] [109]. Die Schwankungen liegen im Bereich von ein (vgl. Tabelle 40 pKS3) bis

zwei pK-Einheiten (vgl. Tabelle 40 pKS10).

Um Komplexbildungsgleichgewichte mit den Alkalimetallen aus den Alkalilaugen aus-

schließen zu können, werden die pKS-Wert-Titrationen und die NMR-kontrollierten Titra-

tionen im Rahmen dieser Arbeit unter Verwendung von TMAOH durchgeführt.

Da größere Fehler bei pKS1, pKS2, pKS3 (Messwerte kleiner 1) bei Bestimmungen mit

0,1 M Titrand-Lösungen auftreten, beziehungsweise die Werte nicht bestimmt werden

können, werden im Rahmen dieser Arbeit auch Titrationen gegen 1,0 M Lösungen durch-

geführt.
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[101] [105] [106] [107] [108] [109] [110]

pKs3 1,09 1,46 - - 2,43 - -

pKs4 1,32 2,72 - 1,33 2,73 - -

pKs5 2,88 5,05 3,00 3,02 3,80 2,96 -

pKs6 5,21 6,18 5,23 5,17 5,63 5,12 -

pKs7 6,60 6,63 6,54 6,42 7,39 6,40 -

pKs8 7,99 7,43 8,08 7,94 9,27 7,87 -

pKs9 10,22 9,22 10,18 9,78 10,48 9,85 -

pKs10 12,72 10,60 12,10 12,99 10,60 13,07 13,8

Titrator TMAOH k. A. KOH KOH NaOH KOH TMAOH

c [mol/l] 0,005 0,02 -

0,04

k. A. 0,100 0,001 0,005 0,006

I 0,1

(TMACl)

0,1

(KCl)

0,1

(KCl)

0,1

(KCl)

0,1

(NaNO3)

0,1

(KCl)

3,45

(TMACl)

T [°C] 25 25 25 25 25 25 25
    

Tabelle 40: Literaturwerte für die pKS-Werte der EDTMP 4 (Verwey: [101]; Westerback:
[105]; Kabachnik: [106]; Motekaitis: [107]; Rizkalla: [108]; Sawada:
[109];Popov: [110]) (EDTMP als H10L berechnet)

Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) [102] ist von besonderem Interesse, da sie

wie die strukturverwandte Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) in der Lage ist, als stabi-

ler Chelat-Bildner zu fungieren.

Abbildung 70 und Abbildung 71 stellen die Molenbruchverteilungsdiagramme der neun

Spezies H8L, H7L-, H6L2-, H5L3-, H4L4-, H3L5-, H2L6-, HL7-, L8- für die pKs-Wertbe-

stimmung unter Verwendung 0,1 molarer Tetramethylammoniumhydroxid-Lösung dar.
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Abbildung 70: Molenbruchverteilungsdiagramm von EDTMP 4 vs. Titrationsgrad �
(vs. 0,1 M TMAOH) (Exp. Parameter: siehe Tabelle 44)
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Abbildung 71: Molenbruchverteilungsdiagramm von EDTMP 4 vs. pH (vs. 0,1 M TMAOH)
(Exp. Parameter: siehe Tabelle 44)

Abbildung 72 und Abbildung 73 stellen die Molenbruchverteilungsdiagramme der neun

Spezies H8L, H7L-, H6L2-, H5L3-, H4L4-, H3L5-, H2L6- , HL7- , L8- für die pKs-

Wertbestimmung unter Verwendung 1,0 molarer Tetramethylammoniumhydroxid-Lösung

dar.
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Abbildung 72: Molenbruchverteilungsdiagramm von EDTMP 4 vs. Titrationsgrad �
(vs. 1,0 M TMAOH) (Exp. Parameter: siehe Tabelle 48)
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Abbildung 73: Molenbruchverteilungsdiagramm von EDTMP 4 vs. pH (vs. 1,0 M TMAOH)
(Exp. Parameter: siehe Tabelle 48)

EDTMP 4 lässt sich als Superposition eines A4-Spinssystems und vier A2X-Spinsysteme

beschreiben.
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Abbildung 74: Strukturformel von EDTMP 4 mit Zuordnung der Atome

Abbildung 75 zeigt das 500,13 MHz 1H-NMR-Spektrum von EDTMP 4 in D2O. Die aus

der Iteration erhaltenen Parameter sind Tabelle 41 (Resonanzfrequenzen) und Tabelle 42

(Kopplungskonstante) zu entnehmen.

01234567

Abbildung 75: 500,13 MHz 1H-NMR-Spektrum von EDTMP 4 (c = 0,0536 mol/l in D2O)

SNr Iso Typ � [ppm] � [Hz] Stabw [Hz]

1 1H A (von A4) 3,6243 1812,6371 � 0,0012

2 1H A (von A2X) 3,3976 1699,2868 � 0,0078

3 31P X 12,360 2502,3127 -
    

Tabelle 41: Iterierte chem. Verschiebungen des 500,13 MHz-1H- sowie chem. Verschie-
bung des 200,46 MHz-31P{1H}-NMR-Spektrums von EDTMP 4 (c = 0,0536 mol/l in
D2O)

SNr SNr KIso KTyp J [Hz] Stabw [Hz]

1 3 2JPH JAX (von A2X) -11,7835 � 0,0015
    

Tabelle 42: Iterierte Kopplungskonstante des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums von
EDTMP 4 (c = 0,0536 mol/l in D2O)

HDO
1 2

TMS

[ppm]
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Die statistischen Gütekriterien der Iteration werden in Tabelle 43 aufgelistet.

Statistical Information A4 - und A2X-Spinsystem

FSS 13,3141

NSP 7177

SDM 0,0431

R% 0.1277

Tabelle 43: Statistische Gütekriterien der Iterationen aus Tabelle 41 und Tabelle 42.

6.4.1 Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) 4 vs. 0,1 M TMAOH

Zur Durchführung der Titration werden folgenden Parameter gewählt:

Substanz: Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) 4

Molmasse [g/mol]: 436,12 Vorlagevolumen [ml]: 25,00

m (Substanz) [mg]: 65,4

m (Wirkstoff) [mg]: 62,7 n (Wirkstoff) [mmol]: 0,1437

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0058

Zusatz HCl [mmol]: 0,2874 c (HCl) [mol/l]: 0,1000

I (Ionenpuffer: TMACl) [mol/l]: 0,1 c (TMACl) [mol/l]: 0,5000

VZ (TMACl) [ml]: 5,00

c (Titrator: TMAOH) [mol/l]: 0,1003

Tabelle 44: Exp. Parameter der NMR-kontrollierten Titration von EDTMP 4

Parameter 31P{1H}-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 16384

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des Spektrum (SI) 16384

Zahl der Scans (NS) 192

Spektrale Breite (SW) [Hz] 10162,602

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 5061,40

Tabelle 45: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
von EDTMP 4
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Tabelle 45 gibt die gewählten Parameter für die NMR-Experimente wieder. Vor der Auf-

nahme des ersten Spektrums eines bestimmten Titrationszustandes wurde eine Mischzeit

von MT = 300 Sekunden und eine Wartezeit von WT = 420 Sekunden eingehalten.

6.4.1.1 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration von EDTMP 4

Die nachfolgende Abbildung zeigt den Stack- und den Kontur-Plot der 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration von EDTMP 4 gegen 0,1 M TMAOH.
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Abbildung 76: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung von EDTMP 4 vs. 0,1 M TMAOH (�P vs. �) (Exp. Parameter: siehe Tabelle 44)
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Aufgrund der gewählten Titrationsbedingungen werden bei dieser Messung die Spezies

H5L3-, H4L4-, H3L5-, H2L6-, HL7- auftreten.
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Abbildung 77: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und des pH-Wertes
(�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}NMR-
Messung von EDTMP 4 vs. 0,1 M TMAOH
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Abbildung 78: Auftragung der mittleren chemischen Verschiebung (�) und der Halbwerts-
breite HWB (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-Messung von EDTMP 4 vs. 0,1 M TMAOH
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Durch die Deprotonierung zu den Monoanionen im Intervall -2 < � < 3 erfährt das Reso-

nanzsignal durch den elektronenziehenden Einfluss eine Tieffeldverschiebung. Die Bil-

dung der Dianionen 3 < � < 6 führt zu einer Hochfeldverschiebung des Resonanzsignals.

Die anschließende charakteristische Tieffeldverschiebung hängt mit der Deprotonierung

der ersten Aminogruppe zusammen.

Ein auffälliges Maximum in der Änderung der Halbwertsbreiten findet sich bei � = 5,5. An

diesem Punkt liegen die zwei Spezies H3L5- und H2L6- im Verhältnis eins zu eins vor. Dies

bedeutet, dass ein Proton im Mittelwert auf vier PO3
2--Gruppen kommt. Es ist nun denkbar,

dass P-O-H-O-P-Brücken zur Linienverbreiterung beitragen. Ein ähnlicher Sachverhalt

wird bei Ethantrisphosphonsäuren [111] beobachtet.

Anhand der ionenspezifischen Parameter (Tabelle 46) ist zu erkennen, dass die Standar-

dabweichungen für die Spezies H8L, H7L- und L8- am größten sind und somit nur unter den

üblichen Vorbehalten gelten. Aufgrund der bei dieser Titration gewählten analytischen Pa-

rameter treten diese Spezies zu geringen Prozentsätzen beziehungsweise gar nicht auf. Wie

Abbildung 70 zeigt, liegen bei einem Titrationsgrad � = -2 die Spezies H8L zu 13,0

Molprozent H7L- zu 24,2 Molprozent vor. Die Spezies L8- liegt bei � = 10 nur zu 1,4

Molprozent vor.

Spezies �P [ppm] �P [ppm]

H8L 16,291 � 0,441 7,234 � 0,479

H7L- 9,056 � 0,187 -1,926 � 0,204

H6L2- 10,982 � 0,082 -2,900 � 0,112

H5L3- 13,882 � 0,076 1,066 � 0,093

H4L4- 12,816 � 0,052 1,262 � 0,113

H3L5- 11,554 � 0,100 1,145 � 0,116

H2L6- 10,408 � 0,059 -1,918 � 0,069

HL7- 12,326 � 0,035 -3,609 � 0,186

L8- 15,935 � 0,183
 

Tabelle 46: Ionenspezifischen Parameter von EDTMP 4 vs. 0,1 M TMAOH
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6.4.2 NMR-kontrollierte Titration von EDTMP 4 vs. 1 M TMAOH

Tabelle 47 gibt die gewählten Parameter für die NMR-Experimente wieder. Vor der Auf-

nahme des ersten Spektrums eines bestimmten Titrationszustandes wird eine Mischzeit von

MT = 300 Sekunden und eine Wartezeit von WT = 420 Sekunden eingehalten.

Parameter 31P-NMR 31P{1H}-NMR 1H-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46 202,46 500,13

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 16384 16384 32768

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des

Spektrums (SI)

16384 16384 32768

Zahl der Scans (NS) 64 16 64

Spektrale Breite (SW) [Hz] 10162,602 10162,602 5296,610

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 5061,40 5061,40 2600,68

Tabelle 47: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
am DRX 500 von EDTMP 4

In Tabelle 48 werden die analytischen Parameter der NMR-kontrollierten Titration von

EDTMP 4 gegen 1,0 M TMAOH dargestellt.

Substanz: Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) 4

Molmasse [g/mol]: 436,12 Vorlagevolumen [ml]: 35,00

m (Substanz) [mg]: 531,0

m (Wirkstoff) [mg]: 509,0 n (Wirkstoff) [mmol]: 1,1670

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0335

Zusatz HCl [mmol]: 2,3340 c (HCl) [mol/l]: 0,9530

I (Ionenpuffer: TMACl) [mol/l]: 1,0 m (TMACl) [g]: 2,74

c (Titrator: TMAOH) [mol/l]: 1,0220

Tabelle 48: Exp. Parameter der NMR-kontrollierten Titration von EDTMP 4 vs. 1,0 M
TMAOH
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6.4.2.1 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration von EDTMP 4

Aufgrund der gewählten Titrationsbedingungen werden bei dieser Messung die Spezies

H5L3-, H4L4-, H3L5-, H2L6-, HL7- erwartet.
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Abbildung 79: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung von EDTMP 4 vs. 1,0 M TMAOH (�P vs. �) (Exp. Parameter: siehe Tabelle 48)
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Abbildung 80: links: Stack-Plot - rechts: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung von EDTMP 4 vs. 1 M TMAOH (�P vs. pH) (Exp. Parameter: siehe Tabelle 48)

Der Beginn der chemischen Verschiebung hängt mit dem bei dieser Messung vorliegenden

Start-pH zusammen. Der Gang der chemischen Verschiebung wird bereits in Kapitel

6.4.1.1 gezeigt. Im Unterschied zu der NMR-kontrollierten Titration unter Verwendung der

0,1 M TMAOH-Lösung finden sich hier zwei Maxima (bei � = 5,5 und � = 6,5) in der Än-

derung der Halbwertsbreiten. An diesen Punkten liegen die Spezies H3L5- und H2L6- sowie

es H2L6- und HL7- jeweils im Verhältnis von eins zu eins vor. Dies bedeutet, dass ein Pro-

ton im Mittelwert auf vier PO3
2--Gruppen kommt. Es ist denkbar, dass sich P-O-H-O-P-

Brücken ausbilden, die zur Linienverbreiterung beitragen.
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Abbildung 81: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und des pH-Wertes
(�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}NMR-
Messung von EDTMP 4 vs. 1,0 M TMAOH
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Abbildung 82: Auftragung der mittleren chemischen Verschiebung (�) und der Halbwerts-
breite HWB (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-Messung von EDTMP 4 vs. 1,0 M TMAOH
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Abbildung 83: Auftragung der mittleren chemischen Verschiebung (�) und der 1. Ablei-
tung d�P/dpH (�) vs. pH-Wert der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}-
NMR-Messung von EDTMP 4 vs. 1,0 M TMAOH

Anhand der ionenspezifischen Parameter (Tabelle 49) ist zu erkennen, dass die Standar-

dabweichungen für die Spezies H7L- und L8- bei Verwendung der 1,0 M TMAOH nicht

mehr so hoch sind (vgl. Tabelle 46: Ionenspezifische Parameter ermittelt aus der NMR-

kontrollierten Titration gegen 0,1 M TMAOH-Lösung). Ab � = 7 zeigt sich die beginnende

H5L3-

H4L4-

H3L5-/H2L6- (1:1)

H2L6-H6L2-

H6L2-/HL7- (1:1)

pKS8
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Deprotonierung der zweiten Aminogruppe auf die chemische Verschiebung auszuwirken.

Diese Deprotonierung wird durch die Verwendung der 1,0 M TMAOH-Lösung erreicht.

Spezies �P [ppm] �P [ppm]

H8L 13,175 � 0,436 3,629 � 0,470

H7L- 9,546 � 0,177 -0,615 � 0,180

H6L2- 10,161 � 0,029 -3,519 � 0,034

H5L3- 13,679 � 0,017 0,555 � 0,026

H4L4- 13,124 � 0,019 0,853 � 0,028

H3L5- 12,271 � 0,021 2,018 � 0,026

H2L6- 10,253 � 0,015 -1,950 � 0,022

HL7- 12,203 � 0,016 -8,694 � 0,770

L8- 20,897 � 0,770
 

Tabelle 49: Ionenspezifische Parameter von EDTMP 4 vs. 1,0 M TMAOH

Bei der Messung unter Verwendung einer 1,0 M TMAOH-Lösung läßt sich die ionenspezi-

fischen Verschiebung für die Spezies H8L zu einem Wert von 13,175 ppm (� 0,436 ppm)

berechnen. Die Verwendung einer 0,1 M TMAOH-Lösung ergibt eine ionenspezifische

Verschiebung von 16,921 ppm (� 0,441). DA bei beiden Messungen die Standardabwei-

chung fast gleich ist, wird der tatsächliche Wert für die ionenspezifische Verschiebung

zwischen diesen Werten liegen.

6.4.2.2 202,46 MHz 31P-NMR-kontrollierte Titration von EDTMP 4

Abbildung 84 zeigt den Stack- und den Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P-NMR-

kontrollierte Titration von EDTMP 4.

Neben den schon in Kapitel 6.4.2.1 vorgestellten Ergebnissen, können durch diese Mes-

sungen auch die Veränderungen der 2JPH-Kopplung verfolgt werden. Wie aus Abbildung

85 zu erkennen ist, nimmt die Kopplungskonstante im Bereich -2 < � < 6 kontinuierlich zu.

Bei � = 6 findet sich ein Maximum der 2JPH-Kopplung. Anschließend (6 < � < 13) nimmt

der Wert der Kopplungskonstante auf -11,1 Hz wieder ab.
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Abbildung 84: Stack-Plot der 202,46 MHz 31P-NMR Messung von EDTMP 4 vs. 1,0 M
TMAOH vs. 1,0 M TMAOH
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Abbildung 85: Auftragung der mittleren chemischen Verschiebung (�) und Kopplungskon-
stante JPH (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-Messung von EDTMP 4 vs. 1,0 M TMAOH
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6.4.2.3 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierte Titration von EDTMP

Für die Bestimmung der ionenspezifischen Parameter der 500,13 MHz 1H-NMR-

kontrollierten Titration kann nur das Resonanzsignal der Ethylen-Gruppe verwendet wer-

den, weil es durch die Hochfeldverschiebung des Resonanzsignals der Methylen-Gruppen

zu einer Überlagerung mit dem Resonanzsignals des Ionenpuffers TMACl kommt.
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Abbildung 86: Stack-Plot der 500,13 MHz 1H-NMR Messung von EDTMP 4 vs. 1,0 M
TMAOH; (1) = Ethylen-Gruppe vom EDTMP 4, (2) = Methylen-Gruppen vom
TMACl, (3) = Methylen-Gruppen vom EDTMP 4

Anhand von Abbildung 86 ist zu erkennen, dass das Resonanzsignal für die Methylen-

Gruppen von 3,5860 ppm (� = -2) zu 3,0391 ppm (� = 13) verschoben wird.

� = -1 � = 0 � = 1 � = 2

�H [ppm] 3,2145 3,0963 2,8468 2,4894

�H [ppm] 0,1182 0,2495 0,3574 -
�JPH -13,21 -12,76 -11,59 -10,32

Tabelle 50: Chem. Verschiebungen und 2JPH-Kopplungen im 500,13 MHz-1H-NMR der
Methylen-Gruppe von AMPA (Einzelprobenmessungen)

(1) (2) (3)
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Ein Vergleich mit der Aminomethanphosphonsäure (AMPA) zeigt, dass das Resonanzsi-

gnal für die Methylen-Gruppe ebenfalls zu höherem Feld verschoben wird.

Abbildung 87 zeigt den Stack- und den Kontur-Plot für die Ethylen-Gruppe der EDTMP 4.
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Abbildung 87: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 500,13 MHz 1H-NMR Messung
von EDTMP 4 vs. 1,0 M TMAOH
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Abbildung 88: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �H (�) der Ethylen-Gruppe
und des pH-Wertes (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 500,13
MHz 1H-NMR-Messung von EDTMP 4 vs. 1,0 M TMAOH

Tabelle 51 gibt die ermittelten ionenspezifischen Parameter für die Ethylen-Gruppe der

Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) wieder. Hier sind wie bei der 31P{1H}-

NMR-Messung die Fehler für Spezies H8L, H7L- und L8- am Größten.

Spezies �H [ppm] �H [ppm]

H8L 3,413 � 0,048 -0,640 � 0,053

H7L- 4,053 � 0,021 0,267 � 0,022

H6L2- 3,786 � 0,009 0,311 � 0,012

H5L3- 3,475 � 0,008 -0,023 � 0,010

H4L4- 3,498 � 0,006 -0,118 � 0,012

H3L5- 3,611 � 0,011 -0,133 � 0,013

H2L6- 3,744 � 0,007 0,252 � 0,008

HL7- 3,492 � 0,004 0,348 � 0,020

L8- 3,144 � 0,020
 

Tabelle 51: Ionenspezifische Parameter �H  der Ethylen-Gruppen von EDTMP 4 vs. 1,0 M
TMAOH

Für bestimmte Titrationsgrade werden für die Methylen-Gruppe in Tabelle 52 die chemi-

schen Verschiebungen und die Werte für die 2JPH-Kopplung angegeben.

H4L4- HL7-

H2L6-

H6L2-
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� = -2 � = -1 � = 0 � = 1 � = 2 � = 3 � = 4 � = 7 � = 8

�H

[ppm]
3,586 3,580 3,575 3,564 3,511 3,349 3,276 3,108 3,086

�H

[ppm]
0,006 0,005 0,009 0,053 0,021 0,073 0,168 0,022 -

�JPH -12,29 -12,12 -12,12 -12,13 -11,97 -11,80 -11,31 -11,40 -11,34

Tabelle 52: Chem. Verschiebungen und 2JPH-Kopplungen im 500,13 MHz-1H-NMR der
Methylen-Gruppe von EDTMP 4

6.4.2.4 Vergleich der NMR-kontrollierten Titrationen von EDTMP 4

Durch die Auftragung der reduzierten chemischen Verschiebungen �Hred und �Pred gegen

den Titrationsgrad ist zu erkennen, dass im Verlauf der Titration die beiden Resonanzsi-

gnale entgegengesetzte Gradienten erfahren.
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Abbildung 89: Auftragung der reduzierten chemischen Verschiebungen �Hred der Ethylen-
Gruppe (�) der 500,13 MHz 1H- und �Pred (�) der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-
kontrollierten Messung vs. Titrationsgrad � von EDTMP 4 vs. 1,0 M TMAOH
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Abbildung 90: Auftragung der reduzierten chemischen Verschiebungen �Hred der Ethylen-
Gruppe (�) der 500,13 MHz 1H- und �Pred (�) der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-
kontrollierten Messung vs. pH von EDTMP 4 vs. 1,0 M TMAOH

3,4

3,5

3,6

3,7

3,8

3,9

10,5 11,0 11,5 12,0 12,5 13,0

� P [ppm ]

�
H
 [p

pm
]

Abbildung 91: Auftragung von ��H  der Ethylen-Gruppe (500,13 MHz 1H-NMR-Messung)
vs. ��P von EDTMP 4 (202,46 MHz 31P{1H}-NMR-Messung) (Titration vs. 1,0 M
TMAOH)

Abbildung 91 ist zu entnehmen, dass es vier Sektionen gibt, in den die Gradienten der

chemischen Verschiebungen eine Linearität aufweisen (-2 < � < 1, 1 < � < 3, 4 < � < 6 und

6 < � < 13). Somit kann gezeigt werden, dass beide Resonanzsignale bis auf den Bereich

3 < � < 4 zwar mit unterschiedlichen Gradienten aber gleich empfindlich auf die Deproto-

nierung der Phosphonsäure-Gruppen reagieren.
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6.5 1:1 Cadmium-Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure)-
Komplex

EDTMP ist ein potenter Komplexbildner für viele Metallionen. Eine Übersicht über die

Komplexbildung mit einer Vielzahl von Metallionen bietet der Review von Kabachnik

[112]. Die Komplexbildung von Cadmium mit EDTMP zum 1:1 Cadmium-

Ethylendiamintetra(methylenphosphonsäure)-Komplex wurde schon mehrfach untersucht

[96] [106] [108] [113] [114] [115].

Im Rahmen dieser Arbeit wird zur Bestimmung der Stabilitätskonstanten mit TMAOH als

Base und TMACl als Ionenpuffer gearbeitet. Hierdurch kann die Bildung von zusätzlichen

Metallkomplexen durch die Alkalilaugen ausgeschlossen werden. Zur Bestimmung der

Stabilitätskonstanten vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex werden jeweils drei Titrationen

durchgeführt.

In Tabelle 53 sind die Stabilitätskonstanten der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten

Titrationen und der in der Literatur beschriebenen Messungen aufgeführt.

0,1 M TMAOH 1,0 M TMAOH Kabachnik

[106]

Rizkalla

[113]

Bezhadi

[115]

log�011 17,05 � 0,20 16,78 � 0,085 13,88 16,53 12,82

log�111 26,10 � 0,18 25,63 � 0,11 23,28 26,54 22,41

log�211 33,47 � 0,16 32,96 � 0,09 32,09 34,58 30,16

log�311 39,32 � 0,14 38,77 � 0,13 39,03 40,57 36,44

log�411 44,10 � 0,12 43,51 � 0,14 44,48 45,14 41,43

log�511 46,79 � 0,24 46,33 � 0,30 47,25 k. A. k. A.

RMS 0,319 0,696 - - -

c [mol/l] 0,0015 0,012 0,002 k. A. 0,002

Titrator TMAOH TMAOH KOH KNO3 NaOH

I 0,1 TMACl 1,0 M TMACl 0,1 KCl k. A. 0,1 NaCl

T [°C] 25 25 25 25 25

Tabelle 53: Stabilitätskonstanten des 1:1 Cd-EDTMP-Komplexes
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Die Titrationen im Rahmen dieser Arbeit wurden wie folgt durchgeführt:

Titration gegen 0,1 M TMAOH: Jeweils 0,15 mmol Wirkstoff und 0,15 mmol Cadmium-

chlorid mit einer Zugabe von 0,30 mmol HCl (c = 0,1001 mol/l) und 5,00 ml 0,5000 M

TMACl (I = 0,1) werden mit bi.-dest. Wasser auf ein Volumen von 25,00 ml aufgefüllt.

Die Titrationen erfolgen unter Stickstoffatmosphäre gegen 0,1003 M bei 25,0 � 0,1 °C.

Titration gegen 1,0 M TMAOH: Jeweils 1,20 mmol Ligand und 1,20 mmol Cadmiumchlo-

rid mit einer Zugabe von 2,40 mmol HCl (c = 0,9533 mol/l) und 2,74 g TMACl (I = 1,0)

werden mit bi.-dest. Wasser auf ein Volumen von 50,0 ml aufgefüllt. Unter Stickstoffat-

mosphäre erfolgen die Titrationen gegen 1,0057 M TMAOH bei 25,0 � 0,1 °C.

Abbildung 94 und Abbildung 96 zeigen die Molenbrüche der Komplextitrationen von

Ethylendiamintetra(methylenphosphonsäure) unter Zusatz von Cadmiumchlorid gegen

0,1 M TMAOH.
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Abbildung 92: Molenbruchverteilungsdiagramm 
)(L

LMH lmh
�  der Ligandspezies

vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex vs. Titrationsgrad � (vs. 0,1 M TMAOH)
(Exp. Parameter: siehe Tabelle 54)
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Abbildung 93: Molenbruchverteilungsdiagramm der Metallspezies 
)(M

LMH lmh
�  vom 1:1 Cd-

EDTMP-Komplex vs. Titrationsgrad � (vs. 0,1 M TMAOH) (Exp. Parameter: siehe
Tabelle 54)

Abbildung 94, Abbildung 95, Abbildung 96 und Abbildung 97 zeigen die Molenbrüche der

Komplextitrationen von Ethylendiamintetra(methylenphosphonsäure) unter Zusatz von

Cadmiumchlorid gegen 1,0 M TMAOH.
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Abbildung 94: Molenbruchverteilungsdiagramm der Ligandspezies 
)(L

LMH lmh
�  vom 1:1 Cd-

EDTMP-Komplex vs. Titrationsgrad � (vs. 1,0 M TMAOH) (Exp. Parameter: siehe
Tabelle 58)
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Abbildung 95: Molenbruchverteilungsdiagramm der Ligandspezies 
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LMH lmh
�  vom 1:1 Cd-

EDTMP-Komplex vs. pH (vs. 1,0 M TMAOH) (Exp. Parameter: siehe Tabelle 58)
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Abbildung 96: Molenbruchverteilungsdiagramm der Metallspezies 
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EDTMP-Komplex vs. Titrationsgrad � (vs. 1,0 M TMAOH) (Exp. Parameter: siehe
Tabelle 58)
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Abbildung 97: Molenbruchverteilungsdiagramm der Metallspezies 
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LMH lmh
�  vom 1:1 Cd-

EDTMP-Komplex vs. pH (vs. 1,0 M TMAOH) (Exp. Parameter: siehe Tabelle 58)

Zu Beginn der Titration gegen 1,0 M TMAOH liegt bei dem Titrationsgrad � = -2 unkom-

plexiertes Cadmium zu 98,2 Molprozent vor. An diesem Punkt ist die Spezies H5CdL- be-

reits zu 1,8 Molprozent gebildet. Das Maximum dieser Spezies liegt bei � = 2,7 mit 24,7

Molprozent. Die Spezies erreichen ihren Maximum bei: H4CdL2- bei � = 3,9 mit 67,8

Molprozent, H3CdL3- bei � = 5,0 mit 61,1 Molprozent, H2CdL4- bei � = 6,0 mit

73,8 Molprozent, HCdL5- bei � = 7,0 mit 73,7 Molprozent und CdL6- bei � = 8,0 mit 99,4

Molprozent.

6.5.1 1:1 Cadmium-Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure)-Komplex ge-

gen 0,1 M TMAOH

In Tabelle 54 werden die experimentellen Parameter der Titration aufgeführt.

Tabelle 55 gibt die gewählten Parameter für die NMR-Experimente wieder. Vor der Auf-

nahme des ersten Spektrums eines bestimmten Titrationszustandes wird eine Mischzeit von

300 Sekunden und eine Wartezeit von 420 Sekunden eingehalten.

Substanz: Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) 4
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Molmasse [g/mol]: 436,12 Vorlagevolumen [ml]: 25,00

m (Substanz) [mg]: 65,4

m (Wirkstoff) [mg]: 62,7 n (Wirkstoff) [mmol]: 0,1437

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0058

Substanz: Cadmiumchlorid (wasserfrei, Reinheit > 99,9 %)

Molmasse [g/mol]: 183,21

m (Metallsalz) [mg]: 62,7 n (Metallsalz) [mmol]: 0,1437

Zusatz HCl [mmol]: 0,2874 c (HCl) [mol/l]: 0,1000

I (Ionenpuffer: TMACl) [mol/l]: 0,1 c (TMACl) [mol/l]: 0,5000

VZ (TMACl) [ml]: 5,00

c (Titrator: TMAOH) [mol/l]: 0,1003

Tabelle 54: Experimentelle Parameter der NMR-kontrollierten Titration am DRX 500 vom
1:1 Cd-EDTMP-Komplex vs. 0,1 M TMAOH

Parameter 31P{1H}-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 16384

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des Spektrum (SI) 16384

Zahl der Scans (NS) 192

Spektrale Breite (SW) [Hz] 10162,602

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 5061,40

Tabelle 55: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
am DRX 200 vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex

6.5.1.1 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration vom 1:1 Cd-EDTMP-

Komplex

In Abbildung 98 wird der Stack- und der Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-

kontrollierten Titration der 1:1 Cd-EDTMP-Komplexbildung dargestellt. Für diese Abbil-

dung wurden die Spektren mit einem LB von 5,0 Hz prozessiert, damit wird das Signal-

Rausch-Verhältnis die visuelle Darstellung verbessert werden kann. Für die Bestimmung

der Halbwertsbreiten und chemischen Verschiebungen wurden die Spektren mit einem LB

von 1 Hz prozessiert. Dies bedingt zwar eine manuelle Kontrolle der Halbwertsbreiten,
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doch kann somit die Vergleichbarkeit mit den übrigen Messungen (z. B. EDTMP 4) ge-

währleistet werden. Die Signalaufspaltung ab � = 7 ist nicht auf eine Kopplung durch das

Cadmium, sondern auf eine zu geringe Entkopplerpulsleistung zurückzuführen. Da die

Entkopplerleistung für die Spektren im sauren Bereich ermittelt worden ist, kann es gele-

gentlich vorkommen, dass diese Leistung im alkalischen Bereich zu gering ist.
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Abbildung 98: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P {1H}-NMR Mes-
sung vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex vs. 0,1 M TMAOH LB = 5 Hz) (�P vs. �)
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In Abbildung 99 ist unter Berücksichtigung der Molenbruchverteilungsdiagramme für die

Ligandspezies (Abbildung 94) und die Metallspezies (Abbildung 96) zu erkennen, dass die

Bildung der H4ML2--Spezies mit einer Tieffeldverschiebung des 31P-Resonanzsignals ver-

bunden ist. Zwischen den Titrationsgraden 4 < � < 6 verändert sich die chemische Ver-

schiebung nur geringfügig. Mit beginnender Deprotonierung der ersten Aminofunktion

wird das Resonanzsignal wieder Hochfeld verschoben.
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Abbildung 99: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und des pH-Wertes
(�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}NMR-
Messung vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex vs. 0,1 M TMAOH
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Abbildung 100: Auftragung der mittleren chemischen Verschiebung (�) und der Halb-
wertsbreite HWB (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-Messung vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex vs. 0,1 M TMAOH

Die größten Werte für die Halbwertsbreiten treten in einem Bereich auf, in dem die Kom-

plexierung von EDTMP mit Cadmium nur zu einem geringen Prozentsatz vorliegt.

Da bei Erstellung dieser Arbeit im Programm canpod [21] das Modul zur Berechnung des

Fehlers noch nicht fertiggestellt war, können hier keine Standardabweichungen für die io-

nenspezifischen Verschiebungen angegeben werden.

Spezies �P [ppm] �P [ppm]

H5ML- 12,823 -6,607

H4ML2- 19,430 1,848

H3ML3- 17,582 -0,909

H2ML4- 18,491 2,105

HML5- 16,386 0,158

ML6- 16,228
  

Tabelle 56: Ionenspezifischen Parameter �P vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex (Titration vs.
0,1 M TMAOH)

H4ML2-
HML5-

H3ML3-

H2ML4-

ML6-

H5ML-
H6L2-
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6.5.2 1:1 Cadmium-Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure)-Komplex ge-

gen 1,0 M TMAOH

Tabelle 57 gibt die gewählten Parameter für die NMR-Experimente wieder. Vor der Auf-

nahme des ersten Spektrums eines bestimmten Titrationszustandes wird eine Mischzeit von

480 Sekunden und eine Wartezeit von 600 Sekunden eingehalten.

Parameter 31P-NMR 31P{1H}-NMR 1H-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46 202,46 500,13

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 16384 16384 32768

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des

Spektrum (SI)

16384 16384 32768

Zahl der Scans (NS) 64 16 64

Spektrale Breite (SW) [Hz] 10162,602 10162,602 5296,610

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 5061,40 5061,40 2600,68

Tabelle 57: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
am DRX 500 vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex vs. 1,0 M TMAOH

In Tabelle 58 werden die experimentellen Parameter der Titration aufgelistet:

Substanz: Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) 4

Molmasse [g/mol]: 436,12 Vorlagevolumen [ml]: 35,00

m (Substanz) [mg]: 270,7

m (Wirkstoff) [mg]: 259,5 n (Wirkstoff) [mmol]: 0,5950

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0170

Substanz: Cadmiumchlorid (wasserfrei, Reinheit > 99,9 %)

Molmasse [g/mol]: 183,21

m (Metallsalz) [mg]: 109,1 n (Metallsalz) [mmol]: 0,595

Zusatz HCl [mmol]: 1,1900 c (HCl) [mol/l]: 0,9530

I (Ionenpuffer: TMACl) [mol/l]: 1,0 m (TMACl) [g]: 2,74

c (Titrator: TMAOH) [mol/l]: 1,0220

Tabelle 58: Experimentelle Parameter der NMR-kontrollierten Titration am DRX 500 vom
1:1 Cd-EDTMP-Komplex vs. 1,0 M TMAOH
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6.5.2.1 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration vom 1:1 Cd-EDTMP-

Komplex

In Abbildung 101 werden von der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration vom

1:1 Cd-EDTMP-Komplex der Stack- und der Kontur-Plot dargestellt.
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Abbildung 101: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P {1H}-NMR
Messung vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex vs. 1,0 M TMAOH (�P vs. �)
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Abbildung 102: links: Stack-Plot - rechts: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P {1H}-NMR
Messung vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex vs. 1,0 M TMAOH (�P vs. pH)
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Abbildung 103: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und des pH-Wertes
(�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}NMR-
Messung vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex vs. 1,0 M TMAOH

In Abbildung 103 ist unter Berücksichtigung der Molenbruchverteilungsdiagramme für die

Ligandspezies (Abbildung 94, siehe Seite 132) und die Metallspezies (Abbildung 96, siehe

Seite 133) zu erkennen, dass die Bildung der H4ML2--Spezies mit einer Tieffeldverschie-

bung des 31P-Resonanzsignals verbunden ist. Mit beginnender Deprotonierung der ersten

Aminofunktion wird das Resonanzsignal wieder zu hohem Feld.
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Abbildung 104: Auftragung der mittleren chemischen Verschiebung (�) und der Halb-
wertsbreite HWB (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-Messung vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex vs. 1,0 M TMAOH

Da bei Erstellung dieser Arbeit im Programm canpod [21] das Modul zur Berechnung des

Fehlers noch nicht fertiggestellt war, können hier keine Standardabweichungen für die io-

nenspezifischen Verschiebungen angegeben werden.

Spezies �P [ppm] �P [ppm]

H5ML- 12,120 -8,576

H4ML2- 20,696 3,426

H3ML3- 17,270 -1,351

H2ML4- 18,621 1,694

HML5- 16,927 0,762

ML6- 16,165
  

Tabelle 59: Ionenspezifische Parameter �P vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex (Titration vs. 0,1
M TMAOH)

H4ML2-

HML5-

H3ML3-

H2ML4-

ML6-

H5ML-

H6L2-
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6.5.2.2 202,46 MHz 31P-NMR-kontrollierte Titration vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex

Bei der 202,46 MHz 31P-NMR-kontrollierte Titration vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex kann

auf Grund der Linienverbreiterung des Resonanzsignals nicht über den gesamten Verlauf

der Titration die Halbwertsbreite ermittelt werden.

Bei einem Titrationsgrad von � = -2 tritt ein Triplett mit einer 2JPH-Kopplung von

-11,18 Hz. Im Bereich 0 < � < 9 geht die Kopplungskonstante in der Linienbreite unter.

Erst bei � = -9 tritt diese Kopplung (2JPH = -10,24 Hz) wieder auf.
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Abbildung 105: Stack-Plot  der 202,46 MHz 31P-NMR Messung vom 1:1 Cd-EDTMP-
Komplex vs. 1,0 M TMAOH (�P vs. �)

6.5.2.3 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierte Titration vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex

Wie aus Abbildung 106 zu erkennen ist, verändert sich die Resonanzlage der beiden Proto-

nensignale derart, dass ab � > 4 eine Überschneidung mit dem Resonanzsignal für das

TMACl stattfindet. Eine Bestimmung der ionenspezifischen Parameter ist somit bei dieser

Messung nicht vollständig möglich. Eine Messung unter Verwendung von Alkalilaugen er-

scheint als Lösung nicht sinnvoll, da eine Komplexierung mit Alkalimetallen stattfinden

kann.
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Durch die Komplexbildung zum 1:1 Cd-EDTMP-Komplex werden die Resonanzsignale

für die Ethylen-Gruppe und die Methylen-Gruppen im Bereich -2 < � < 4 zu höherem Feld

verschoben.
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Abbildung 106: Stack-Plot der 500,13 MHz 1H-NMR Messung vom 1:1 Cd-EDTMP-
Komplex vs. 1,0 M TMAOH (�H vs. �) (1: Ethylen-Gruppe; 2: Methylen-Gruppen;
3: 13C-Satellit vom TMACl)

6.5.3 44,39 MHz 113Cd-NMR-kontrollierte Titration vom 1:1 Cadmium-

Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure)-Komplex

In der Literatur finden sich nur wenige Arbeiten, die sich mit der pH-Abhängigkeit der
113Cd-NMR chemischen Verschiebung bei Phosphonsäuren beschäftigt. Keller [114] baut

auf die Arbeiten von Jensen [99] auf. Beide berichten von einer starken pH-Abhängigkeit

des 113Cd-NMR-Resonanzsignals im Bereich von pH 6 bis 11. In diesem pH-Intervall fin-

det eine Tieffeldverschiebung von 28 ppm statt. Allerdings wurden bei Keller [114] die

einzelnen Titrationsgrade durch die Zugabe von KOH beziehungsweise NaOH eingestellt,

so dass bei diesen Messungen auch eine zusätzliche Komplexierung der EDTMP mit Na+

beziehungsweise K+ in Betracht gezogen werden muss. Bei Jensen [99] wurden die Titrati-

onsgrade durch Zugabe von TMAOH eingestellt.

3
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Um im Rahmen dieser Arbeit die Messungen an dem 1:1 Cadmium-Ethylen-

diamintetrakis(methylenphosphonsäure)-Komplex abzuschließen, wurde eine 113Cd-NMR-

kontrollierte Titration unter Verwendung des DRX 200 durchgeführt. Die Titration wurde

vom basischen zum aciden Bereich durchgeführt, da die Löslichkeit vom EDTMP im Basi-

schen höher ist. Die nachfolgende Abbildung 107 veranschaulicht die Problemstellung bei

dieser Messung.
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Abbildung 107: Auftragung des Signal-Rausch-Verhältnisses im 113Cd-NMR gegen die
Konzentration an CdSO4 � 8/3H2O

Die Konzentration an Cadmium muss mindestens 0,1 mol/l betragen damit ein Signal-

Rausch-Verhältnis von 5 erreicht wird. Da sich im Verlauf der Titration die Konzentration

weiter verringert, muss mit konzentrierter Salzsäure titriert werden. Aufgrund der Löslich-

keit von EDTMP konnte die maximale Konzentration der Startlösung aber nicht mehr als

0,11 mol/l betragen.

Die Messparameter für die NMR-kontrollierte Titration werden in Tabelle 60 aufgeführt.

Vor der Aufnahme des ersten Spektrums eines bestimmten Titrationszustandes wird eine

Mischzeit von 30 Sekunden und eine Wartezeit von 15 Sekunden eingehalten.
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Parameter 113Cd-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 44,39

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 32768

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des Spektrum (SI) 16384

Zahl der Scans (NS) 2560

Spektrale Breite (SW) [Hz] 17730,496

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] -8435,02

Tabelle 60: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
am DRX 200 vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex

Für die Titration werden die in Tabelle 61 aufgelisteten analytischen Parameter gewählt:

Substanz: Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) 4

Molmasse [g/mol]: 436,12 Vorlagevolumen [ml]: 140,00

m (Substanz) [mg]: 7165,8

m (Wirkstoff) [mg]: 6869,3 n (Wirkstoff) [mmol]: 15,7510

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,1125

Substanz: Cadmiumchlorid (wasserfrei, Reinheit > 99,9 %)

Molmasse [g/mol]: 183,21

m (Metallsalz) [mg]: 2887,3 n (Metallsalz) [mmol]: 15,7510

Zusatz TMAOH [mmol]: 157,5099 c (TMAOH) [mol/l]: 1,1364

I (Ionenpuffer: TMACl) [mol/l]: 2,0 m (TMACl) [g]: 5,48

c (Titrator: HCl) [mol/l]: 2,0310

Tabelle 61: Experimentelle Parameter der NMR-kontrollierten Titration am DRX 200 vom
1:1 Cd-EDTMP-Komplex vs. 2,0 M HCl

6.5.3.1 44,39 MHz 113Cd-NMR-kontrollierte Titration vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex

Abbildung 108 stellt den Stack-Plot der 44,39 MHz 113Cd-NMR-kontrollierte Titration

vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex dar.

Diese NMR-kontrollierte Titration wurde als Retrotitration durchgeführt. Der Stack-Plot

(Abbildung 108) gibt den umgekehrten Titrationsverlauf wieder.
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Abbildung 108: Stack-Plot der 44,39 MHz 1H-NMR Messung vom 1:1 Cd-EDTMP-
Komplex vs. 2,0 M HCl (�Cd vs. �)
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Abbildung 109: Stack-Plot der 44,39 MHz 1H-NMR Messung vom 1:1 Cd-EDTMP-
Komplex vs. 2,0 M HCl (�Cd vs. pH)

Aufgrund der für die 113Cd-NMR notwendigen Konzentrationen (siehe Abbildung 107)

fällt im Aciden der Komplex aus. Bei einem Titrationsgrad von � = 6,25 ist die Konzentra-

tion der Lösung so gering, dass im 113Cd-NMR kein Resonanzsignal mehr beobachtet wer-

den. Für den 1:1 Cd-EDTMP-Komplex ist die chemische Verschiebung im Interval � = 6
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bis � = 10 stark pH-abhängig (siehe Abbildung 109 und Abbildung 111). Zu den gleichen

Ergebnissen kommen Keller [114] für den Cd-EDTMP-Komplex und Jensen [99] für den

1:1 Cd-EDTA-Komplex. Die Tieffeldverschiebung begründet Jensen [99] für den 1:1 Cd-

EDTA-Komplex und Keller [114] für den 1:1 Cd-EDTMP- sowie den 1:1 Cd-EDTA-

Komplex mit der Deprotonierung von an dem Metall koordinierten Wassermolekülen.
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Abbildung 110: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �Cd (�) und des pH-Wertes
(�) vs. Titrationsgrad � der 44,39 MHz 113Cd-NMR-kontrollierten Titration vom
1:1 Cd-EDTMP-Komplex
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Abbildung 111: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �Cd (�) vs. pH-Wert der
44,39 MHz 113Cd-NMR-kontrollierten Titration vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex
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Da bei Erstellung dieser Arbeit im Programm canpod [21] das Modul zur Berechnung des

Fehlers noch nicht fertiggestellt war, können hier keine Standardabweichungen für die io-

nenspezifischen Verschiebungen angegeben werden.

Spezies �Cd [ppm] �Cd [ppm] Bezhadi [115]

�Cd [ppm]

Keller [114]

�Cd [ppm]

H2ML4- 78,7 -13,9 - 77

HML5- 92,6 -15,2 - 86

ML6- 106,1 107,3 104

c [mol/l] 0,1125 0,1 k. A.

Titrator 2,0 M HCl 0,1 M NaOH NaOH / KOH

I 2,0 (TMACl) 0,1 (NaCl) k. A.
  

Tabelle 62: Ionenspezifische Parameter der 44,39 MHz 113Cd-NMR-kontrollierten Titrati-
on vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex

6.5.4 Vergleich der Messungen von EDTMP zum 1:1 Cd-EDTMP-Komplex

In Abbildung 112 ist die Titrationskurve von Ethylendiamintetra(methylenphosphonsäure)

mit und ohne Zugabe von Cadmium dargestellt.
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Abbildung 112: Vergleich der chem. Verschiebungen im 202,46 MHz 31P{1H}-NMR und
des pH-Wertes bei EDTMP (�: �P; �: pH) in Bezug zum 1:1 Cd-EDTMP-Komplex
(�: �P; �: pH) vs. Titrationsgrad �  (0,1 M TMAOH)
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Die Trennung der beiden Kurven (ab � = 1) zeigt die Bildung der Komplexe an. Die Diffe-

renz der beiden Kurven ist ein Indikator für die Stabilität der gebildeten Komplexe.

Im direkten Vergleich der beiden Messungen ist zu erkennen, dass die Komplexierung der

EDTMP eine Tieffeldverschiebung bedingt. Während die Bildung der ML6--Spezies eine

positive Änderung des Gradienten bedingt, ist der Gradient bei der Bildung der L8--Spezies

negativ.

Aufgrund der großen Änderung der Halbwertsbreite bei der Cadmium-Ethylen-

diamintetrakis(methylenphosphonsäure)-Komplextitration ist es sinnvoll einen Vergleich

der beiden Messungen über reduzierten Halbwertsbreite (Abbildung 113) durchzuführen.

Es fällt auf, dass die größte Änderung in der Halbwertsbreite bei der Ethylendiamintetra-

kis(methylenphosphonsäure)-Messung bei einem Titrationsgrad von � = 5,5 stattfindet,

wohingegen sie bei der Cadmium-Ethylendiamintetrakis(methylenphosphon-säure)-

Messung bei � = 2,5 auftritt.
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Abbildung 113: Vergleich der chem. Verschiebungen im 202,46 MHz 31P{1H}-NMR und
der reduzierten Halbwertsbreite bei EDTMP (�: �r; -�-: HWBr) in Bezug zum 1:1
Cd-EDTMP-Komplex (�: �r; -�-: HWBr) vs. Titrationsgrad � (0,1 M TMAOH)

Bei EDTMP ist die Änderung der Halbwertsbreite auf die Bildung von Wasserstoffbrük-

kenbindungen mit Diphosphonyltrianionen (-N(CH3PO3
2-)-H-(O3

2-PCH3)N-) zurückzufüh-

ren.
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In Abbildung 114 werden die reduzierten chemischen Verschiebungen und die reduzierten

Halbwertsbreiten gegen den pH-Wert aufgetragen.
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Abbildung 114: Vergleich der chem. Verschiebungen im 202,46 MHz 31P{1H}-NMR und
der reduzierten Halbwertsbreite bei EDTMP (�: �r; -�-: HWBr) in Bezug zum 1:1
Cd-EDTMP-Komplex (�: �r; -�-: HWBr) vs. pH-Wert (0,1 M TMAOH)

In Tabelle 63 werden die ionenspezifischen Parameter der beiden EDTMP-Messungen ge-

genübergestellt.

0,1 M TMAOH 1,0 M TMAOH

Spezies �P [ppm] �P [ppm] �P [ppm] �P [ppm]

H8L 13,175 � 0,436 3,629 � 0,470 16,291 � 0,441 7,234 � 0,479

H7L- 9,546 � 0,177 -0,615 � 0,180 9,056 � 0,187 -1,926 � 0,204

H6L2- 10,161 � 0,029 -3,519 � 0,034 10,982 � 0,082 -2,900 � 0,112

H5L3- 13,679 � 0,017 0,555 0,026 13,882 � 0,076 1,066 � 0,093

H4L4- 13,124 � 0,019 0,853 � 0,028 12,816 � 0,052 1,262 � 0,113

H3L5- 12,271 � 0,021 2,018 � 0,026 11,554 � 0,100 1,145 � 0,116

H2L6- 10,253 � 0,015 -1,950 � 0,022 10,408 � 0,059 -1,918 � 0,069

HL7- 12,203 � 0,016 -8,694 � 0,770 12,326 � 0,035 -3,609 � 0,186

L8- 20,897 � 0,770 15,935 � 0,183
 

Tabelle 63: Ionenspezifische Parameter von EDTMP 4
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Es zeigt sich, dass bei beiden Messungen die Standardabweichungen für die Spezies H8L,

H7L- und L8- am höchsten sind. Insgesamt sind die Abweichungen zwischen den beiden

Messungen im Vergleich zu den Cd-EDTMP-Messungen größer.

Die ionenspezifischen Parameter der beiden Cd-EDTMP-Messungen werden Tabelle 64

zusammengefasst.

0,1 M TMAOH 1,0 M TMAOH

Spezies �P [ppm] �P [ppm] �P [ppm] �P [ppm]

H5ML- 12,823 -6,607 12,120 -8,576

H4ML2- 19,430 1,848 20,696 3,426

H3ML3- 17,582 -0,909 17,270 -1,351

H2ML4- 18,491 2,105 18,621 1,694

HML5- 16,386 0,158 16,927 0,762

ML6- 16,228 16,165
    

Tabelle 64: Ionenspezifische Parameter vom 1:1 Cd-EDTMP-Komplex

Für den Cd-EDTMP-Komplex stimmen die ionenspezifischen Parameter bei beiden Mes-

sungen bis auf für die Spezies H4ML2- gut überein. Die Abweichung hängt mit einer schon

im Spektrum sichtbaren größeren Tieffeldverschiebung zusammen.
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6.6 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5

In Tabelle 65 sind die Dissoziationskonstanten der von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxy-

phenylphosphonsäure 5 tabelliert.

pKS1 pKS2 pKS3

1,49 � 0,03 5,64 � 0,01 12,55 � 0,05

Tabelle 65: Dissoziationskonstanten [57] von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphos-
phonsäure 5; (n = 0,05 mmol); NaOH (c = 0,1 mol/l), I (NaCl) = 0,1 mol/l,
n (HCl) = 0,1 mmol, V = 5,0 ml, T = 25°C

Abbildung 115 gibt das Molenbruchverteilungsdiagramm und Abbildung 117 das Disso-

ziationsschema der 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 wieder.
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Abbildung 115: Molenbruchverteilungsdiagramm von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxy-
phenylphosphonsäure 5 vs. Titrationsgrad � (Exp. Parameter: siehe Tabelle 72)
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Abbildung 116: Molenbruchverteilungsdiagramm von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxy-
phenylphosphonsäure 5 vs. pH (Exp. Parameter: siehe Tabelle 72)
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Abbildung 117: Dissoziationsschema von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphon-
säure 5

Die Substanz 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 lässt sich als AMRX-

Spinsystem für den aromatischen Teil und als A2B3-Spinsystem für den aliphatischen Teil

beschreiben. Das gesamte Spinsystem lässt sich als Superposition der beiden Spinsysteme

beschreiben. Um die ionenspezifischen Parameter im 1H-NMR ermitteln zu können, ist es

notwendig, dass Spektrum zu iterieren.
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Abbildung 118: Strukturformel der 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5
mit Zuordnung der Protonen

(ppm)

012345678

Abbildung 119: 500,13 MHz 1H-NMR-Spektrum der 3-Ethoxycarbonyl-6-
hydroxyphenylphosphonsäure 5 (c = 0,1231 mol/l in D2O)

In Tabelle 66 sind die Ergebnisse für die Resonanzfrequenzen aus der Iteration für die

Protonen zu entnehmen.

SNr Iso Typ � [ppm] � [Hz] Stabw [Hz] Spinsystem

1 1H A 8,1244 4063,2521 � 0,0262

2 1H M 7,9262 3964,1274 � 0,0328

AMRX

1

2

3

4 5HDO

TMS
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3 1H R 6,8886 3445,1870 � 0,0260

6 31P X 13,971 2828,5642 -

4 1H A 4,215 2108,1120 � 0,0128

5 1H B 1,230 615,3121 � 0,0062
A2B3

    
Tabelle 66: Iterierte chemische Verschiebungen des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums so-

wie des 200,46 MHz-31P{1H}-NMR-Spektrums von 3-Ethoxycarbonyl-6-
hydroxyphenylphosphonsäure 5 (c = 0,1231 mol/l in D2O)

Die Kopplungskonstanten, die durch Iteration eines Präzisions-1H-NMR ermittelt worden

sind, werden in Tabelle 67 aufgelistet. Tabelle 68 gibt die statistischen Gütekriterien für

die Iteration wieder.

SNr SNr KIso KTyp J [Hz] Stabw [Hz] Spinsystem

1 2 5JHH JAM 0,8215 � 0,0414

1 3 4JHH JAR 0,2324 � 0,0159

1 6 3JPH JAX 15,4971 � 0,0479

2 3 3JHH JMR 8,6900 � 0,0362

2 6 4JPH JMX 6,0628 � 0,0479

3 6 5JPH JRX 2,3076 � 0,0337

AMRX

4 5 3JHH JAB 7,1464 � 0,0093 A2B3
    

Tabelle 67: Iterierte Kopplungskonstanten des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums von3-
Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 (c = 0,1231 mol/l in D2O)

Statistical Information AMRX- und A2B3-Spinsystem

FSS 6,2382

NSP 77472

SDM 0,0090

R% 0,4351

Tabelle 68: Statistische Gütekriterien der Iterationen aus Tabelle 66 und Tabelle 67
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6.6.1 NMR-kontrollierte Titration von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxy-

phenylphosphonsäure 5 unter Verwendung des 200 MHz Spektrometers

Zuerst wurde zur Bestimmung der ionenspezifischen Parameter eine 81,01 MHz 31P{1H}-

NMR-kontrollierte Titration durchgeführt, deren analytische Parameter in Tabelle 69 auf-

geführt werden. Die Parametereinstellungen für die NMR-Spektren sind in Tabelle 70 auf-

gelistet. Vor der Aufnahme des Spektrums eines bestimmten Titrationsgrades wurde eine

Mischzeit von 15 Sekunden und eine Wartezeit von 10 Sekunden eingehalten.

Substanz: 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5

Molmasse [g/mol]: 246,15 Vorlagevolumen [ml]: 80,00

m (Substanz) [mg]: 118,5

m (Wirkstoff) [mg]: 118,0 n (Wirkstoff) [mmol]: 0,4795

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0060

Zusatz HCl [mmol]: 0,4795 c (HCl) [mol/l]: 0,0980

I (Ionenpuffer: NaCl) [mol/l]: 0,1 c (NaCl) [mol/l]: 0,8000

VZ (NaCl) [ml]: 10,00

c (Titrator: NaOH) [mol/l]: 0,1033

Tabelle 69: Experimentelle Parameter der NMR-kontrollierten Titration am DRX 200 von
3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxy-phenylphosphonsäure gegen NaOH

Parameter 31P{1H}-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 81,01

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 4096

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des Spektrum (SI) 4096

Zahl der Scans (NS) 256

Spektrale Breite (SW) [Hz] 1132,246

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 931,66

Tabelle 70: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
am DRX 200 von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5
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6.6.1.1 81,01 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration von 3-Ethoxycarbonyl-6-

hydroxyphenylphosphonsäure 5

In Abbildung 120 werden der Stack- und der Kontur-Plot der 81,01 MHz 31P{1H}-NMR-

kontrollierten Titration der 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 gezeigt.
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Abbildung 120: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 81,01 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 vs. 0,1 NaOH (�P vs. �)
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Die Abbildungen zeigen, dass ab einem Titrationsgrad � = 3 ein weiteres Resonanzsignal

auftritt. Dieses zusätzliche NMR-Resonanzsignal im 31P-NMR ist auf die durch die Ab-

spaltung von Ethanol entstehende Carbonsäure (3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenyl-

phosphonsäure geht über in 3-Carboxy-6-hydroxyphenylphosphonsäure) zurückzuführen.

NMR-spektroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dass diese Abspaltung im zeit-

lichen Rahmen (45 min) einer Titration zur Bestimmung von Dissoziationskonstanten nicht

zu beobachten ist.

Durch den elektronenziehenden Einfluss des PO3H--Anions und den stärkeren elektronen-

abstoßenden Einfluss des PO3
2--Dianions wird das Phosphoratom in der Phosphonyl-

Gruppe stärker abgeschirmt und das Resonanzsignal wandert zu hohem Feld.

Bei der Auswertung zeigt sich, dass durch die Verbreiterung des Resonanzsignals im Be-

reich von 0,7 < � < 2,0 die Bestimmung der chemischen Verschiebungen und der Halb-

wertsbreiten erschwert wird. Durch manuelle Nachbearbeitung der Einzelspektren ist es

gelungen, die benötigten Parameter aus den Spektren zu ermitteln.
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Abbildung 121: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und des pH-Wertes
(�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 81,01 MHz 31P{1H}NMR-
Messung von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5

Bei � = 1,5 findet sich in Maximum für die Halbwertsbreite. Dies lässt den Schluss auf die

Bildung von intermolekularen Wasserstoffbrückenbindungen zu.
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Abbildung 122: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und der Halbwerts-
breite HWB (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 81,01 MHz
31P{1H}-NMR-Messung von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5

Spezies �P [ppm] �P [ppm]

H3L 13,935 � 0,026 1,353 � 0,027

H2L- 12,582 � 0,004 0,582 � 0,006

HL2- 12,000 � 0,004 -0,153 � 0,045

L3- 12,153 � 0,045
 

Tabelle 71: Ionenspezifischen Parameter von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenyl-
phosphonsäure 5

Weil �H3L und �L
3- relativ kleine Werte annehmen, (siehe Molenbruchverteilungsdiagramm

(Abbildung 115, Seite 153)) können die ionenspezifischen Parameter �H3L und �L
3- nur mit

einem relativ großen Fehler bestimmt werden.

6.6.2 NMR-kontrollierte Titration von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxy-

phenylphosphonsäure 5 unter Verwendung des 500 MHz Spektrometers

Mit der titrationsabhängigen NMR Messung von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenyl-

phosphonsäure ist es zum ersten Mal gelungen, innerhalb einer Titration vier verschiedene

NMR-Experimente durchzuführen. Bei dieser NMR-kontrollierten Titration muss der er-

hebliche Zeitbedarf für die Messungen (55 Stunden) berücksichtigt werden.
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Tabelle 72 gibt die experimentellen Parameter und Tabelle 73 die Parameter für die NMR-

Experimente wieder. Vor der Aufnahme des ersten Spektrums eines bestimmten Titrati-

onsgrades wurde eine Mischzeit von 300 Sekunden und eine Wartezeit von 420 Sekunden

eingehalten.

Substanz: 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5

Molmasse [g/mol]: 246,15 Vorlagevolumen [ml]: 25,00

m (Substanz) [mg]: 36,0

m (Wirkstoff) [mg]: 35,9 n (Wirkstoff) [mmol]: 0,1463

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0058

Zusatz HCl [mmol]: 0,1463 c (HCl) [mol/l]: 0,0989

I (Ionenpuffer: NaCl) [mol/l]: 0,1 c (NaCl) [mol/l]: 0,5000

VZ (NaCl) [ml]: 5,00

c (Titrator: NaOH) [mol/l]: 0,1054

Tabelle 72: Experimentelle Parameter der NMR-kontrollierten Titration am DRX 500 von
3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 vs. NaOH

Parameter 31P-NMR 31P{1H}-NMR 1H-NMR 1H-NMR

(WATER)

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46 202,46 500,13 500,13

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 8192 8192 32768 32768

Zahl der Datenpunkte im Imaginär-

teil des Spektrum (SI)

8192 8192 32768 32768

Zahl der Scans (NS) 256 256 64 64

Spektrale Breite (SW) [Hz] 4045,307 4045,307 10330,579 10330,579

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 1822,10 1822,10 3088,51 2337,47

Tabelle 73: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
am DRX 500 von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5

Bei einem "Water"-Spektrum handelt es sich um ein Protonen-Spektrum, welches mit ei-

nem speziellen Pulsprogramm aufgenommen wird. Durch eine Vorsättigung des Wassersi-

gnals wird eine Abschwächung dieses Signals und dabei ein verbessertes Signal-Rausch-

Verhältnis für die übrigen Signale erzielt.
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6.6.2.1 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration von 3-Ethoxycarbonyl-6-

hydroxyphenylphosphonsäure 5

Bei der Betrachtung der Abbildung fällt sofort das, im Gegensatz zur 81,01 MHz NMR-

kontrollierten Titration, verbesserte Signal-Rausch-Verhältnis auf.
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Abbildung 123: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 (�P vs. �)
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Abbildung 124: links: Stack-Plot - rechts: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR
Messung von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 (�P vs. pH)

Durch das verbesserte Signal-Rausch-Verhältnis lassen sich bei dieser NMR-kontrollierten

Titration die chemischen Verschiebungen und Halbwertsbreiten mit Hilfe des Deconvolu-

tionsprogramms automatisch bestimmen.

In Kapitel 6.6.1.1 wird bereits auf das durch die Abspaltung von Ethanol entstehende zu-

sätzlich NMR-Resonanzsignal im 31P-NMR des Carbonsäurederivates hingewiesen. Die

Abbildungen zeigen, dass diese Abspaltung ab einem Titrationsgrad von ungefähr � = 2,5

(pH = 11,2) beginnt.
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Abbildung 125: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und des pH-Wertes
(�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}NMR-
Messung von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5
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Durch die Deprotonierung erst zum PO3H--Anions und dann weiter zum PO3
2--Anions

wird das Resonanzsignal des Phosphoratoms zu höherem Feld verschoben. Aus Abbildung

126 ist aufgrund der gewählten Titrationsbedingungen nur der Wert für pKS2 = 5,64 zu

entnehmen.
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Abbildung 126: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und der 1. Ableitung
d�P/dpH (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-Messung von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5

Aus Abbildung 127 lässt sich entnehmen, dass bei einem Titrationsgrad von � = 1,5 der

höchste Wert für die Halbwertsbreite resultiert. Dies bestätigt die Annahme von Reimann

[57] auf die Ausbildung einer intermolekularen Wasserstoffbrückenbindung.

pKS2
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Abbildung 127: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und der Halbwerts-
breite HWB (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-Messung von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5

In Tabelle 74 sind die ionenspezifischen Parameter der 202,46 MHz NMR-kontrollierten

Titration der 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 tabelliert.

Spezies �P [ppm] �P [ppm]

H3L 13,874 � 0,0264 1,259 � 0,027

H2L- 12,614 � 0,004 0,573 � 0,005

HL2- 12,042 � 0,004 0,075 � 0,034

L3- 11,967 � 0,034
 

Tabelle 74: Ionenspezifische Parameter von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphos-
phonsäure 5

Auch hier zeigt sich, dass die Standardabweichungen bei den ionenspezifischen Verschie-

bungen für die Spezies H3L und L3- höher sind.

6.6.2.2 202,46 MHz 31P-NMR-kontrollierte Titration von 3-Ethoxycarbonyl-6-

hydroxyphenylphosphonsäure 5

Mit Hilfe der 31P-NMR-kontrollierten Titration lässt sich sehr gut die Bildung des, durch

die Abspaltung von Ethanol entstandenen, Carbonsäurederivates beobachten.
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Erwartungsgemäß weist das Carbonsäurederivat das gleiche Aufspaltungsmuster im 31P-

NMR wie die von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure auf.
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Abbildung 128: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P-NMR Messung
von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 (�P vs. �)

Wegen der Linienverbreiterung im Bereich 1 < � < 2 können die Kopplungskonstanten

nicht durchgängig bestimmt werden. Für bestimmte Titrationsgrade werden die Kopp-
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lungskonstanten in Tabelle 75 aufgeführt. Mit zunehmender Deprotonierung nehmen

Werte für 3JPH- und 4JPH-Kopplung ab.

3JPH [Hz] 4JPH [Hz]

� = -1 14,88 4,88

� = 0 14,32 5,43

� = 1 14,57 5,18

� = 2 13,33 4,44

� = 3 13,33 4,44

� = 4 13,33 4,44

Tabelle 75: Kopplungskonstanten der 202,46 MHz 31P-NMR-Spekten von 3-Ethoxy-
carbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5

6.6.2.3 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierte Titration von 3-Ethoxycarbonyl-6-

hydroxyphenylphosphonsäure 5

Bei der in diesem Kapitel vorgestellten 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierten Titration han-

delt es sich um die erste 1H-NMR-kontrollierte Titration unter Verwendung eines 500 MHz

Spektrometers. Wie aus Abbildung 129 und Abbildung 130 zu erkennen ist, ist das Signal-

Rausch-Verhältnis nur unbefriedigend. Dies ist auf die relativ niedrige Scan-Zahl zurück-

zuführen. Jedes NMR-Spektrum wurde mit nur 64 Scans aufgenommen.

Abbildung 129 zeigt eine Spreizung des Spektrums für die Resonanzsignale zwischen

7,8 ppm und 8,2 ppm. Dabei handelt es sich um das zur Phosphonyl-Gruppe ortho-ständige

(bei 8,15 ppm) und das para-ständige Proton (bei 7,95 ppm) am Aromaten. Abbildung 130

zeigt das meta-ständige Proton (bei 6,90 ppm) am Aromaten. Die größten Veränderungen

in der chemischen Verschiebung im Fortgang der Titration erfahren das para- und das me-

ta-ständige Proton (�� = 0,1 ppm). Dieser Effekt ist auf die elektronenziehende Wirkung

der substituierten Ethoxycarbonyl-Gruppe und auf die elektronenabstoßende Wirkung des

Phosphonyldianions zurückzuführen.



168

8,2 8,1 8,0 7,9 7,8
�

-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

�

Abbildung 129: Stack-Plot der 500,13 MHz 1H-NMR Messung von 3-Ethoxycarbonyl-6-
hydroxyphenylphosphonsäure 5 (Bereich zwischen 7,8 ppm und 8,2 ppm) (�H vs. �)
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Abbildung 130: Stack-Plot der 500,13 MHz 1H-NMR Messung von 3-Ethoxycarbonyl-6-
hydroxyphenylphosphonsäure (Bereich 7,1 ppm und 6,7 ppm) (�H vs. �)
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6.6.2.4 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierte Titration mit Wasserunterdrückung von 3-

Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure

Bei der Betrachtung der Spektren der 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierte Titration mit

Wasserunterdrückung (Wasserunterdrückung durch Vorsättigung des Wassersignals) zeigt

sich bei dieser Messung im Vergleich zu der 1H-NMR-Messung keine wesentliche Verbes-

serung des Signal-Rausch-Verhältnisses. Zudem zeigt sich, dass durch die Unterdrückung

des Wassersignals Phasenfehler auftreten, die eine Phasenkorrektur der Spektren erschwe-

ren. Eine genaue Beschreibung zur Aufnahme von 1H-NMR-Spektren mit Wasserunter-

drückung steht in dem Buch von Braun, Kalinowski und Berger [116].

6.6.3 Vergleich der 81,01 MHz und 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierten Titra-

tion von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5

In Abbildung 131 wird ein grafischer Vergleich der beiden 31P{1H}-NMR-kontrollierten

Titration von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 gezogen. Bis zum

Titrationsgrad � = 1 sind nur geringe Unterschiede in den Halbwertsbreiten festzustellen.

Zwischen dem ersten und zweiten Deprotonierungsschritt beträgt der Unterschied maximal

6 Hz.
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Abbildung 131: Auftragung der chem. Verschiebung �P (�) und der Halbwertsbreite HWB
(�) der 202,46 MHz 31P{1H}- sowie der chem. Verschiebung �P (�) und der Halb-
wertsbreite HWB (�) der 81,01 MHz 31P{1H}- NMR-kontrollierten Messung vs.
Titrationsgrad � von 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5



170

6.7 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6

In Tabelle 76 sind die von Reimann [57] ermittelten Dissoziationskonstanten der von 2,5-

Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6 angegeben.

pKS1 pKS2 pKS3 pKS4 pKS5 pKS6

1,09 � 0,03 1,48 � 0,04 5,54 � 0,01 6,54 � 0,01 12,56 � 0,09 12,66 � 0,08

Tabelle 76: Dissoziationskonstanten [57] von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure
6; (n = 0,05 mmol); NaOH (c = 0,1 mol/l), I (NaCl) = 0,1 mol/l, n (HCl) = 0,1
mmol, V = 5,0 ml, T = 25°C

Aus dem Molenbruchverteilungsdiagramm (Abbildung 132) lässt sich entnehmen, dass die

Spezies H6L und L6- unter den gewählten experimentellen Bedingungen nur geringe Bei-

träge zur mittleren chemischen Verschiebung <�P> liefern können. Demzufolge werden die

ionenspezifischen Parameter �H6L und �L
6- stark fehlerbehaftet ermittelt.
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Abbildung 132: Molenbruchverteilungsdiagramm von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-
bisphosphonsäure 6 vs. Titrationsgrad � (Exp. Parameter: siehe Tabelle 81)
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Abbildung 133: Molenbruchverteilungsdiagramm von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-
bisphosphonsäure 6 vs. pH (Exp. Parameter: siehe Tabelle 81)

Abbildung 134 zeigt das Dissoziationsschema der 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphon-

säure 6 (vgl. [57]):
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Abbildung 134. Dissoziationsschema von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6
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2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bis(phosphonsäure) 6 [36] lässt sich als [AX]2-Spinsystem be-

schreiben. Die Zuordnung der Spins ist Abbildung 135 zu entnehmen.

OH
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H
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Abbildung 135: Strukturformel der 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6 mit Zu-
ordnung der Protonen und der Phosphoratome

(ppm)

01234567

Abbildung 136: 500,13 MHz 1H-NMR-Spektrum der 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-
bisphosphonsäure 6 (c = 0,1211 mol/l in D2O)

In Tabelle 77 sind die Ergebnisse für die chemischen Verschiebungen aus der Iteration für

die Protonen zu entnehmen.

SNr Iso Typ � [ppm] � [Hz] Stabw [Hz]

1, 2 1H A 7,1648 3583,3489 � 0,0005

3, 4 31P X 14,050 7026,8527 -
    

Tabelle 77: Iterierte chemische Verschiebung des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums sowie
chemische Verschiebung des 200,46 MHz-31P{1H}-NMR-Spektrums von 2,5-
Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6 (c = 0,1211 mol/l in D2O)

1, 2
HDO

TMS
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Tabelle 78 listet die aus der Iteration eines Präzisions-1H-NMR erhaltenen Kopplungskon-

stanten auf. Die statistischen Gütekriterien für die Iteration gibt Tabelle 79 wieder.

SNr SNr KIso KTyp J [Hz] Stabw [Hz]

1 2 5JHH JAA' 0,6070 � 0,0018

1 3 4JPH JAX 6,9433 � 0,0013

1 4 3JPH JAX' 15,5541 � 0,0013

3 4 5JPP JXX' 1,4548 � 0,0019
    

Tabelle 78: Iterierte Kopplungskonstanten des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums von 2,5-
Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6 (c = 0,1211 mol/l in D2O)

Statistical Information [AX]2-Spinsystem

FSS 28,2377

NSP 17194

SDM 0,0405

R% 0,6826

Tabelle 79: Statistische Gütekriterien der Iterationen aus Tabelle 77 und Tabelle 78.

6.7.1 NMR-kontrollierte Titration von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure

6

Tabelle 80 gibt die gewählten Parameter für die NMR-kontrollierte Titration der 2,5-

Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6 wieder.

Parameter 31P-NMR 31P{1H}-NMR 1H-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46 202,46 500,13

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 8192 8192 32768

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des

Spektrum (SI)

8192 8192 32768

Zahl der Scans (NS) 256 256 128

Spektrale Breite (SW) [Hz] 4045,307 4045,307 10330,579

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] 1822,10 1822,10 3088,51
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Tabelle 80: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
am DRX 500 von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6

Vor der Aufnahme des ersten Spektrums eines jeden Titrationsgrades wurde eine Misch-

zeit von 300 Sekunden und eine Wartezeit von 420 Sekunden eingehalten.

Die analytischen Parameter für die NMR-Messungen werden in Tabelle 81 aufgelistet.

Substanz: 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6

Molmasse [g/mol]: 270,07 Vorlagevolumen [ml]: 25,00

m (Substanz) [mg]: 40,5

m (Wirkstoff) [mg]: 40,3 n (Wirkstoff) [mmol]: 0,1499

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0060

Zusatz HCl [mmol]: 0,1499 c (HCl) [mol/l]: 0,0989

I (Ionenpuffer: NaCl) [mol/l]: 0,1 c (NaCl) [mol/l]: 0,5000

VZ (NaCl) [ml]: 5,00

c (Titrator: NaOH) [mol/l]: 0,1052

Tabelle 81: Experimentelle Parameter der NMR-kontrollierten Titration am DRX 500 von
2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6 vs. NaOH

6.7.1.1 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration von 2,5-Dihydroxybenzol-

1,4-bisphosphonsäure 6

Abbildung 137 zeigt den Stack- und Kontur-Plot (�P vs. �) der 202,46 MHz 31P{1H}-

NMR-kontrollierten Titration von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6. Aufgrund

des sehr guten Signal-Rausch-Verhältnisses können die chemischen Verschiebung und

Halbwertsbreiten mit Hilfe der automatischen Deconvolution ermittelt werden.

Zu Beginn der Titration dominieren H4L2- und H5L-. Durch den abschirmenden Einfluss

der Hydroxy-Gruppen wandert das Resonanzsignal der Phosphoratome zu hohem Feld.

Die partielle Tieffeldverschiebung zwischen � = 2 bis � = 4 (mit einem Maximum bei

� = 3) ist auf die Bildung von intramolekularen Wasserstoffbrückenbindungen zurückzu-

führen.
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Abbildung 137: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6 (�P vs. �)

Abbildung 138 zeigt den Stack- und Kontur-Plot (�P vs. pH) der 202,46 MHz 31P{1H}-

NMR-kontrollierten Titration von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6.
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Abbildung 138: links: Stack-Plot - rechts: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR
Messung von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6 (�P vs. pH)
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Abbildung 139: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und des pH-Wertes
(�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}NMR-
Messung von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6

Abbildung 140 ist zu entnehmen, dass die Deprotonierung der beiden Phosphonsäure-

Funktionen bis pH = 7,5 abgeschlossen ist.
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Abbildung 140: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und der 1. Ableitung
d�P/dpH (�) vs. pH-Wert der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-
Messung von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6
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Abbildung 141: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und der Halbwerts-
breite HWB (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz
31P{1H}-NMR-Messung von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6

Die Ermittlung der ionenspezifischen Parameter (Tabelle 82) zeigt, dass die Bestimmung

der ionenspezifischen Parameter �H6L, �HL
5- und �L

6- fehlerbehaftet sind. Da wegen der ge-

wählten experimentellen Bedingungen (siehe Abbildung 132) diese Spezies nur geringe

pKS3 pKS4
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Beiträge zur mittleren chemischen Verschiebung <�P> liefern können, werden die Para-

meter mit größeren Fehlern ermittelt.

Spezies �P [ppm] �P [ppm]

H6L 13,232 � 0,031 -0,160 � 0,0316

H5L- 13,392 � 0,005 1,126 � 0,005

H4L2- 12,267 � 0,001 -0,108 � 0,001

H3L3- 12,374 � 0,001 0,116 � 0,001

H2L4- 12,259 � 0,001 -0,005 � 0,036

HL5- 12,263 � 0,036 -0,678 � 0,594

L6- 12,941 � 0,593
 

Tabelle 82: Ionenspezifische Parameter von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6

6.7.1.2 202,46 MHz 31P-NMR-kontrollierte Titration von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-

bisphosphonsäure

Abbildung 142 zeigt den Stack-Plot der 202,46 MHz 31P-NMR Messung von 2,5-

Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6 (�P vs. �).
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Abbildung 142: Stack-Plot der 202,46 MHz 31P-NMR Messung der 2,5-Dihydroxybenzol-
1,4-bisphosphonsäure 6 (�P vs. �)
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Die Betrachtung des Stack-Plots der 31P-NMR-kontrollierte Titration der 2,5-

Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6 zeigt, dass über weite Teile der Titration die Pa-

rameter chemische Verschiebung, Halbwertsbreite und Kopplungskonstante aus den Ein-

zelspektren ermittelt werden könnten. Wegen der Linienverbreiterung im Bereich 2 < � < 4

wird die Bestimmung der Kopplungskonstanten erschwert. Für bestimmte Titrationsgrade

werden die Kopplungskonstanten in Tabelle 83 aufgeführt.

3JPH [Hz] 4JPH [Hz] 5JPP [Hz]

� = -1 15,81 5,93 1,49

� = 0 15,81 5,88 1,49

� = 1 15,80 5,43 1,48

� = 2 15,80 5,43 1,48

� = 4 14,33 4,45 1,49

� = 5 14,32 4,47 1,48

Tabelle 83: Kopplungskonstanten der 202,46 MHz 31P-NMR-Spekten von 2,5-Dihydroxy-
benzol-1,4-bisphosphonsäure 6 (5JHH = 0 Hz)

Mit zunehmender Deprotonierung nehmen Werte für die 3JPH- und 4JPH-Kopplungen ab,

während die Werte für die 5JPP-Kopplungen fast unverändert bleibt.

6.7.1.3 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierte Titration von 2,5-Dihydroxybenzol-1,4-

bisphosphonsäure 6

Abbildung 144 zeigt den Stack-Plot der 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierten Titration der

2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bisphosphonsäure 6 gegen 0,1 M NaOH. Die Deprotonierung

verschiebt das Resonanzsignal der Protonen am Aromaten im Verlauf der Deprotonierung

um maximal �max = 0,15 ppm.
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Abbildung 143: Beschreibung der Kopplungskonstanten im [AX]2-Spinsystem

Die Kopplungen berechnen sich wie folgt:

NAX = 4JPH + 3JPH

LAX = 4JPH - 3JPH

K = 5JHH + 5JPP

M = 5JHH - 5JPP

In Tabelle 84 werden für ausgewählte Titrationsgrade die chemischen Verschiebungen �H

und die Kopplungskonstanten angegeben.
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Abbildung 144: Stack-Plot der 500,13 MHz 1H-NMR Messung von 2,5-Dihydroxybenzol-
1,4-bisphosphonsäure 6 (�H vs.�)
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�H [ppm] 3JPH [Hz] 4JPH [Hz]

� = -1 6,9939 15,76 5,99

� = 0 6,9911 15,70 6,14

� = 1 6,9867 15,76 5,67

� = 2 6,9782 15,61 5,52

� = 4 6,8458 14,19 5,05

� = 5 6,8474 14,50 4,42

Tabelle 84: Chemische Verschiebungen und Kopplungskonstanten der 500,13 MHz 1H-
NMR-Spekten von 2,5-Dihydroxy-benzol-1,4-bisphosphonsäure 6 (Bestimmt aus den
Spektren aus Abbildung 144)

Mit zunehmender Deprotonierung nehmen Werte für die 3JPH- und 4JPH-Kopplungen ab.

Da die Spektren aufgrund des Signal-Rausch-Verhältnisses nur wenig hochaufgelöst sind,

können die Werte für die Kopplungskonstanten 5JPP und 5JHH nicht bestimmt werden.
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6.8 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Protolyseverhalten des 3-Hydroxy-3-

(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 studiert.

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)-

isobenzofuranon 7 werden jeweils drei Titrationen durchgeführt.

Titration gegen 0,1 M TMAOH: Jeweils 0,18 mmol Ligand mit einer Zugabe von

0,36 mmol HCl (c = 0,1008 mol/l) und 5,00 ml 0,5000 M TMACl (I = 0,1) werden mit bi.-

dest. Wasser auf ein Volumen von 25,00 ml aufgefüllt. Die Titrationen erfolgen unter

Stickstoffatmosphäre gegen 0,1010 M TMAOH bei 25,0 � 0,1 °C.

Titration gegen 1,0 M TMAOH: Jeweils 1,75 mmol Ligand mit einer Zugabe von

2,50 mmol HCl (c = 0,9530 mol/l) und 2,74 g TMACl (I = 1,0) werden mit bi.-dest.

Wasser auf ein Volumen von 25,0 ml aufgefüllt. Unter Stickstoffatmosphäre erfolgen die

Titrationen gegen 1,0220 M TMAOH bei 25,0 � 0,1 °C.

Titrator pKS1 pK S2 pK S3 RMS

0,1 M TMAOH 1,15 � 0,05 5,88 � 0,01 6,75 � 0,01 0,054

1,0 TMAOH 0,65 � 0,14 5,90 � 0,11 6,57 � 0,06 0,154

Tabelle 85: Dissoziationskonstanten der 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzo-
furanon 7

Abbildung 145 zeigt das makroskopische Molenbruchverteilungsdiagramm der Titration

von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 gegen 1,0 M TMAOH. Bei

dieser Verbindung handelt es sich um eine zweibasige Säure. Wie Tabelle 85 und

Abbildung 145 entnommen werden kann, erhält man durch die Deprotonierung drei Disso-

ziationskonstanten beziehungsweise vier Spezies. Das Auftreten von vier Spezies lässt sich

durch eine Ringöffnung erklären. Somit wandelt sich die zweibasige Säure (geschlossener

Ring) in eine dreibasige Säure (offener Ring) um. Alleine durch die Werte für die Disso-

ziationskonstanten kann noch keine Aussage getroffen werden kann, ab welchem Deproto-

nierungsschritt diese konzertierte Reaktion aus Ringöffnung und Protonentransfer stattfin-

det. Daher werden die Spezies im Molenbruchverteilungsdiagramm zunächst mit arabi-
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schen Ziffern gekennzeichnet. In der Zusammenfassung des Kapitels (Kapitel 6.8.3) wird

eine Zuordnung der Spezies erfolgen.
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Abbildung 145: Molenbruchverteilungsdiagramm von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphos-
phono)isobenzofuranon 7 vs. Titrationsgrad � (Exp. Parameter: siehe Tabelle 97)
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Abbildung 146: Molenbruchverteilungsdiagramm von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphos-
phono)isobenzofuranon 7 vs. pH (Exp. Parameter: siehe Tabelle 97)
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Abbildung 147: Hypothetisches Dissoziationsschema mit allen Gleichgewichten.

Abbildung 147 zeigt verschiedene hypothetische Möglichkeiten des Dissoziationsverhal-

tens des 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7. Mit Hilfe NMR-

spektroskopischer Untersuchungen kann gezeigt werden, dass die Ringöffnung erst wäh-

rend der Deprotonierung stattfindet. Wie im Verlauf dieser Arbeit gezeigt wird, handelt es

sich dabei um einen reversiblen Prozess.

Unter Verwendung der 31P- und der 13C-NMR kann der Ringöffnungs- und Ring-

schlussprozess nachgewiesen werden. Im sauren Milieu gibt das -C-Atom zur Phosphon-

säurefunktion ein Resonanzsignal bei � = 107,4 ppm (d, 1JPC = 197,7 Hz). Durch die Zuga-

be von Lauge verschwindet dieses Resonanzsignal und ein neues Resonanzsignal bei � =

219,1 ppm (d, 1JPC = 159,9 Hz) tritt auf. Da dieses Resonanzsignal und die Größe der

Kopplungskonstante typisch für ortho-Phosphonoformylbenzoate sind [117], lässt dies auf

die Bildung einer ortho-Phosphonoformylbenzoylsäure schließen. Im NMR-Experiment

konnte nachgewiesen werden, dass durch erneutes Ansäuern der Probe das 13C-
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Resonanzsignal bei � = 219,1 ppm verschwindet und das Resonanzsignal für das benzy-

lische Kohlenstoffatom bei � = 107,4 ppm wieder erscheint.

In der Literatur ist die pH-Abhängigkeit von Ring-Kette-Tautomerie von Oxocarboxylsäu-

ren und deren Derivaten genau dokumentiert [118] [119]. Die Geschwindigkeit der Cycli-

sierung ist die Konsequenz aus der hohen Reaktivität der Carbonylgruppen, die durch den

stark elektronenziehenden Einfluss der Phosphonyl-Gruppe verursacht wird [120].

Durch Einzelprobenmessungen bei verschiedenen Titrationsgraden konnte ermittelt wer-

den, dass das Resonanzsignal für das benzylische Kohlenstoffatom bis zu einem Titrati-

onsgrad von � = 1 im Spektrum auftritt. Erst am Titrationsgrad von � = 3 tritt wieder ein

scharfes Resonanzsignal für der o-Phosphonoformylbenzoylsäure bei � = 219,1 ppm auf.

In Abbildung 148 ist der Stack-Plot von 125,77 MHz 13C{1H}-NMR-Einzelmessungen ab-

gebildet. Zur Verdeutlichung sind die betreffenden Signale gekennzeichnet.
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Abbildung 148: Stack-Plot der 125,77 MHz 13C{1H}-NMR single-sample-Messungen von
3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7

Die Zuordnung der Kerne erfolgt über 1-D Spektren (1H-, 13C{1H}- und 31P-NMR-

Spektren) sowie 2-D Spektren (H,C-COSY und HMBC).

Zur Theorie und Funktion der 2-D Spektren sei auf [116] verwiesen.
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H1 H2 H3 H4

H1 H2 H3 H4

(ppm) 7.92 7.84 7.76 7.68
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Abbildung 149: H,C-COSY von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7
(c = 0,2510 mol/l in D2O)

�H [ppm] �C [ppm]

H1 7,9262 128,229

H2 7,8693 138,289

H3 7,7980 126,622

H4 7,7258 133,998

Tabelle 86: Auflistung der Korrelationssignale im 1H- und 13C{1H }-NMR des H,C-COSY
(c = 0,2510 mol/l in D2O)
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Abbildung 150: HMBC von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7
(c = 0,2510 mol/l in D2O)

�H [ppm] �C [ppm]

H1 7,9262 126,622; 128,229; 133,998; 138,289; 148,941; 174,044

H2 7,8693 107,439; 126,622; 128,229; 133,998; 148,941

H3 7,7980 107,439; 126,622; 128,229; 133,998; 138,289; 148,941

H4 7,7258 126,622; 128,229; 133,998; 138,289; 148,941; 174,044

Tabelle 87: Auflistung der Korrelationssignale im 1H- und 13C{1H }-NMR im HMBC
(c = 0,2510 mol/l in D2O)

H3 H1H2H4
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Abbildung 151: H,C-COSY von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7
(c = 0,1919 mol/l in 1 M KOD)

�H [ppm] �C [ppm]

H1 7,3534 129,123

H2 7,4826 130,3764

H3 8,4427 134,171

H4 7,5729 135,013

Tabelle 88: Auflistung der Korrelationssignale im 1H- und 13C{1H }-NMR des H,C-COSY
(c = 0,1919 mol/l in 1 M KOD)

H3 H1H2H4
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Abbildung 152: HMBC von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7
(c = 0,1919 mol/l in 1 M KOD)

�H [ppm] �C [ppm]

H1 7,3534 130,376; 134,171; 135,013; 137,456; 142,240; 181,811

H2 7,4826 129,123; 134,171; 135,013; 137,456; 142,240; 219,679

H3 8,4427 129,123; 130,376; 134,171; 135,013; 142,240; 181,811; 219,679

H4 7,5729 129,123; 130,376; 134,171; 135,013; 137,456; 142,240; 181,811

Tabelle 89: Auflistung der Korrelationssignale im 1H- und 13C{1H }-NMR im HMBC
(c = 0,1919 mol/l in 1 M KOD)

3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 lässt sich als ABCDX-Spinsystem

beschreiben. Um die ionenspezifischen Parameter im 1H-NMR ermitteln zu können, muss
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das Spektrum iterativ berechnet werden. Aus der Auswertung der H,C-COSY- und

HMBC-Spektren resultiert die Bezeichnung der Kerne in Abbildung 153.
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Abbildung 153: Strukturformel vom 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7
mit Zuordnung der Protonen, der Kohlenstoffatome und des Phosphoratoms

(ppm)
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Abbildung 154: 125,77 MHz-1H-NMR-Spektrum von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)-
isobenzofuranon 7 (c = 0,2510 mol/l in D2O)

CI CII CIII CIV CV CVI CVII CVIII

�c [ppm] 174,044 148,941 138,289 133,998 128,397 128,229 126,622 107,439

Tabelle 90: Chem. Verschiebung �C aus dem 125,77 MHz-1H-NMR-Spektrum von 3-
Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)-isobenzofuranon 7 (c = 0,2510 mol/l in D2O)

Abbildung 155 zeigt für den aromatischen Bereich im 500,13 MHz 1H-NMR das experi-

mentelle und das simulierte NMR-Spektrum.
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7.707.757.807.857.90 (ppm)

Abbildung 155: Simuliertes (oben) und experimentelles (unten) 500,13 MHz-1H-NMR-
Spektrum von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7
(c = 0,2510 mol/l in D2O)

In Tabelle 91 sind die Ergebnisse für die Resonanzfrequenzen aus der Iteration für die

Protonen am Aromaten aufgelistet. Die aus der Iteration eines Präzisions-1H-NMR erhalte-

nen Kopplungskonstanten werden in Tabelle 92 aufgeführt. Tabelle 93 gibt die statisti-

schen Gütekriterien für die Iteration wieder.

SNr Iso Typ � [ppm] � [Hz] Stabw [Hz]

1 1H A 7,9242 3963,1894 � 0,0009

2 1H B 7,8654 3933,7422 � 0,0008

3 1H C 7,7967 3899,3410 � 0,0009

4 1H D 7,7242 3863,0805 � 0,0009

5 31P X 9,398 1902,8221 -
    

Tabelle 91: Iterierte chemische Verschiebungen des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums so-
wie die chemische Verschiebung des 200,46 MHz-31P{1H}-NMR-Spektrums von 3-
Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 (c = 0,2510 mol/l in D2O)

SNr SNr KIso KTyp J [Hz] Stabw [Hz]

1 2 4JHH JAB 1,0387 � 0,0010

1 3 5JHH JAC 0,8136 � 0,0041

H1 H2 H3 H4
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1 4 3JHH JAD 7,7308 � 0,0013

1 5 5JPH JAX 0,7308 � 0,0035

2 3 3JHH JBC 7,7421 � 0,0012

2 4 3JHH JBD 7,4592 � 0,0013

2 5 5JPH JBX 0,2137 � 0,0048

3 4 4JHH JCD 0,8480 � 0,0080

3 5 4JHH JCX 1,0800 � 0,0054

4 5 6JPH JDX 0,9908 � 0,0086
    

Tabelle 92: Iterierte Kopplungskonstanten des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums von 3-
Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 (c = 0,2510 mol/l in D2O)

Statistical Information ABCDX-Spinsystem

FSS 88,3767

NSP 4665

SDM 0,0829

R% 0,1573

Tabelle 93: Statistische Gütekriterien der Iterationen aus Tabelle 91 und Tabelle 92

Die Substanz 7 wurde zusätzlich auch im alkalischen Milieu vermessen und das 1H-NMR

iteriert. Die Ergebnisse der Iteration für die Resonanzfrequenzen sind in Tabelle 94 und für

die Kopplungskonstanten in Tabelle 95 aufgeführt.

SNr Iso Typ � [ppm] � [Hz] Stabw [Hz]

1 1H A 7,3540 3677,9346 � 0,0010

2 1H B 7,4832 3742,5942 � 0,0006

3 1H C 8,4423 4222,2400 � 0,0007

4 1H D 7,5717 3786,8131 � 0,0006

5 31P X -0,6386 -129,2945 -
    

Tabelle 94: Iterierte chemische Verschiebungen des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums so-
wie die chemische Verschiebung des 200,46 MHz-31P{1H}-NMR-Spektrums von 3-
Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 (c = 0,1919 mol/l in 1 M KOD)

SNr SNr KIso KTyp J [Hz] Stabw [Hz]

1 2 4JHH JAB 1,2611 � 0,0009
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1 3 5JHH JAC 0,5820 � 0,0007

1 4 3JHH JAD 7,6065 � 0,0013

1 5 5JPH JAX 1,2932 � 0,0022

2 3 3JHH JBC 7,8928 � 0,0009

2 4 3JHH JBD 7,4479 � 0,0012

2 5 5JPH JBX 0,3392 � 0,0021

3 4 4JHH JCD 1,2202 � 0,0006

3 5 4JHH JCX 0,2183 � 0,0021

4 5 6JPH JDX 0,3228 � 0,0017
    

Tabelle 95: Iterierte Kopplungskonstanten des 500,13 MHz-1H-NMR-Spektrums von 3-
Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 (c = 0,1919 mol/l in 1 M KOD)

Tabelle 96 gibt die statistischen Gütekriterien für die Iteration wieder.

Statistical Information ABCDX-Spinsystem

FSS 181,0955

NSP 43002

SDM 0,0649

R% 0,3960

Tabelle 96: Statistische Gütekriterien der Iterationen aus Tabelle 94 und Tabelle 95

6.8.1 NMR-kontrollierte Titration von 3-Hydroxy-3-

(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 vs. TMAOH

Die NMR-kontrollierten Titration von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzo-

furanon 7 wurde gegen 1,0 molare TMAOH als Titrator durchgeführt, um eine vollständige

Deprotonierung zu erreichen.

Für die NMR-kontrollierte Titration wurden folgende analytische Parameter gewählt:

Substanz: 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7

Molmasse [g/mol]: 229,998 Vorlagevolumen [ml]: 25,0
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m (Substanz) [mg]: 448,4

m (Wirkstoff) [mg]: 445,7 n (Wirkstoff) [mmol]: 1,9379

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0775

Zusatz HCl [mmol]: 3,8758 c (HCl) [mol/l]: 0,9530

I (Ionenpuffer: TMACl) [mol/l]: 1,0 m (TMACl) [g]: 2,74

c (Titrator: TMAOH) [mol/l]: 0,9840

Tabelle 97: Experimentelle Parameter der NMR-kontrollierten Titration am DRX 500 von
3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon gegen TMAOH

Tabelle 98 gibt die gewählten Parameter für die NMR-Experimente wieder. Vor der Auf-

nahme des ersten Spektrums eines bestimmten Titrationszustandes wurde eine Mischzeit

von 300 Sekunden und eine Wartezeit von 420 Sekunden eingehalten.

Parameter 31P-NMR 31P{1H}-NMR 1H-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46 202,46 500,13

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 32768 16384 32768

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des

Spektrum (SI)

32768 16384 32768

Zahl der Scans (NS) 64 16 128

Spektrale Breite (SW) [Hz] 9124,088 10162,602 5296,610

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] -1012,28 -1012,28 2600,68

Tabelle 98: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
am DRX 500 von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon

6.8.1.1 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration von 3-Hydroxy-3-

(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon

Abbildung 156 zeigt den Stack- und den Kontur-Plot der 31P{1H}-NMR-kontrollierten

Titration von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7.
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Abbildung 156: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Mes-
sung von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 (�P vs. �)
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Abbildung 157: links: Stack-Plot - rechts: Kontur-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR
Messung von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 (�P vs. pH)

Aus den Abbildungen ist zu erkennen, dass das 31P-Resonanzsignal im Verlauf der Titrati-

on eine Tieffeldverschiebung erfährt.

Abbildung 158 zeigt die gemeinsame Auftragung des Molenbruchverteilungsdiagramms

und der mittleren chemischen Verschiebung gegen den Titrationsgrad.
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Abbildung 158: Molenbruchverteilungsdiagramm von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphos-
phono)isobenzofuranon 7 mit Auftragung der chem. Verschiebung �P (�) der titrati-
onsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-Messung vs. den Titrationsgrad �

In Kapitel 6.8.3 wird das Schema für die Deprotonierung von 3-Hydroxy-3-

(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 gezeigt.
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Abbildung 158 ist zu entnehmen, dass die Änderung der chemischen Verschiebung �P mit

der Bildung der Spezies "3" und "4" in Zusammenhang steht. Die Änderung der chemi-

schen Verschiebung im 31P-NMR von 8,9 ppm zu -0,2 ppm für das Phosphoratom ist für

die Bildung eines Acylphosphonates signifikant [117].

In Abbildung 161 sind die Halbwertsbreite und die mittlere chemische Verschiebung ge-

gen den Titrationsgrad aufgetragen. Diesem Diagramm ist zu entnehmen, dass in dem Be-

reich zwischen 1 < � < 3 ein starker Anstieg der Halbwertsbreite stattfindet (von 3,5 Hz auf

13,3 Hz). Die Linienverbreiterung kann auf die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbin-

dungen oder auf die Dynamik zurückgeführt werden.
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Abbildung 159: Mögliche Wasserstoffbrückenbindungen von o-Phosphonoformylbenzoe-
säureanion (H2L)
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Abbildung 160: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und des pH-Wertes
(�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-
Messung von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7
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Abbildung 161: Auftragung mittleren chem. Verschiebung �P (�) und der Halbwertsbreite
HWB (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}-
NMR-Messung von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7
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Abbildung 162: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P (�) und der 1. Ableitung
d�P/dpH (�) vs. pH-Wert der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierten Titration von
3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7

Aus Abbildung 162 kann man entnehmen, dass die größte Veränderung der chemischen

Verschiebung im Bereich pH = 6 stattfindet. Weil die Werte für pKS2 = 5,90 und

pKS3 = 6,57 eng zusammenliegen, ist in Abbildung 162 nur ein gemeinsames Minimum zu

erkennen.
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In Tabelle 99 werden die ionenspezifischen Parameter der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-

kontrollierten Titration von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 darge-

stellt. Durch die Verwendung einer 1,0 M Base können die ionenspezifischen Verschie-

bungen für die Spezies mit sehr geringen Standardabweichungen bestimmt werden.

Spezies �P [ppm] �P [ppm]

1 10,277 � 0,007 1,906 � 0,008

2 8,371 � 0,003 4,079 � 0,006

3 4,292 � 0,005 4,419 � 0,005

4 -0,127 � 0,001
 

Tabelle 99: Ionenspezifische Parameter �P von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)-
isobenzofuranon 7

6.8.1.2 202,46 MHz 31P-NMR-kontrollierte Titration von 3-Hydroxy-3-(dihydroxy-

phosphono)isobenzofuranon
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Abbildung 163: Stack-Plot der 202,46 MHz 31P-NMR Messung von 3-Hydroxy-3-
(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 (�P vs. �)

Die Spektren der 202,46 MHz 31P-NMR-kontrollierten Titration zeigen erwartungsgemäß

keine Aufspaltung.
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Die nachfolgende Abbildung 164 zeigt einen Vergleich zwischen der 31P- und der 31P{1H}-

Messung.
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Abbildung 164: Auftragung mittleren chem. Verschiebungen und der Halbwertsbreiten
HWB vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P-NMR-
Messung (�P: �; HWB: �) und der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-Messung (�P: �;
HWB: �) von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7

Anhand dieses Diagramms ist zu erkennen, dass sich die beiden Messungen in der Halb-

wertsbreite unterscheiden. Bis zum Titrationsgrad von � = 1 beträgt die Differenz im

Durchschnitt 0,7 Hz und ab � = 3 beträgt die Differenz annähernd gleichbleibend 1,0 Hz.

Die geringe Differenz hängt direkt mit dem Pulsprogramm zusammen. Die Verwendung

von Pulsprogrammen mit Protonenentkopplung führt zu schmaleren Linienbreiten.

6.8.1.3 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierte Titration von 3-Hydroxy-3-

(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon

Wie im einleitenden Teil zu diesem Kapitel erwähnt, zeigt das 500,13 MHz 1H-Präzisions-

NMR-Spektrum ein interessantes Aufspaltungsmuster. Leider kann dieses Aufspaltungs-

muster bei Verwendung des Durchfluss-Probenkopfs nicht erzielt werden. Durch Iteration

der 64 Einzelspektren gelingt es die chemischen Verschiebungen für die jeweiligen Proto-

nen am Aromaten zu ermitteln.

H3 H1H2H4
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Abbildung 165: oben: Stack-Plot - unten: Kontur-Plot der 500,13 MHz 1H-NMR Messung
von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 (�H vs. �)
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Abbildung 166: links: Stack-Plot - rechts: Kontur-Plot der 500,13 MHz 1H-NMR Messung
von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 (�H vs. pH)

Abbildung 167 zeigt die Auftragung der mittleren chemischen Verschiebungen der 1H-

Resonanzsignale in einem Molenbruchverteilungsdiagramm. Durch diese Darstellungs-

form sind leicht die chemischen Verschiebungen der Resonanzsignale mit den Speziesver-

teilungen in Bezug zu bringen.
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Abbildung 167: Molenbruchverteilungsdiagramm von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphos-
phono)isobenzofuranon 7 mit Auftragung von �H (H1: �; H2: �; H3: �; H4: �) der
500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierten Titration vs. Titrationsgrad �

Das ortho-ständige Proton Nr. 3 wird durch die Bildung der Keto- und der Carboxylgruppe

ab � = 1 stärker abgeschirmt und erfährt dadurch eine Tieffeldverschiebung, während die
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übrigen Protonen schwächer abgeschirmt werden und somit in Richtung Hochfeld ver-

schoben werden.

Bei � = 1,2 und � = 2,2 ist eine akzidentelle Degeneration des ABCD-Spinsystems zu ei-

nem AA'A''B- beziehungsweise ABB'B''-Spinsystem zu erkennen.

Abbildung 168 zeigt eine Auftragung der chemischen Verschiebungen von den Resonanz-

signalen der Protonen am Aromaten und des pH-Wertes gegen den Titrationsgrad �.
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Abbildung 168: Auftragung von �H (H1: �; H2: �; H3: �; H4: �) und des pH-Werts (-�-)
vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 500,13 MHz 1H-NMR-Messung
von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 vs. 1,0 M TMAOH

Eine Auftragung der mittleren chemischen Verschiebungen von den Resonanzsignalen der

Protonen gegen den pH ist in Abbildung 169 dargestellt..
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Abbildung 169: Auftragung der mittleren chem. Verschiebungen �H (H1: �; H2: �; H3: �;
H4: �) vs. den pH-Wert der 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierten Titration von 3-
Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 vs. 1,0 M TMAOH

Wie bereits zu Beginn dieses Kapitels erwähnt, wurden durch Iteration der Einzelspektren

die chemischen Verschiebungen für die jeweiligen Protonen am Aromaten ermittelt. Da-

durch konnten die ionenspezifischen Parameter für die einzelnen Spezies berechnet wer-

den.

�
3JH1H4 [Hz] 3JH2H3 [Hz] 3JH2H4 [Hz]

-2 7,77 7,75 7,48

-1 7,77 7,76 7,45

0 7,75 7,75 7,48

1 7,72 7,73 7,44

2 7,40 7,88 7,51

3 7,73 7,97 7,40

4 7,59 7,91 7,04

5 7,46 7,98 7,56

6 7,60 7,95 7,23

Tabelle 100: Kopplungskonstanten aus den Spektren der titrationsgradabhängigen 500,13
MHz 1H-NMR-Messung von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7
vs. 1,0 M TMAOH
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Für bestimmte Titrationsgrade sind in Tabelle 100 die 3JHH-Kopplungskonstanten angege-

ben, die aus der Iteration der Spektren ermittelt werden konnten.

Tabelle 101 gibt die ionenspezifischen Parameter für die Resonanzsignale der Protonen am

Aromaten und Tabelle 102 die dazugehörigen Gradienten wieder.

Spezies �H1 [ppm] �H2 [ppm] �H3 [ppm] �H4 [ppm]

1 7,946 � 0,002 7,898 � 0,002 7,784 � 0,002 7,763 � 0,002

2 7,926 � 0,001 7,882 � 0,001 7,810 � 0,001 7,740 � 0,001

3 7,741 � 0,001 7,709 � 0,001 7,895 � 0,001 7,657 � 0,001

4 7,353 � 0,001 7,486 � 0,001 8,499 � 0,001 7,578 � 0,001
    

Tabelle 101: Ionenspezifische Verschiebungen �H von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphos-
phono)isobenzofuranon 7

Gradient � H1 [ppm] � H2 [ppm] � H3 [ppm] � H4 [ppm]

1 0,020 � 0,002 0,016 � 0,002 -0,026 � 0,002 0,024 � 0,002

2 0,185 � 0,002 0,172 � 0,002 -0,086 � 0,002 0,083 � 0,002

3 0,388 � 0,001 0,223 � 0,001 -0,604 � 0,001 0,079 � 0,001
    

Tabelle 102: Gradienten der ionenspezifischen Parameter �H von 3-Hydroxy-3-
(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7

6.8.2 NMR-kontrollierte Titration von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)iso-

benzofuranon vs. HCl

Um zu überprüfen, ob es sich bei der Ringöffnung tatsächlich um einen reversiblen Vor-

gang handelt, wird diese NMR-kontrollierte Titration wiederholt und als eine sogenannte

Rücktitration durchgeführt. Es werden zu Beginn der Messung genau der Titrationsendzu-

stand, der in Kapitel 6.8.1 vorgestellten Messung herrschte, eingestellt. Dies bedeutet, dass

das Startvolumen statt 25,00 ml nun 40,76 ml beträgt.

Die analytischen Parameter für die Titration werden in Tabelle 103 aufgeführt. Tabelle 104

gibt die gewählten Parameter für die NMR-Experimente wieder. Vor der Aufnahme des er-

sten Spektrums eines bestimmten Titrationszustandes wurde eine Mischzeit von 360 Se-

kunden und eine Wartezeit von 420 Sekunden eingehalten.
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Substanz: 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7

Molmasse [g/mol]: 229,998 Vorlagevolumen [ml]: 38,27

m (Substanz) [mg]: 448,4

m (Wirkstoff) [mg]: 445,7 n (Wirkstoff) [mmol]: 1,9379

c (Wirkstoff) [mol/l]: 0,0506

Zusatz HCl [mmol]: 3,8758 c (HCl) [mol/l]: 0,9530

Zusatz TMAOH [mmol]: 13,5652 c (TMAOH) [mol/l]: 0,9840

I (Ionenpuffer: TMACl) [mol/l]: 1,0 m (TMACl) [g]: 2,74

c (Titrator: HCl) [mol/l]: 0,9530

Tabelle 103: Experimentelle Parameter der NMR-kontrollierten Titration am DRX 500 von
3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon vs. HCl

Parameter 31P{1H}-NMR 1H-NMR

Basisfrequenz (SF) [MHz] 202,46 500,13

Zahl der Datenpunkte pro FID (TD) 16384 32768

Zahl der Datenpunkte im Imaginärteil des Spektrum (SI) 16384 32768

Zahl der Scans (NS) 16 128

Spektrale Breite (SW) [Hz] 10162,602 5296,610

Einstrahlfrequenz (O1) [Hz] -1012,28 2600,68

Tabelle 104: Parametereinstellung der NMR-Spektren für die NMR-kontrollierte Titration
am DRX 500 von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon vs. HCl

6.8.2.1 202,46 MHz 31P{1H}-NMR-kontrollierte Titration von 3-Hydroxy-3-

(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon vs. HCl

Um eine besser Vergleichbarkeit mit der Messung in Kapitel 6.8.1.1 zu erzielen, wird die

gleiche Ansicht für Stack- und Kontur-Plot (entsprechend der Hintitration) gewählt.

Anhand von Abbildung 171 kann man erkennen, dass die Rücktitration in Bezug auf die

Änderung der chemischen Verschiebung und der Halbwertsbreitenänderung einen annä-

hernd gleichen Verlauf nimmt, wie bei der Hintitration beobachtet werden kann. In Kapitel

6.8.3 werden Hin- und Rücktitration miteinander verglichen.
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Abbildung 170: Stack-Plot der 202,46 MHz 31P{1H}-NMR Messung von 3-Hydroxy-3-
(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon vs. HCl (�P vs. �)
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Abbildung 171: Auftragung mittleren chem. Verschiebung �P (�) und der Halbwertsbreite
HWB (�) vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}-
NMR-Messung von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 vs. HCl
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6.8.2.2 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollierte Titration von 3-Hydroxy-3-

(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon vs. HCl
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Abbildung 172: Stack-Plot der 500,13 MHz 1H-NMR Messung von 3-Hydroxy-3-
(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon vs. HCl (�H vs. �)
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Abbildung 173: Auftragung der chem. Verschiebungen �H (H1: �; H2: �; H3: �; H4: �)
und des pH-Wertes (-�-) vs. Titrationsgrad � der 500,13 MHz 1H-NMR-kontrollier-
ten Titration von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 vs. 1 M HCl
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Wie bei der Hintitration wurden hier die chemischen Verschiebungen der jeweiligen Pro-

tonen durch Iteration der Einzelspektren ermittelt. Abbildung 172 zeigt den gleichen Gang

der chemischen Verschiebung für die Protonen, wie bei der Hintitration (Abbildung 168).

6.8.3 Vergleich zwischen Hin- und Rücktitration

Bei der Betrachtung der beiden Titrationen (Hin- und Rücktitration) fallen die guten Über-

einstimmungen der Parameter (chemische Verschiebung und Halbwertsbreiten) auf. Dies

lässt darauf schließen, dass es sich bei der Ringöffnung tatsächlich um einen reversiblen

Prozeß handelt.

Bei dem Vergleich der Hin- und Rücktitration (Abbildung 174) treten geringe Abweichun-

gen in den mittleren chemischen Verschiebungen �P und den pH-Kurven ab 0 < � < -2 auf.

Diese Unterschiede sind direkt auf die bei beiden Messungen unterschiedlichen Konzen-

trationen zurückzuführen.

Zieht man den Verlauf der Halbwertsbreiten (Abbildung 175) bei den einzelnen Titrations-

schritten hinzu, fällt auf, dass in den Bereichen -2 < � < 1 und 3 < � < 5 (6) die Halbwerts-

breiten annähernd gleich sind. Unterschiede treten lediglich in dem Bereich 1 < � < 3 auf.

Dieser Effekt ist auf die Konzentrationsabhängigkeit der Halbwertsbreiten zurückzuführen.
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Abbildung 174: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P und des pH-Wertes vs.
Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}NMR-Messungen
von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7; (Hintitration: �P: �; pH:
�; Rücktitration: �P: �; pH: �)
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Abbildung 175: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �P und der Halbwertsbreite
vs. Titrationsgrad � der titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}NMR-
Messungen von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7; (Hintitrati-
on: �P: �;HWB: �; Rücktitration: �P: �; HWB: �)

Abbildung 176 gibt die Änderungen der chemischen Verschiebungen der Protonen am

Aromaten wieder.
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Abbildung 176: Auftragung der mittleren chem. Verschiebung �H  vs. Titrationsgrad � der
titrationsgradabhängigen 202,46 MHz 31P{1H}NMR-Messungen (Hin- und Rück-
titration) von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7
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Auch hier werden wiederum nur konzentrationsbedingte Unterschiede in den chemischen

Verschiebungen beobachtet.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass im Aciden ein 31P-Resonanzsignal bei

�P = 8,9 ppm auftritt, welches charakteristisch für -Hydroxyphosphonate ist. Im 13C-

NMR-Spektrum erscheint bei �C = 107,4 ppm Resonanzsignal (d, 1JPC = 197,7 Hz). Ein

Resonanzsignal bei dieser chemischen Verschiebung ist typisch für -C-Atome von -

Hydroxyphosphonaten.

Im Alkalischen ergibt sich ein anderes Bild: Im 31P-NMR erscheint bei -0,2 ppm ein Reso-

nanzsignal, welches charakteristisch für o-Phosphonoformylbenzoate ist. Durch die Zuga-

be von Lauge entsteht im 13C-NMR ein neues Resonanzsignal bei � = 219,1 ppm (d,
1JPC = 159,9 Hz) tritt auf. Die Lage des Resonanzsignals und die Größe der Kopplungskon-

stante ist typisch für o-Phosphonoformylbenzoate [117] und lässt auf die Bildung einer o-

Phosphonoformylbenzoylsäure schließen.

Durch die Deprotonierung wird das ortho-ständige Proton zu tieferem und die übrigen

Protonen zu höherem Feld verschoben.

Für die Dissoziation ergibt sich folgendes Schema:
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Abbildung 177: Dissoziationsschema von3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzo-
furanon 7
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Im Rahmen dieser Arbeit konnten bis jetzt die Gleichgewichtskonstanten für den Ringöff-

nungsprozeß nicht bestimmt werden. Untersuchungen an substituierten Benzyl-2-

caboxylsäuren und 2-Phenylacetylbenzoesäuren [119] haben gezeigt, dass solche Intercon-

versionen schnell ablaufen.

Das Molenbruchverteilungsdiagramm kann unter Berücksichtigung der Ergebnisse dieser

Arbeit wie folgt beschrieben werden:
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Abbildung 178: Molenbruchverteilungsdiagramm von 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphos-
phono)isobenzofuranon 7
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, die automatisierte NMR-kontrollierte Titration

unter der Verwendung eines 500 MHz Spektrometers (Bruker Avance DRX 500) als Rou-

tinemessverfahren einzuführen. Erstmals konnten während einer einzigen NMR-

kontrollierten Titration hintereinander gekoppelt 31P-, 31P{1H}-, und 1H-NMR-Spektren

aufgenommen werden.

Die Reduzierung des Messvolumens durch Verwendung von Standard-Komponenten aus

dem HPLC-Bereich (Schläuche, Schlauchverbindungen, Pumpe) führte zu einer Verringe-

rung des Substanzbedarfs von 60 % im Vergleich zu der bereits bestehenden Anlage unter

Verwendung eines 200 MHz Spektrometers. Die Verwendung standardisierter Schlauch-

verbindungen führte außerdem dazu, dass der Operatoreinfluss auf die Messung verringert

werden konnte. Die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der im Rahmen dieser Arbeit

aufgebauten Anlage zur Durchführung automatisierter NMR-kontrollierter Titrationen

konnte durch Messungen zu Feldstabilität und Einfluss durch die Verdünnung der Messlö-

sung nachgewiesen werden. Durch diese Weiterentwicklungen konnte das Verbundmess-

verfahren in der Effizienz gesteigert werden.

Bei der Messapparatur zur Durchführung NMR-kontrollierten Titrationen unter Verwen-

dung des 200 MHz Spektrometers ermöglichte die Neukonzeption des Schlauchsystems

durch Verwendung von standartisierten Verbindungsstücken eine konzeptionelle Verbesse-

rung bei gleichzeitiger Verminderung der Störanfälligkeit der Messanlage.

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal mit der Messung des 1:1 Cadmium-Ethylen-

diamintetrakis(methylenphosphonsäure)-Komplexes eine 44,36 MHz 113Cd-NMR kontrol-

lierte Titration unter Verwendung eines digitalen Spektrometers (Bruker Avance

DRX 200) durchgeführt werden, um die Komplexbildung durch einen Metallkern titrati-

onsgradabhängig NMR-spektroskopisch zu beobachten.

Die im Rahmen dieser Arbeit aufgebaute Anlage ist weltweit die einzige Messapparatur

zur Durchführung automatisierter 31P-, 31P{1H}-, und 1H-NMR-kontrollierter Titrationen

unter Einsatz eines 500 MHz Spektrometers. Durch das im Vergleich zum 200 MHz Spek-

trometer verbesserte Signal-Rausch-Verhältnis und dem dadurch verringerten Substanzbe-

darf ermöglicht diese Messapparatur insbesondere die Untersuchung biorelevanter Sub-

stanzen, wie der hier gezeigten Bisphosphinsäuren, Aminophosphonsäuren, phenolischen
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Phosphonocarbonsäuren und Phosphinophosphonsäuren, hinsichtlich ihrem Deprotonie-

rungsverhalten und des daraus resultierenden biorelevanten Verhaltens.

Mit den NMR-kontrollierten Titrationen der 1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1 und

der 3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 konnten an zwei Substanzen die

Vorteile der Anlage unter Verwendung des 500 MHz Spektrometers gegenüber der Anlage

unter Verwendung des 200 MHz Spektrometers gezeigt werden. Bei gleicher Scan-Zahl

kann mit der 500 MHz Anlage ein deutlich besseres Signal-Rausch-Verhältnis erreicht

werden, wodurch die Spektren für eine automatische Auswertung besser zugänglich sind.

Die nachfolgende Tabelle zeigt alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten automati-

sierten NMR-kontrollierten Titrationen und Bestimmungen der Dissoziations- bezie-

hungsweise Komplexstabilitätskonstanten auf.
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1-Hydroxyethan-1,1-diphosphonsäure 1 � �

1-Hydroxyethan-P,P´-dimethyl-1,1-diphosphinsäure 2 �

1-Hydroxy-3-(P-methylphosphino)-propan-1,1-

diphosphonsäure 3
� � � �

Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) 4 � � � �

1:1 Cadmium-Ethylendiamintetrakis(methylenphosphon-

säure)-Komplex
� � � � �

3-Ethoxycarbonyl-6-hydroxyphenylphosphonsäure 5 � � � �

2,5-Dihydroxybenzol-1,4-bis(phosphonsäure) 6 � � �

3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7 � � � �

Tabelle 105: Aufstellung der durchgeführten NMR-kontrollierten Titrationen und Bestim-
mungen von Dissoziations- beziehungsweise Stabilitätskonstanten an den unter-
suchten Verbindungen
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Mittels der Messungen der Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure) 4 und des 1:1

Cadmium-Ethylendiamintetrakis(methylenphosphonsäure)-Komplexes konnten zum ersten

Mal unter Einhaltung vergleichbarer analytischer Bedingungen wichtige Erkenntnisse zur

Art und Einfluss der Komplexierung mit Cadmium gewonnen werden. Aufgrund der zu

Calcium vergleichbaren Komplexierungseigenschaften ermöglicht die Verwendung von

Cadmium wichtige Informationen hinsichtlich der biologischen Aktivität der untersuchten

Substanzen zu erhalten.

Durch die Untersuchungen an 3-Hydroxy-3-(dihydroxyphosphono)isobenzofuranon 7

konnten im Rahmen dieser Arbeit die konzertierte Ringöffnungs- und Protonentransfer-

reaktion NMR-spektroskopisch verfolgt werden. Dass es sich hierbei um einen reversiblen

Prozess handelt, konnte durch eine als Retrotitration durchgeführte NMR-kontrollierte

Titration gezeigt werden.

Diese Arbeit liefert wichtige Beiträge zur Analytik und Strukturaufklärung bei Deprotonie-

rungsreaktionen von Wirkstoffen, von denen nur geringe Stoffmengen für Messungen zur

Verfügung gestellt werden können.

Durch Weiterentwicklungen auf dem Gebiet der Pulsprogramme für LC-NMR-Systeme

[121] wird es in Zukunft möglich werden, im Rahmen automatisierter NMR-kontrollierter

Titrationen 2D-Spektren (z. B. H,H-COSY) zu messen.
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