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1 Einleitung

NMR-spektroskopisch kontrollierte Titrationen haben sich bei der Untersuchung von Pro-
tonierungs- bzw. Deprotonierungsgleichgewichten sowie Komplexbildungsreaktionen be-
wéhrt. Das im Hause entwickelte Verbundverfahren zur automatisierten NMR-kon-
trollierten Titration war bislang mit einem Bruker AVANCE DRX 200 NMR-Spektro-
meter ausgestattet.

Ziel dieser Arbeit ist es, das zur Verfigung stehende Bruker AVANCE DRX 500 NMR-
Spektrometer fir automatisierte NMR-kontrollierte Titrationen zugéanglich zu machen. Der
Wechsel auf ein Hochfeld-Spektrometer ist vorteilhaft, da zum einen die Resonanzfre-
quenzen besser getrennt voneinander vorliegen und zum anderen sich das Signal to Noise
verbessert.

Gerade bel vielen pharmazeutisch interessanten Verbindungen, die in walrigen Losungen
nur eine begrenzte Lslichkeit besitzen, kommt dem Gewinn an Signalintensitét grofie Be-
deutung zu.

Nach Aufbau einer funktionierenden Titrationsanlage sollen sowohl analytische first-order
Systeme d's auch second-order Systeme untersucht werden, um die Leistungsféhigkeit des
entwickelten Systems zu evaluieren.

Als Modellsubstanzen fir first-order Systeme werden drel fluorierte Aminocarbonsduren
untersucht. Die Tetrafluorphthalsdure soll als Beispiel fur ein second-order System dienen.
Schliefdlich soll am Beispiel des Pharmazeutikums Fluconazol, welches sich durch seine
begrenzte Wasserldslichkeit auszeichnet und analytisch ein second-order System darstellt,
die Leistungsfahigkeit des entwickelten Systems demonstriert werden.

Zwei der drei bereits NMR-kontrolliert untersuchten fluorierten Aminocarbonséuren sollen
mittels NMR-Methoden konformationsanalytisch untersucht werden. Als Methode wird
hier die Konformationsanalyse nach Lin gewahlt.

Desweiteren sollen verschiedene Modellsubstanzen auf ihre Eignung as Referenzierungs-
substanz fiir die Hochfeld-'*F-NM R-Spektroskopie untersucht werden.



2 NMR-kontrollierte Titrationen

2.1 Einleitung

Viele wichtige Reaktionen in biorelevanten Gebieten wie Medizin, Pharmazie, Lebens-
mittelchemie etc. beinhaten Protolyse- und Komplexbildungsgleichgewichte. Da diese
Austauschreaktionen sowohl die Resonanzfrequenzen als auch die Halbwertsbreiten beein-
flussen, eignet sich zur Untersuchung dieser Gleichgewichte in besonderer Weise die
NMR-spektroskopisch kontrollierte Titration.

Esist seit langem bekannt, dal? NMR-Spektren titrations- bzw. pH-abhangig sind [1], [2].
Wahrend einer Saure-Base-Titration kommen die unterschiedlich protonierten Spezies ei-
ner Saure in wechselnden Konzentrationen vor, die fir jeden Punkt der Titration aus den
pKs-Werten und dem aktuellen pH-Wert berechnet werden kénnen. Jede individuelle Pro-
tonierungsspezies HniL ™" besitzt eine eigene chemische Verschiebung 0y, Protolysepro-
zesse verlaufen in bezug auf die NMR-Zeitskala schnell, so dal3 bei Betrachtung der che-
mischen Verschiebung keine separierten Signale der individuellen Protolysespezies (io-
nenspezifische Parameter), sondern ein Uber ale austauschenden Spezies dynamisch ge-
mitteltes Signal <d> beobachtet wird. Fir die gemittelte chemische Verschiebung <d> gilt

demnach:

n
<d >:éxH

_ R @
i=0

n-iL-|

Fir Saure-Base-Glei chgewichte konnen die Molenbriiche nach Hagele [3] berechnet wer-

den:
10" PH-PK;
XHn I _ @
é10|~pH pKi
i=0
mit
—
pKl _a. ng (3)



Prinzipiell bieten sich zwei Methoden zur Realisierung einer NMR-kontrollierten Titration
an. Die klassische Methode besteht darin, Serien diskreter Einzel proben definierter Titrati-
onszusténde zu vermessen. Die Nachteile dieser Methode liegen klar auf der Hand. Sieist
sehr zeitaufwendig und erfordert einen hohen Substanzbedarf der zu untersuchenden Sub-
stanz. Auch kénnen die NMR-Réhrchen leicht vertauscht werden.

Eine effiziente und zeitsparende Mef3methode zur automatisierten Aufnahme von titration-
sabhéngigen NMR-Spektren wurde im Arbeitskreis von Hagele erstmals durch Grzonka
entwickelt [4]. Auf eine Vielzahl von Publikationen und Ubersichtsartikeln sei an dieser
Stelle verwiesen [5]-[9].

Neuere Entwicklungen durch Ollig [10] und Hermens [11] bilden die Grundlage fur dasim
Arbeitskreis verwendete Titrationssystem, welches bislang mit einem Bruker AVANCE
DRX 200 NM R-Spektrometer kombiniert war.
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2.2 Aufbau

Abbildung 1 zeigt den Aufbau zur Durchfiihrung von NMR-kontrollierten Titrationen an
einem Bruker AVANCE DRX 500 NMR-Spektrometer:

Abbildung 1:  Hardware-Aufbau zur Durchfiihrung von NMR-kontrollierten Titrationen
an einem Bruker AVANCE DRX 500 NM R-Spektrometer

1 NMR-Spektrometer Bruker AVANCE DRX 500; 2 IBM-kompatibler PC; 3 Motorkol-
benbirette T200 (Schott); 4 pH-Meter CG 841 (Schott); 5 Titrationsgefal? (Schott);
6 Magnetrihrer TM120 (Schott); 7 Micro-Membran-FlUssigkeitspumpe FM 1.30 (KNF
FLODOS) 8 DurchfluBprobenkopf (Bruker BioSpin)

Ausgehend von der bestehenden Anlage fir das Bruker AVANCE DRX 200 NMR-
Spektrometer [10], [11] muRten beim Ubergang auf das Bruker AVANCE DRX 500
NMR-Spektrometer sensible Systemkomponenten adaptiert werden.
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2.2.1 Probenkopfe

Mit dem Spektrometer wurden zwei HPL C-NM R-Probenkdpfe der neuen Generation mit-
geliefert: ein TXO-LC-Probenkopf zur Aufnahme von *H-, *C- und **P-NMR-Spektren
sowie der von mir benutzte *H-, *°F-L C-Probenkopf zur Aufnahme von *H- und *°*F-NMR-

Spektren.

5 gradient
syslem

input capillary
=, ol il
o pillary

Abbildung 2:  schematische Darstellung eines LC-NM R-Probenkopfs
Abbildung mit freundlicher Genehmigung der Bruker BioSpin GmbH

Die Probenkdpfe besitzen ein Mef3zellvolumen von 340 ni, von denen sich ein Volumen
von 60 m im Spulenbereich und ein Volumen von 80 ni auRRerhalb des Spulenbereichs be-
findet. Der Durchmesser der Glaskapillaren der Mef3zelle betrégt 0,5 mm, die PTFE-Zu-

und Ableitungen besitzen einen Durchmesser von 1,0 mm.
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2.2.2 Pumpeund Schlauchsystem

Eine Micro-Membran-Flssigkeitspumpe FM 1.30 der KNF FLODOS AG wird eingesetzt,
um die Titrationslésung durch das Schlauchsystem und den Probenkopf zu pumpen. Uber
ein Getriebe 183t sich die Forderleistung der Fliissigkeitspumpe bis zu einem maximalen
Forderdruck von 6 bar variieren.

Das verwendete Schlauchsystem zwischen Titrationsgeféd und NMR-Probenkopf besteht
aus einem Polypropylen-Schlauchsystem mit einem Schlauchinnendurchmesser von
0,8 mm und einem SchlauchauBendurchmesser von 1,6 mm. Aufgrund der geringen Ka-
pillardurchmesser und des daraus resultierenden Staudrucks ist es notwendig, spezielle
Fittings zu verwenden, um die Verbindung zwischen Pumpe und Schlauchsystem abzu-
dichten. Dies geschieht mit %4’ -28- UNF-Gewinden der Firma Valco Europe.

Das nachfolgend abgebildete Diagramm zeigt das schrittweise Pumpverhalten der Micro-
Membran-Flissigkeitspumpe FM 1.30 und den resultierenden Staudruck.

bBar
4.800

4827

A, 340 .I! |

1947
3.780
3.583
2407 |
2220
2K

TEAT | bl
. [ \\f"-”\.—\

|

£A \\\‘: \-N.\-"H_.,:
| |
ZI8T 3 §

437 4.8 T 44,10 84,1 443 443 e 45

Abbildung 3:  Hohe des Staudrucks bei einer Getriebeeinstellung von 50% in Abhangig-
keit von der Zeit
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Getriebeeinstellung Forderleistung Staudruck
[9%] [ml/min] [bar]
45 12 43
50 15 4,9

Tabelle 1: Forderleistung in Abhangigkeit von der Getriebeeinstellung

Da die NMR-Probenkdpfe nur auf einen Druckbereich von 5-6 bar ausgelegt und getestet

sind, ist es nicht ratsam eine hohere Getriebeeinstellung zu wéahlen.

2.2.3 Durchmischung und Homogenitét innerhalb des Titrationssystems

Es ist evident, daf3 bei der Untersuchung von Protolyse- oder Komplexbildungsgleichge-
wichten mittels NMR-kontrollierter Titration der Homogenitét der Titrationsldsung im ge-
samten Titrationssystem entscheidende Bedeutung zukommt.

Prinzipiell 1&’t sich das Titrationssystem in zwei Abschnitte unterteilen. Der erste Ab-
schnitt besteht aus dem Titrationsgefal, in dem sich der Grofdteil der Vorlage befindet, in
das der Titrator zudosiert wird. Dem zweiten Abschnitt, welcher auch als Totvolumen be-
zeichnet wird, sind das komplette Schlauchsystem (Hin- und Rickfiihrung) und die Zu-
und Ableitungen im Probenkopf sowie die Mef3zelle selbst zuzuordnen.

Bei Betrachtung der DurchfluBapparatur ist offensichtlich, da3 eine Durchmischung des
zudosierten Titrators mit der Vorlage ausschliefflich im Titrationsgefal? stattfinden kann.
Aufgrund der geringen Kapillardurchmesser der Zu- und Ruckfihrungen wird eine
Durchmischung durch Diffusion und UnregelméRigkeiten der laminaren Strémung ver-
nachléssigt.

Wird ein Volumeninkrement des Titrators in das Titrationsgeféld zudosiert, so andert sich
die Konzentration in der Vorlage. Da eine Durchmischung mit der Flissigkeit im Tot-
volumen ausbleibt, gibt es nun Bereiche unterschiedlicher Konzentration. Beginnt man nun
mit dem Umpumpproze3, so andert sich die Konzentration in beiden Bereichen in nicht
trivialer Weise. Wird hinreichend lange umgepumpt, so wird ein Zustand relativer Kon-
stanz der Konzentration in der Vorlage erreicht, da die Konzentrationsdnderung, die durch
das aus dem Totvolumen zudosierte Volumeninkrement verursacht wird, vernachléssigbar

gering ist.
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Die Dauer des Umpump-Prozesses bis zur relativen Konzentrationskonstanz wird mal3-
geblich vom Verhdltnis Q beeinflul¥, das die Volumina, in denen Durchmischung stattfin-
det (Vorlage), mit denen in Relation setzt, in denen keine stattfindet (Totvolumen).

W

v

4
Hierbei definiert Vi, das Volumen im Titrationsgefal3 (Vorlage) und Vr das Volumen im
Probenkopf und allen Zu- und Ableitungen.

Grzonka [4] verwendet ein Modell, das gut geeignet ist, um die Homogentitatsproblematik
eines Titrationssytems fiir die NMR-kontrollierte Titration zu diskutieren.

Zu Beginn der Titration liegt im Titrationsgefal ein Volumen V,, der Konzentration ¢,, und
im Totvolumen ein Volumen V5 derselben Konzentration ¢, vor. Wird nun im ersten
Titrationsschritt ein definiertes Volumeninkrement Vp, der Konzentration cp zur Vorlage
zudosiert, so 1&3t sich bei Annahme totaler Durchmischung in der Vorlage die neue Kon-
zentration in der Vorlage berechnen zu:

- My - oy +Vp - &p) ° ¢, (0) (5)

Cvneu Vy +Vp

Die Variable c,/(0) gibt dann die Konzentration in der Vorlage nach erfolgter Zudosierung
des Titrators wieder. Zu diesem Zeitpunkt hat noch kein Flissigkeitsaustausch mit dem
Totvolumen stattgefunden.

Wird nun der Umpumpproze3 gestartet, so erfolgt Flussigkeitsaustausch zwischen der
Vorlage und dem Totvolumen, aso zwischen Bereichen unterschiedlicher Konzentration.
Abhéngig von der Schrittweite der verwendeten Pumpe wird ein Volumeninkrement V, aus
der Vorlage abgepumpt und durch ein VVolumeninkrement aus dem Totvolumen ersetzt.
Voraussetzung fir diese Art der Betrachtung ist die Annahme, daf? die V olumeninkremente
diskrete Bereiche darstellen, die das Totvolumen ohne Durchmischung mit vorhergehen-

den oder nachfolgenden Bereichen durchlaufen.

16



NM R-Probenkopf ——

g V olumeninkrement
VorlageVy, ; oy

Abbildung 4:  schematische Darstellung des Simulationsmodells zur Homogenisierung

Titrator Vp ; Cp

Dadie ab- und zugepumten Volumeninkremente V, Bereiche unterschiedlicher Konzentra-
tion darstellen, muf3 fir jeden Pumpschritt die Konzentration der Vorlage neu berechnet
werden:

(ey(n-1)- My - V) *+cr(n-Vp))

6
Vo Vo (6)

e/ =

Dabei beschreibt c,(n-1) die Konzentration der Vorlage des vorherigen Pumpschritts,
V-V, das Abpumpen des Volumeninkrements V, aus der Vorlage in das Totvolumen und
cr(n-V5) die Konzentration der aus dem Totvolumen zudosierten L ésung.

Die Konzentration, die vor n-V; Pumpschritten aus der Vorlage in das Totvolumen ge-
pumpt wurde, wird durch cr(n-V5) beschrieben, so daf? sich mit

cr(n) = oy(n) (7)

ergibt:

cy(n) = (ey(n-1)- My - V) +cy(n VT))

8
Vo #Vp ®)

wobei fur alle n-Vy < 0 gilt: ¢t = ¢y(0).
Somit ist nun der wéhrend des Umpumpvorgangs auftretende Konzentrationsverlauf zu-

ganglich.
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Auf Grundlage des vorgestellten Durchmischungsmodells wird der Konzentrationsverlauf
in der Vorlage simuliert. Dabei werden fiir eine NMR-kontrollierte Titration sowohl der
Titrationsbeginn als auch das Titrationsende mit Hilfe von Excel™ berechnet. Ziel dieser
Simulationen ist es, fir das 500 MHz-Titrationssystem die optimale Durchmischungs-
bzw. Umpumpzeit zu bestimmen. Die fir die Simulationen verwendeten Parameter sind
der Tabelle 2 zu entnehmen.

Titrationsbeginn Titrationsende
Vy 18,00 ml 28,00 ml
Cy 0,25 mol/l
Vi 7,00 ml
Vp 0,15 ml
Co 0 mol/l
Vy + Vp 18,15 ml 28,15 ml
Vv, 0,25 ml

Tabelle 2: Parameter der Homogenitéatsberechnung

Im Folgenden werden die Resultate der Berechnungen vorgestel It.
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Abbildung 5:  Anderung der Konzentration in der Vorlage in Abhangigkeit von der Um-
pumpzeit zu Beginn der Messung
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Abbildung 6:  vergroferter Ausschnitt aus Abbildung 5, Einschwingverhalten der Kon-
zentration in der Vorlage
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Abbildung 7:  Anderung der Konzentration in der Vorlage in Abhangigkeit von der Um-
pumpzeit zum Ende der Messung
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Abbildung 8:  vergroferter Ausschnitt aus Abbildung 7, Einschwingverhalten der Kon-
zentration in der Vorlage
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Aus den gezeigten Abbildungen geht deutlich hervor, dal3 dem Verhdtnis von Vorlage-
und Totvolumen Q grofRe Bedeutung zukommt. Zu Beginn der Titration besitzt Q einen
Wert von 2,6; zum Ende der Messung besitzt Q den Wert 4. Vergleicht man nun den Zeit-
punkt, an dem die Konzentration in der VVorlage einen konstanten Wert erreicht hat, so ge-
schieht dies zu Beginn der Titration nach ca. 100 s Umpumpzeit, wahrend zum Ende der
Messung bereits nach ca. 90 s Konzentrationskonstanz in der Vorlage erreicht ist. Je grofer
Q ist, desto geringer ist die Beeinflussung der Konzentration in der Vorlage.

Wie erwartet sind die Kurvenverldufe zu Beginn des Umpump-Prozesses stark von der
Entleerung des Totvolumens mit V olumeninkrementen der Konzentration c,,(0) beeinfluf3t,
so daf? ein linearer Konzentrationsanstieg resultiert.

Prégnant ist die stark gedémpfte Schwingung, die in beiden Simulationen nach dem ersten
Komplettaustausch von Vy zu beobachten ist.

Die hier vorgestellten Excel-Ergebnisse sind konsistent mit Ergebnissen eines Turbo-
Pascal-Modells von Hagele [12] und wurden ohne meine Genehmigung in der Dissertation

von S. Augner vorverdffentlicht [13].
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2.2.4 Feldstabilitat im ungelockten Zustand

Im Gegensatz zu neuen Generationen von LC-NMR-Probenkdpfen, die eine zusitzliche
Glaszelle fir eine Referenzierungssubstanz oder ein Lockmittel besitzen, ist der von mir
verwendete *H/*°F-L C-Probenkopf ohne externen Lock aufgebaut. Dies hat zur Folge, da3
nach dem Locken und Shimmen auf D,O der Lock herausgenommen wird, ale Feldpara-
meter konstant gehalten werden und im ungelockten Zustand gemessen wird. Es ist sofort
ersichtlich, daf3 ab diesem Zeitpunkt jede Storung der Homogenitét des Magnetfelds und
der Magnetfeldstérke einen Einflu? auf die effektive Feldstdrke und somit auf die gemes-
sene chemische Verschiebung hat. Die Schwankungen des Magnetfelds kdnnen jedoch
nicht direkt bestimmt werden. Betrachtet man die allgemeine Form der Resonanzbedin-

gung fir die NM R-Spektroskopie

2pn; =gBy 9)
und formuliert diese um als
Dd = % , (10)
By

so lassen sich die Schwankungen des Magnetfelds als Abweichungen von Resonanzfre-
guenzen oder chemischen Verschiebungen experimentell bestimmen.

Zur Untersuchung der Langzeitstabilitdt des Bruker Avance DRX 500 NMR-Spektro-
meters werden *H-NMR- und “°F-NMR-Spektren einer Testsubstanz im ungelockten Zu-
stand aufgenommen. 25,4 mg der 2-Amino-4-fluor-2-methylbutansdure werden in 3,0 ml
D0 gelést und mittels einer Spritze in die MefRzelle eingebracht. Uber einen Zeitraum von
nahezu 16 Stunden werden nun 95 *H-NMR- und *°F{ *H} -NM R-Spektren aufgenommen.
Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Form von Diagrammen, die die chemische Ver-
schiebung oder die Anderung der Frequenz in Abhangigkeit von der Zeit wiedergeben, im
Folgenden dargestellt.
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Abbildung 10: Dn der 2-Amino-4-fluor-2-methylbutansdure in Abhangigkeit von der

Ze't, D’]F = [dF (Ze't) - dF (Stal’t)] nOF y nOF = 470,59 MHz
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Abbildung 11: dy der CHs-Gruppe der 2-Amino-4-fluor-2-methylbutansaure in Abhén-
gigkeit von der Zeit
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Abbildung 12: d des HDO-Signalsin Abhéngigkeit von der Zeit
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Abbildung 13: Dny, der CH3-Gruppe der 2-Amino-4-fluor-2-methylbutanséure (M) und
des HDO-Signals (®) in Abhéngigkeit von der Zeit; ng, = 500,13 MHz,
Dny, = [dy (Zeit) - dy, (Start)]ng,

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigen, dafl3 der 500 MHz Magnet eine ausgezeich-
nete Feldstabilitat im locklosen Zustand zeigt. Die maximale Abweichung der °F-che-
mischen Verschiebung bzw. der Resonanzfrequenz betrégt 0,0172 ppm bzw. 8,08 Hz. Fir
das Signal der Methylgruppe der 2-Amino-4-fluor-2-methylbutanssure wurde im *H-NMR
eine maximae Abweichung von 0,0143 ppm (7,15 Hz), fir das HDO-Signa eine maxi-
male Abweichung von 0,0123 ppm (6,16 Hz) gefunden.

Zusammenfassend |83 sich feststellen, dal das Feld fir die Dauer der NMR-kontrollierten
Titration stabil genug ist.

2.2.5 Temperaturkalibration

Da die Kenntnis der exakten Temperatur bel vielen NMR-Messungen eine grof3e Rolle
spielt, ist der Temperaturkalibration des NMR-Spektrometers grof3e Aufmerksamkeit zu
widmen. Dies wird durch die in Abbildung 14 gezeigte Temperaturabhangigkeit der *H-

chemischen Verschiebung des HDO-Signals eindrucksvoll verdeutlicht.
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Abbildung 14: chemische Verschiebung des HDO-Signals al's Funktion der Temperatur
nach [14]

Idealerweise sollte eine Temperaturmessung in der NMR-Mef3zelle selbst erfolgen, diesist
jedoch technisch nicht leicht zu realisieren. Die Temperaturmessung bei modernen NMR-
Geréten erfolgt normalerweise Uber einen Thermokontakt, welcher im Stickstoffstrom di-
rekt unter der Mef3zelle angebracht ist. Aufgrund der réumlichen Entfernung kann es hier
jedoch zu Temperaturdifferenzen kommen.

Auf eine Auswahl an NMR-Thermometern zur Temperaturkalibration fir unterschiedliche
Temperaturbereiche und Problemstellungen sei an dieser Stelle verwiesen [15]-[21].

Es ist seit langem bekannt, daf3 die relative chemische Verschiebung Dn zwischen den
Protonenresonanzen der Methyl- und der Hydroxygruppe im Methanol bzw. der Methy-
lengruppe und der Hydroxygruppe im Ethylenglykol temperaturabhangig ist [15]. Aus die-
sem Grund kénnen Standardproben von Methanol fir den Tieftemperaturbereich bzw. E-
thylenglykol fur den Hochtemperaturbereich zur Temperaturkalibration verwendet werden.
Anhand von Eichkurven kann dann die genaue Temperatur dem Spektrum entnommen
werden.

Dies wurde sowohl fir den QNP-Probenkopf und TBI-Probenkopf as auch fir den LC-
"H/**F-Probenkopf des DRX 500 mit Hilfe von 99,8 % Methanol-d, nach Lit [21] durchge-
fdhrt. Zu diesem Zweck wird ein 5 mm NMR-R&hrchen mit 99,8 % Methanol-d, (ohne
Zusatz von HCl) befiillt und anschlietend ein *H-NM R-Spektrum aufgenommen.

26



Die in der Mef3zelle herrschende Temperatur wurde aus der Differenz D der chemischen
Verschiebungen der OH- und der CHD,-Protonen D = ny(OH) - ny(CHD2) geméal Glei-
chung (11) ermittelt.

T =398,7- 01347>D- 0,0006109 P (12)

Nachfolgende Tabelle zeigt fur den 5mm QNP-Probenkopf und den 5mm TBI-Probenkopf
die mittels Temperatursensor ermittelte Temperatur Tops, die aus den spektralen Parametern

berechnete resultierende Temperatur T, Sowie die Temperaturdifferenz DT.

QNP-Probenkopf

Tobs [K] 297,40 310,00 320,00
Ties[K] 297,33 310,57 320,64
DT [K] -0,07 0,57 0,64

TBI-Probenkopf

Tobs [K] 299,40 310,00 320,00
Tres [K] 297,88 310,76 322,70
DT [K] -1,52 0,76 2,70
Tabelle 3: Temperaturkalibration des 5 mm QNP- und des 5 mm TBI-Probenkopfs

Wie man aus obiger Tabelle entnehmen kann, sind die Differenzen zwischen der mit eéinem
Temperatursensor gemessenen Temperatur und der aus den spektralen Parametern ermit-
telten Temperatur fir den QNP-Probenkopf gering, so daf3 mit guter N&herung angenom-
men werden kann, dal3 die auRerhalb der Mefizelle bestimmte Temperatur gut mit der
Temperatur innerhalb der NMR-Mef3zelle Gibereinstimmt.

Fur den TBI-Probenkopf gilt dies nicht, da hier gréfRere Abweichungen zwischen der mit-
tels Temperatursensor gemessenen Temperatur und der tatséchlich in der Mef3zelle herr-
schenden Temperatur festgestellt werden.

Um die Temperatur in der Mefizelle des LC-*H/**F-Probekopfs zu bestimmen, wird dieser
mittels einer Spritze mit 99,8 % Methanol-d, befiillt. AnschlieRend werden fir °F-NMR-
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kontrollierte Titrationen typische Pulsprogramme verwendet und der Temperaturverlauf in

der Mef3zelle wird beobachtet. Die hierbel ermittelten Temperaturen sind der Tabelle 4 zu

entnehmen.
Anfangs- Temperatur Temperatur Temperatur 10
temperatur nach einem nach einem min nach dem
9F mit ®F{*"H } mit 16 | letzten Pulsen
96 Pulsen Pulsen
T [K] 305,57 305,63 305,70 305,64
T[C] 32,42 32,48 32,55 32,49
DT [K] 0,06 0,13 0,07
Tabelle 4: Temperaturénderungen innerhalb der Mef3zelle, die durch typische Puls-

programme bei *°F-NMR-Studien verursacht werden

Zu Beginn der Mefiserie betragt die Temperatur innerhalb der MeRzelle des LC-"H/*°F-
Probenkopfs 305,57 K (32,4 °C). Nach Aufnahme des *F-NMR-Experiments mit 96 Pul-
sen steigt die Temperatur um 0,06 K auf 305,63 K (32,48 °C). Dieser Anstieg ist jedoch als
vernachlassigbar gering zu betrachten. Wie erwartet, steigt die Temperatur nach Aufnahme
eines °F{'H}-NMR-Experiments starker an, da der Puls zur Protonenentkopplung die
Probe zusétzlich erwarmt. Das °F{*H}-NMR-Experiment verursacht einen Anstieg der
Temperatur um 0,13 K auf 305,70 K (32,55 °C), die ebenfalls als geringfligig zu betrach-
ten ist. Aus diesem Grund ist es zul&ssig, die Temperatur innerhalb der Mef3zelle wahrend
einer Serie von °F-NMR-Experimenten als praktisch konstant anzunehmen.

Das hier vorgestellte Verfahren zur Temperaturbestimmung in Durchflul3probenkdpfen
und die resultierenden Ergebnisse wurden ohne meine Genehmigung in der Dissertation

von S. Augner vorverdffentlicht [13].

2.2.6 AU-Programm sf_nmrm zur Spektrometer steuerung

Das AU-Programm sf_nmr bzw. sf_nmrm [22] auf der Workstation steuert die Aufnahme
der NMR-Spektren. Vorteil des Programms sf_nmrm gegeniiber dem Vorlaufer sf_nmr ist
die Moglichkeit, mehr als ein NMR-Spektrum pro Titrationszustand aufnehmen zu kdnnen.
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Da die verwendete Flissigkeitspumpe bauartbedingt keinen kontinuierlichen FluR produ-
Zieren kann, sondern die Volumeninkremente schrittweise durch das Titrationssystem
pumpt und somit einen gepulsten FluR liefert, wird vor Aufnahme des FID eine experi-
mentell bestimmte Wartezeit von 480 s eingeftihrt. Mit dem Programm sf_nmr bzw.

sf_nmrm kdénnen definiert werden:

- Anzahl der NMR-Messungen pro Titrationszustand
- Implementierung der Parametersétze

- Angabe der Mel3wartezeit vor Aufnahme des FID

- Speicherung der NMR-Daten

2.2.7 Steuerungssoftware NMR_T

Als Steuerungssoftware steht eine aktualisierte Version des Programms NMR_T [11] zur
Verfligung, welches mit einer Ubersichtlichen Menifiihrung die Kombination des Prézisi-
onstitrationssytems mit dem NMR-Spektrometer ermdglicht. Dabei Ubernimmt das Pro-
gramm NMR_T folgende Aufgaben:

- Eingabe der Titrationsdaten

- Berechnung und Speicherung aler anfallenden analytischen Daten
- Kalibrierung der Glaselektrode

- Ansteuerung von Birette, pH-Meter und Pumpe

- Durchfuhrung der NMR-kontrollierten Titration

Das Programm NMR_T ist auf einem PC 486 mit 16 MB RAM instaliert und steuert die
Motorkolbenbiirette und das pH-Meter Uber die erste RS232 Schnittstelle. Das NMR-
Spektrometer wird Uber die zweite RS232 Schnittstelle angesprochen. Die Membranpumpe
wird durch eine Niedervolt-Relaiskarte in Kombination mit einem externen 220V Relais
geschaltet.
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Abbildung 15: Kommunikation zwischen NMR_T und dem Spektrometer wahrend einer



2.2.8 Experimentelle Durchfihrung einer NMR-kontrollierten Titration

Vor und nach jeder NMR-kontrollierten Titration wird eine Blanktitration zur Elektroden-
kalibration durchgefiihrt.

L ocken und Shimmen

Nachdem mittels einer Spritze reines D,O in den Probenkopf eingefillt wurde, wird das
System auf D,O gelockt und geshimmit. Ist der Probenkopf eingeshimmt, so wird der Lock
ausgeschaltet, die D,O-Ldsung aus dem Probenkopf entfernt und derselbe mit Stickstoff
getrocknet. Die Zu- und Ableitung zwischen Titrationsgefal3 und Probenkopf werden an-
gebracht und das Titrationsgefald wird mit Argon ausgesplt. Der berechnete Ausgangszu-
stand der Titrationsvorlage wird im Titrationsgefal? hergestellt.

Befillen des Titrationssystems und Aufnahme der Vorspektren

Uber die Steuerungssoftware NMR_T wird nun die Pumpe eingeschaltet und das Titrati-
onssystem mit der Titrationsl6ésung befillt. Nach Abschalten der Pumpe werden die Vor-
spektren mit denselben Parametern aufgenommen, die spéter in der NMR-kontrollierten
Titration verwendet werden. Gegebenenfalls wird nochmals der Shim korrigiert, bzw.
Aufnahmeparameter wie z. B. Powerlevel fur die Entkopplung, etc. optimiert. Die Para-
metersétze zur Aufnahme der gewilinschten Spektren werden unter den Parameternamen

fluxpara, fluxparl, fluxpar2 etc. abgespeichert.

Eingabe des Parametersatzesin dasNMR_T

In die Steuerungssoftware NMR_T werden alle fur die NMR-kontrollierte Titration wich-
tigen Daten wie z. B. Substanzbezeichnung, Molmasse, Gehalt, Vorlagevolumen, Konzent-
ration des Titrators, Anzahl der Titrationsgrade, Zahl der analytischen und kernresonanz-
spektroskopischen Experimente etc. eingegeben. Als Umpumpzeit wird fir Messungen am
500 MHz-Spektrometer immer ein Wert von 300 s gewahit.

Nachdem alle notwendigen Angaben eingetragen wurden und das Programm die Zugabe-
volumina berechnet hat, wird die Glaselektrode durch Zweipunktkalibration kalibriert.
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Temperaturverlauf wahrend einer Messung
Da das Titrationsgefal nicht thermostatisiert wird, findet eine Temperaturstabilisierung nur
durch die Klimatisierung des Raumes statt. Bei Auswertung der aufgezeichneten Mef3daten

zeigt sich, dal? die Raumtemperatur um 22,3+0,6 °C schwankt.

Positionierung der Titrationsanlage

Die folgende Abbildung zeigt das Streufeld des Bruker Avance DRX 500 Spektrometers:
60k m
500 m
4.0 i

i0ms:

i R
1.0m 20m 30 m 40'm 30m

Abbildung 16: Streufeld des Bruker Avance DRX 500
Um durch das Magnetfeld verursachte Stérungen zu verhindern, wird das verwendete e-

|ektronische Titrationszubehdr und der Steuerungs-PC 2,5 m vom Magneten des Bruker
DRX 500 entfernt positioniert.
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Verarbeitung der spektralen Daten

Alle wahrend der NMR-kontrollierten Titration erhaltenen FIDs werden mit Hilfe der Seri-
a-Processing-Funktion des WIN-NMR 6.0 unter Standardbedingungen prozessiert. Die
Parameter dieser Funktion kdnnen bequem auf das jeweilige Problem angepaldt werden
und liefern automatisch prozessierte *>F-NMR-Spektren Aufgenommene *H-NMR-Spek-
tren missen jedoch von Hand prozessiert werden, da eine automatische Prozessierung auf-
grund des stérenden Einflusses des starken Wassersignals nicht moglich ist.

Die Seria-Processing-Funktion des WIN-NMR 6.0 ermdglicht ebenfalls mittels Decon-
volution die spektralen Parameter wie z. B. Resonanzfrequenzen, chemische Verschiebun-
gen, Intensitdten und Halbwertsbreiten der individuellen Spektren automatisiert zu
bestimmen. In komplizierteren Féllen, z. B. bei schlecht aufgel6sten hheren Spinsystemen
und bei *H-NM R-Spektren, muR auch die Deconvolution von Hand ausgeftihrt werden.
Durch Verwendung des von |. Reimann in VISUAL BASIC® realisierten Programms SF-
SIMULATION [23], kénnen die Deconvolutionsdaten der einzelnen Spektren zeitsparend

zur weiteren Verarbeitung und Auswertung in EXCEL ™ importiert werden.

Referenzierung der erhaltenen *°F-chemischen Ver schiebungen

Zur Referenzierung der erhaltenen *°F-chemischen Verschiebungen werden ein Wilmad
NMR-Réhrchen 535-PP-7 sowie ein Wilmad Koaxial Innenréhrchen WGS-5-BL fir ein
hochaufgelostes °F-NMR-Experiment verwendet. Das Innenrdhrchen wird mit 99,5%
CFCls, das AuRenrdhrchen mit 0,75 ml D,O befillt. Die *°F-chemischen Verschiebung des
CF*Cl1,*Cl-Isotopomeren wird zu d== 0 ppm definiert und verwendet, um alle wahrend
der NMR-kontrollierten Titration erhaltenen °F-NMR-Spektren zu kalibrieren.

Auswertetool und Multiple NMR Graphics

Mit einem fir EXCEL ™ von C. Pfaff programmierten Auswertetool [24] kdnnen nun nach
Eingabe der analytischen und kernresonanzspektroskopischen Daten die ionenspezifischen
Parameter bestimmt werden. Das ebenfalls von C. Pfaff realisierte Programm Multiple
NMR Graphics [24] dient zur Visudisierung der prozessierten NMR-Spektren. Dabei sind
aquidistante und nicht-aquidistante Auftragungen der chemischen Verschiebung, z. B. ge-
gen den Titrationsgrad oder den pH-Wert, sowohl als Stack Plot als auch as Konturplot
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problemlos redlisierbar. Die folgende Abbildung zeigt ein digitales Photo der verwendeten

Titrationsanlage und der Spektrometerkomponenten:

Abbildung 17:  Aufbau fur eine 500 MHz NMR-kontrollierte Titration Modell 2001

1 INDY Workstation, Spektrometerkonsole des AVANCE DRX 500 (Bruker BioSpin)

2 PC 486, 16 MB RAM; 3 Motorkolbenbirette T200 (Schott); 4 pH-Meter CG841 (Schott)
5 KNF Mikromembranfliissigkeitspumpe FM 1.30 (KNF FLODOS)

6 Titrationsgefal, Glasel ektrode Blueline 11, Temperatursensor PT1000 (alle: Schott)

7 Magnetrithrer (Schott); 8 Magnet mit dem "H/*°F-LC-Probenkopf (Bruker BioSpin)

2.3 Allgemeine Betrachtungen zu zweibasigen Sauren

Fluorierte a-Aminocarbonsduren unterliegen im Gleichgewicht einem schnellen Protonen-
austausch, an dem drei charakteristische Spezies des Typs HL™Y (i =0, 1, 2) beteiligt
sind. Die relevanten Gleichgewichte werden durch die Gleichungen (12), (13) und (14),
(15) beschrieben:

HL* ® H' + HL Ks, (12)

HL ® H" + L Ks, (13)
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Fur die Saurekonstanten Kg und Kg, gilt:

C,+xC
Ks :71 HL (14)
HoL*
C xC -
K=o (15)

Die Molenbriche ¢y i fur die einzelnen Protonierungsspezies HiL'™ (i =0, 1, 2) ergeben

sich zu:

C2

— H*
C, += (16)
e 2L +e o XK +Kg K,
c K
ChL=— H_5 17)
v +C, K +Kg XK
Kg K
.= 577% (19)

L 2
C+ +Cy+ XKSi + KSL XKSZ

Jeder individuellen Protonierungsspezies HiL™ (i = 0, 1, 2) wird nun ein ionenspezifischer
NMR-Parameter, z. B. die chemische Verschiebung de(HiL'™) des Fluorsubstituenten, zu-
geordnet.

Die Differenzen D; bzw. D, definieren sich nach Gleichung (19) bzw. Gleichung (20) zu

Dy =dg(H,L")- de(HL) (19

D, =dp(HL)- dg(L7) (20)
und werden im Folgenden als Deprotonierungsgradienten bezeichnet. Der gemittelte, dy-

namische NMR-Parameter <d> ergibt sich dann zu:

G dp(HoL") +6,,0 K dr(HL) +Kg K, e (L)
2
C2. 4G, Kg +Kg Ks,

<dp>= (21)
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Letztlich kann <d> a's Funktion von pcH, der mit der Glaselektrode als Sensor verfolgt
wird, nach Gleichung (22) wiedergegeben werden.

_10° 2P g (HoL*) +107 PP g (L) +107 e P) g 1) 22

<dg> 1072peH 4107 (PHFPKs) |07 (PR #PKsy)

Betrachtet man zwei-basige Systeme des Typs H,L, so kann man diese generell in Félle
erster Ordnung und Félle zweiter Ordnung unterteilen. Diese sollen nun nachfolgend be-
sprochen werden.

Fur Félle erster Ordnung gelten die folgenden Beziehungen:

Wenn

DPKs:szz' pK%> 3 (23)

gilt, kann man unter Verwendung von Gleichung (24) fir den gemittelten pKg -Wert

PKg, =(pPKs, + PKg )/ 2 (24)

zwei gut getrennte analytische Bereiche definieren. In bezug auf pH definieren sich diese

wiefolgt:
Bereich 1 pH £ pKs (25)
Bereich 2 pH 3 pKs, (26)

In beiden Bereichen gelten aufgrund ihrer guten Separation voneinander vereinfachte Be-

ziehungen fur den dynamischen NMR-Parameter <dg>.

c . de(H,L") +Kg sde(HL
Bereich 1: <dg>=-H F(HaL )+ K de(HL)

(27)

G e (HL) +Kg e (L)

Bereich 2: <dg>= (28)

Cyr ¥ KSz

Wendet man auf die Gleichungen (27) bzw. (28) die logarithmische Schreibweise an, er-

halt man die Gleichungen (29) bzw. (30):
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- pcH + - PKg
Bereich L: <dp >=10 " e(Hol )+10 % de(HL) (29)
10" P +10 P

_10 P d i (HL) +10° P s (L)

Bereich 2: <dg > m
10 P +10 =

(30)

Die erste Ableitung d<dg>/dpcH zeigt ein Extremum, wéhrend die zweite Ableitung

d?<de>/dpcH? Null wird. Daraus folgt:

Bereich 1 pcH = pKg 3D

Bereich 2 pcH = pKs, (32

Andert man nun pcH durch selektive Zugabe von oder Titration mit starken einwertigen
Basen oder Sauren und verfolgt die dynamische chemische Verschiebung als zusétzlichen
Sensor, erhédt man analytische Daten in Form von pKg-Werten und ionenspezifische
NMR-Parameter. In giinstigen Fallen gilt dies sowohl fir Reinsubstanzen al's auch fur Mi-
schungen verschiedener Komponenten oder verunreinigte Substanzen.
Weniger gunstig sind die Félle, in denen der Deprotonierungsgradient D; klein ist und/oder
die pKg-Werte in den Grenzbereichen der pcH-Skala liegen. Dies gilt fur pKg <1 und
pKg > 13.
Der Titrationsgrad t, der ein bequemer Parameter ist, um den Zustand einer Titration zu
beschreiben, ergibt sich zu:

p=lB M (33)

Nt

Hierbei sind ng und n, definiert as die Anzahl der Aquivalente starker Base (z. B. TMA-
OH) und starker Séaure (z. B. HCI, CFsCOOH), ny gibt die totale molare Menge des Ligan-
den an, welche alle Protonierungsspezies des Ligandens beinhaltet. Die Herkunft der A-
quivalente der starken Séure kann durch Indizierung von n, beriicksichtigt werden. So
setzt sich z. B. fur eine zwei-basige Séure, die as Trifluoressigsdureaddukt vorliegt und
vor der Titration mit einer definierten Menge Salzsiure versetzt wird, ny additiv aus ny

(zugesetzte Salzsaure) und n,: (zugesetzte Trifluoressigsaure) zusammen.
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Der Titrationsgrad t ergibt sich aus Gleichung (34):

_TCg-Cp-Cp

t ~ (34
Cr
mit:
T=-A+c§<j,2-cT>B (35)
T
A=10" PH _ 10PH- PKw (36)

107 2PH _ 107 (PKs; +PKs,)

B= (37)

- 107 2PH 4107 (PH*PKg) | 1~ (PKs; +PKs,)

und die Totalkonzentration in der Titrationsldsung vor Beginn der Titration ist gegeben
durch: Cy (fur alle Protonierungsspezies HIL'™ mit i =0, 1, 2), C (Salzsaure), Cy (Tri-
fluoressigsdure) und C*B als Konzentration der Titratorbase.

Féle zweiter Ordnung gehorchen den Gleichungen (38),(22),(34).

Wenn

Dpks =PKg, - pKg <3 (38)

erflllt ist, ist die Situation wesentlich komplexer und eine vollstandig iterative Behandlung
der Mefdaten wird erforderlich, um pKg-Werte und ionenspezifische NMR-Parameter zu

bestimmen.
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2.4 Fluorierte Aminocar bonsauren

Aminocarbonsduren nehmen im Organismus eine zentrale Stellung ein. Zum einen stellen
sie die monomeren Einheiten der Proteine dar, welche im Fall der Enzyme von evidenter
biochemischer Bedeutung sind. Zum anderen sind Aminocarbonsduren fiir den Energie-
stoffwechsel von Bedeutung, dariiberhinaus stellen viele von ihnen essentielle Nahrstoffe
dar. Desweiteren fungieren Aminocarbonséuren oft a's Botensubstanzen in der interzellul&
ren Kommunikation. Glycin, g-:Aminobuttersdure (GABA) und Dopamin fungieren as
Neurotransmitter, d.h. sie sind Substanzen, die von Nervenzellen freigesetzt werden und
fur die Signalweiterleitung verantwortlich sind. Als weiteres bekanntes Beispiel sei noch
das Histamin erwahnt, welches das Decarboxylierungsprodukt des Histidins darstellt und
dsein starker lokal wirkender Mediator bel allergischen Reaktionen wirkt [25].

Man unterscheidet zwischen den zwanzig proteinogenen Standard-Aminocarbonsduren,
von denen bis auf Prolin ale a-Aminocarbonsduren sind, und einer Vielzahl nicht protei-
nogener Aminocarbonsauren.

Insbesondere in a-Stellung methylierte a,a-disubstituierte a-Aminocarbonsiuren sind von
hohem chemischen, biochemischen bzw. pharmakologischen Interesse; auch in der medi-
zinischen Forschung spielt diese Verbindungsklasse eine zunehmend grofiere Rolle. a,a-
Disubstituierte a-Aminocarbonséuren gehdren zu den oben genannten nicht proteinogenen
Aminocarbonsauren und besitzen als solche aufRergewohnliche pharmakologische und
Konformationseigenschaften, die zu interessanten Phanomenen fiihren, wenn man solche
Aminocarbonsauren in Peptide einbaut.

Als erste a,a-disubstituierte a-Aminocarbonsaure ist das 2-Methylalanin anzusehen, wel-
ches bereits 1872 von Urech durch Hydrolyse von 5,5-Dimethylhydantoin synthetisiert
wurde [26]. Als weitere und zum Teil modernere Synthesemethoden seien die Strecker-
Synthese [27], die , Bislactimether—-Methode" von Schollkopf [28]-[29], die ,, Selbstrepro-
duktion des Chiralitdtszentrums* von Seebach [30] sowie enzymatische und andere Ver-
fahren[31]-[38] erwéhnt.

Die grofe Bedeutung dieser Aminocarbonsauren liegt zum einen in ihrer nachgewiesenen
oder potentiellen biologischen bzw. pharmakologischen Aktivitdt und zum anderen in der
Vidfalt ihrer mdglichen Anwendungen [39], [40].
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Eine seit langerem bekannte Tatsache ist, dal? a,a—disubstituierte a—Aminocarbonsduren
as starke Enzyminhibitoren gelten, insbesondere die in a—Stellung methylierten Amino-
carbonsduren und deren Derivate sind in der Lage, Enzyme zu hemmen bzw. zu blockie-
ren, welche die entsprechenden proteinogenen Aminosduren metabolisieren [41]. Hier tre-
ten besonders die a-Methyl-a-aminocarbonséuren hervor, die zur Modifizierung der Se-
guenz von Peptidhormonen eingebaut werden, um diese gegen enzymatischen Abbau re-
sistenter zu machen oder um bevorzugte Konformationen des Peptid-Geriists zu stabilisie-
ren.

Eine grof3e Rolle spielen derartige Aminocarbonséuren auch als Bausteine von Peptaibolen
[42]. Als Beispiel seien 2-Methylalanin (Aib) und D-2-Ethylaanin (D-lva, D-Isovalin) ge-
nannt, die zur Herstellung mikrobieller Peptidantibiotica und amphiphiler lonophore ver-
wendet werden, die in der Lage sind, Transmembran-lonenkanale zu bilden [43].

Bel der Untersuchung von Transportmechanismen von Aminocarbonsduren steht insbe-
sondere das oben erwdhnte Aib im Vordergrund, das as Modellsubstanz verwendet wird
[44]. Desweiteren werden a,a-disubstituierte a-Aminocarbonsduren in Peptidketten ein-
gebaut, um bedingt durch die konformationellen Restriktionen eine Zunahme des helicalen
Anteils [43], [45], [46] oder die Bildung von spezifischen b-Turns zu erreichen [47]-[49].
Aus diesem Grund lassen sich diese Aminocarbonsduren zur Synthese von Oligopeptid-
Segmenten mit stabiler Sekundarstruktur verwenden. Ein hierbei beobachteter Effekt ist
z. B. die Erhthung der Loslichkeit von hydrophoben Peptiden in polaren Lésungsmitteln.
Dieser Effekt ist u.a. Grundlage fur die bereits genannten Peptaibole, da durch solche mo-
difizierten Peptide die Permeabilitdt von Membranen fur lonen selektiv veréndert werden
kann. Die Verringerung der Flexibilitét des Peptid-Rickgrats erleichtert die Suche nach
»aktiven Konformationen®, die von den physiologischen Rezeptoren erkannt werden. Dies
findet insbesondere in der pharmakologischen Forschung bei der Untersuchung von
Struktur-Wirkungs-Beziehungen Anwendung [50] .

Auch lassen sich ausgewahlte fluorierte Aminocarbonsduren und deren Derivate zur intra-

zellularen pH-Wert-Bestimmung mittels **F-NMR-Spektroskopie verwenden [51], [52].
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Im Rahmen dieser Arbeit werden drei fluorierte Aminocarbonséuren NMR-kontrolliert
untersucht. Es sind dies die 2-Amino-4-fluorpent-2-methylpent-4-ensdure 1, die 2-Amino-
4-fluorpent-4-ensdure 2 und die 2-Amino-4-fluorbutanséure 3, die im Arbeitskreis von
Prof. Dr. G. Haufe in Minster synthetisiert und mir freundlicherweise zur Verfiigung ge-

stellt wurden [53]-[59].

Fluor als Substituent in organischen Molekilen

Ein Indiz fir das grofl3e Interesse an fluorhaltigen biologisch aktiven Molekilen ist die
kontinuierlich steigende Anzahl von Publikationen auf diesem Gebiet. Die Einfiihrung von
Fluor oder C-fluorierten Molekulbausteinen in Molekiile ist fraglos eine der wirkungs-
vollsten Methoden zur gezielten Verénderung der physikalischen Eigenschaften des be-
trachteten Molekils. Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang jedoch die
Verdnderung des Molekiils beziiglich seiner biologischen Aktivitdt bzw. der daraus resul-
tierenden biologischen Wirksamkeit [60]. Einige der hierfiir verantwortlichen besonderen
Eigenschaften des Elements Fluor seien im Folgenden genannt.

Neben dem Wasserstoffatom (120 pm) ist das Fluoratom mit einem van der Waals—Radius
von 135 pm der zweitkleinste Substituent. Somit folgt, dal3 Fluor kein sterisch anspruchs-
voller Substituent ist und demzufolge bei Substitution eines Wasserstoffatoms durch ein
Fluoratom ein EinfluR auf die Molekillgeometrie héchstens durch die freien Elektronen-
paare des Fluors zu erwarten ist. Die wohl wichtigste Eigenschaft des Fluors liegt in seiner
hohen Elektronegativitét begriindet, die nach Pauling mit ¢ = 4.0 angegeben wird und es
zum elektronegativsten Element Uberhaupt macht. Diese hohe Elektronegativitét hat einen
groRen Einflul? auf die Elektronendichteverteilung im Molekil, die Dipolmomente inner-
halb des Molekils und auf die Basizité und Acidité benachbarter funktioneller Gruppen
im Molekdl.

Ob kovaent gebundenes Fluor aufgrund seiner hohen Elektronegativitdt als Was
serstoffbriickenakzeptor fungieren kann, scheint zumindest nach neueren Erkenntnissen
fraglich und wird zur Zeit kontrovers diskutiert [61].

Fluor ist nicht nur zur Substitution von Wasserstoffatomen geeignet, sondern ist gleichsam
ein geeigneter Ersatz fir Hydroxylfunktionen, da die biologischen Eigenschaften organi-

scher Hydroxyverbindungen erhalten bleiben. Man spricht aus diesem Grund bei der se-
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lektiven Substitution eines Wasserstoffatoms oder einer Hydroxyfunktion von einer iso-
geometrischen Transformation [62]. Die vorgenannten Eigenschaften und Phanomene
spielen insbesondere bei Molekiilen eine grof3e Rolle, bei denen es auf die Erkennung einer
bestimmten Konformation ankommt.

Ein weiterer wichtiger Vorteil in bezug auf die Resistenz gegen metabolischen Abbau liegt
in der hohen Bindungsenergie der C-F-Bindung begriindet. Die C-F-Bindung ist mit einer
Bildungsenergie von 447 kJmol um ca 50 kJmol stabiler as die C-H-Bindung (400
kJmol) und bis zu 100 kJmol stabiler als die C-C-Bindung [62], [63].

Wie bereits erwdhnt verleiht diese Tatsache fluorhatigen Molekilen héufig eine meta-
bolische Stabilitét in lebenden Organismen, die sie als Antimetabolite interessant machen
[64]. Als Beispiel sei an dieser Stelle die Inhibition des Zitronensdurezyklus durch Fluor-
acetat genannt [65].
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241 2-Amino-4-fluor-2-methylpent-4-enséure

In den folgenden Tabellen sind die analytischen Daten sowie die Aufnahme- und Prozes-
sierungsparameter firr die 470,59 MHz *F{*H} -NMR-kontrollierte Titration der 2-Amino-
4-fluor-2-methyl pent-4-enséure vs. 0,1 M TMAOH angegeben.

Analytische Untersuchungen haben ergeben, daf die untersuchte Verbindung 1 einem Tri-

fluoressigsdureaddukt 2 im stéchiometrischen Verh&tnis von 1,0000 : 0,9863 entspricht.

||: H3C\ NH,* N l|: H30\ NH;" N
H\T/ C\/c\/ C\COO‘ H\T/c\/H/ C\COOH [OOC-CF4
H H H H H H
1 - 2 —

Abbildung 18: 2-Amino-4-fluor-2-methylpent-4-enséure 1

Eine Einwaage von 66,50 mg der Verbindung wurde fir die NMR-kontrollierte Titration
vorgenommen. Der eingewogenen Menge entspricht ein Anteil von 36,90 mg Aminosaure
(0,251 mmol), 28,20 mg Trifluoressigsaure (0,248 mmol) und desweiteren 1,41 mg Wasser
(0,078 mmol).

NS 2
SW [ppm] 19,97
SW [HZ] 9398,50
TD 32k
Sl 64k
LB [HZ] 1,00
Tabelle 5: Aufnahme- und Prozessierungsparameter der 470,59 MHz **F{*H}-NMR-

kontrollierten Titration von 2-Amino-4-fluor-2-methyl pent-4-ensdure 1

43



Vorlagevolumen 25,00 ml

Titrator TMACH
Czg: 0,10070 mol/I

Vzmax: 10,11 ml

Ligand in der Vorlage 36,9 mg
Ny : 0,251 mmol
Cy.: 0,01 mol/l

Saurezusatzin der Vorlage | 2,55 ml 0,09968 mol/l HCI
nys: 0,254 mmol

Cys 0,01 mol/l

lonenzusatz 5ml 0,5 mol/l TMACI
Ny,: 2,5 mmol
Cy: 0,1 mol/l
PKs, 1,936
PKs, 9,063
Anzahl der NM R-Experimente 64
Tabelle 6: Experimentelle Parameter der 470,59 MHz **F{*H}-NMR-kontrollierten

Titration der 2-Amino-4-fluor-2-methylpent-4-enséure 1

Mit den genannten analytischen Parametern ergeben sich folgende Molenbruchvertei-

lungsdiagramme.
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Abbildung 19: c,t-Diagramm (oben), c,pH-Diagramm (unten) fur die 470,59 MHz
9F{*H} -NMR-kontrollierte Titration der 2-Amino-4-fluor-2-methylpent-
4-ensaure 1
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NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluor-2-methylpent-4-
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Abbildung 22: d,t-Diagramm (oben, ) d,pH-Diagramm (unten) der 470,59 MHz **F{*H} -

NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluor-2-methylpent-4-
ensaure 1

Die Ergebnisse der Auswertung der 470,59 MHz *F{*H}-NMR-kontrollierten Titration
der 2-Amino-4-fluor-2-methyl pent-4-ensdure sind in Tabelle 7 angegeben.
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Gauss-Elimination Implizit-Iteration
Spezies | Gradient | de[ppm] | *ede[ppm] | de[ppm] | =edr[ppm]
H,L™* -94,88 0,007 -94,87 0,372
Dy -0,68 -0,66
HL -94,20 0,003 -94,21 0,013
D -1,76 -1,76
L" -92,44 0,002 -92,45 0,004

Tabelle 7: |onenspezifische NMR-Parameter d; und Deprotonierungsgradienten D, der
470,59 MHz *F{*H} -NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluor-2-
methylpent-4-ensdure 1

Die untersuchte 2-Amino-4-fluor-2-methylpent-4-ensdure représentiert den klassischen
Fall erster Ordnung fiir eine kationische Séure des Typs H,L*. Der Fluor-Sensor spiegelt
hierbel das Protonierungs- bzw. Deprotonierungsgleichgewicht empfindlich wider, obwohl
er in bezug auf die am Protonenaustausch beteiligten Atome mehrere Bindungen weit ent-
fernt ist. Seine Entfernung zum Stickstoff betrégt vier Bindungen, wéhrend er von den
Sauerstoffatomen fiinf Bindungen entfernt ist. Der erste Deprotonierungsgradient D; be-
trégt -0,68 bzw. -0,66 ppm und beschreibt die Anderung der ionenspezifischen Verschie-
bung, die durch Deprotonierung der Carbonsdurefunktion hervorgerufen wird. Der zweite
Deprotonierungsschritt findet an der protonierten Aminofunktion statt und fiihrt zu einem
zweiten Deprotonierungsgradienten D, von -1,76 ppm. Dies steht im Einklang mit dem er-

warteten chemischen Verhalten von Aminocarbonsauren.
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Halbwertsbreite HWB [HZz]

Halbwertsbreite HWB [Hz]

Titrationsgrad t

pH

Abbildung 23: HWAB,t-Diagramm (oben), HWB,pH-Diagramm (unten) der 470,59 MHz

®F{*H} -NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluor-2-methylpent-
4-ensdure 1
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Betrachtet man die Anderung der Halbwertsbreite im Verlauf der Titration, so fallt auf, daR
die Halbwertsbreite bei t = 1,5 einem Maximalwert von 6,6 Hz entgegenstrebt, um danach
wieder abzusinken. Diese signifikante Anderung der Halbwertsbreite findet in einem defi-
nierten Intervall zwischent = 1 und t = 2 statt, einem Bereich also in dem die Deprotonie-
rung der protonierten Aminofunktion erfolgt.

Dies |83 auf einen Assoziationsprozef3 schliefen, bel dem ein Uber eine Wasserstoffbri-
ckenbindung verbundenes Anion [L-H-L]™ gebildet wird. Die Lage des Maximums der
Halbwertsbreite bei t = 1,5 ist demzufolge einer intermolekularen Wasserstoffbriickenbin-
dung zuzuordnen.

Die Werte der spektralen Halbwertsbreite wurden fir jedes wahrend der Titration erhaltene
Spektrum mittels Deconvolution mit WIN-NMR bestimmt. Die Bestimmung der Halb-
wertsbreite mit dieser Methode variiert um bis zu £0,3 Hz und ist somit in ihrer Grof3e weit

von dem signifikanten Anstieg bei t = 1,5 entfernt.

2.4.2 2-Amino-4-fluorpent-4-ensaure

Die analytischen Daten sowie die Aufnahme- und Prozessierungsparameter fir die
470,59 MHz “°F{*H}-NMR-kontrollierte Titration der 2-Amino-4-fluorpent-4-enséire vs.
0,1 M TMAOH sind im Folgenden angegeben.

H\ /N Hy"
A

Abbildung 24:  2-Amino-4-fluorpent-4-ensdure 2

51



NS 2
SW [ppm] 19,97
SW [HZ] 9398,50
TD 32k
Sl 64k
LB [HZ] 1,00

Tabelle8:  Aufnahme- und Prozessierungsparameter der 470,59 MHz **F{*H}-NMR-
kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluorpent-4-enséure 2

Vorlagevolumen 25,00 ml

Titrator TMAOH
Czg: 0,10070 mol/I

Vma: 9,87 ml

Ligand in der Vorlage 37,0mg
Ny, : 0,251 mmol

Cy.: 0,01 mol/l

Saurezusatzin der Vorlage | 2,55 ml 0,09968 mol/l HCI
nys: 0,254 mmol

cys 0,01 mol/l
| onenzusatz 5ml 0,5 mol/l TMACI
Ny,: 2,5 mmol
Cy: 0,1 mol/l
PKs, 1,942
PKs, 8,676
Anzahl der NMR-Experimente 64

Tabelle9:  Experimentelle Parameter der 470,59 MHz °F{ *H} -NM R-kontrollierten
Titration der 2-Amino-4-fluorpent-4-enséure 2
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Mit den genannten analytischen Parametern ergeben sich folgende Molenbruchvertei-

lungsdiagramme.
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Abbildung 25: c,t-Diagramm (oben), ¢,pH-Diagramm (unten) der 470,59 MHz *F{ *H} -

NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluorpent-4-enséure 2
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Abbildung 26: t,d-Stackplot (oben), pH,d-Stackplot (unten) der 470,59 MHz *F{*H}-

NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluorpent-4-ensdure 2
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Abbildung 27: t,d-Konturplot (oben), pH,d-Konturplot (unten) der 470,59 MHz °F{*H} -
NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluorpent-4-enséure 2
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Abbildung 28: d,t-Diagramm (oben, ) d,pH-Diagramm (unten) der 470,59 MHz **F{*H} -
NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluorpent-4-ensdure 2
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In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Auswertung der 470,59 MHz *°F{*H}-

NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluorpent-4-ensdure angegeben.

Gauss-Elimination Implizit-Iteration
Spezies | Gradient | de[ppm] | *ede[ppm] | de[ppm] | =edr[ppm]
H,L™* -98,02 0,016 -98,04 1,831
Dy -0,51 -0,53
HL -97,51 0,004 -97,51 0,008
D, -1,62 -1,63
L -95,89 0,002 -95,88 0,002

Tabelle10:  lonenspezifische NMR-Parameter d; und Deprotonierungsgradienten D, der
470,59 MHz *F{*H} -NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-
fluorpent-4-enséure 2

Auch die untersuchte 2-Amino-4-fluorpent-4-ensédure reprasentiert den first-order-Fall ei-
ner kationischen Saure des Typs H,L™. Die Entfernung des Fluor-Sensors zum Stickstoff
betrégt wiederum vier Bindungen zum Stickstoff und finf Bindungen zu den Sauerstoff-
atomen. Trotz seiner Entfernung zu den am Protonenaustausch beteiligten Atomen spiegelt
der Fluor-Sensor das Protonierungs- Deprotonierungsgleichgewicht empfindlich wider.
Der erste Deprotonierungsgradient D; betragt -0,51 bzw. -0,53 ppm und beschreibt die An-
derung der ionenspezifischen Verschiebung, die durch Deprotonierung der Carbonsdure-
funktion hervorgerufen wird. Der zweite Deprotonierungsschritt findet an der protonierten
Aminofunktion statt und fihrt zu einem zweiten Deprotonierungsgradienten D, von
-1,62 bzw. -1,63 ppm. Beide Deprotonierungsgradienten sind im Vergleich zur zuvor dis-
kutierten methylierten Verbindung geringfiigig erniedrigt.
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Abbildung 29: HWAB,t-Diagramm (oben), HWB,pH-Diagramm (unten) der 470,59 MHz
F{*H} -NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluorpent-4-ensaure
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Betrachtet man auch hier die Anderung der Halbwertsbreite im Verlauf der Titration, so
falt auf, dal? die Halbwertsbreite bei t = 1,5 wiederum einem Maximalwert von 5 Hz ent-
gegenstrebt, um danach wieder abzusinken. Da die signifikante Anderung der Halbwerts-
breite in Analogie zur 2-Amino-4-fluor-2-methylpent-4-enséure ebenfalls im Bereich der
Deprotonierung der protonierten Aminofunktion zwischent =1 und t = 2 erfolgt, ist auch
in diesem Fall ein Assoziationsprozefd anzunehmen, bei dem ein Uber eine Wasserstoffbri-
ckenbindung verbundenes Anion [L-H-L]™ gebildet wird. Die Lage des Maximums der
Halbwertsbreite bei t = 1,5 kann somit einer intermolekularen Wasserstoffbriickenbindung

zugeordnet werden.

2.4.3 2-Amino-4-fluorbutansaure

Die analytischen Daten fir die 470,59 MHz *F{*H}-NMR-kontrollierte Titration der 2-
Amino-4-fluorbutanséure vs. 0,1 M TMACOH sowie die Aufnahme- und Prozessierungspa-

rameter sind in den folgenden Tabellen angegeben.

F_ H H coo

H NH,"

Abbildung 30: 2-Amino-4-fluorbutansdure 3

NS 16
SW [ppm] 19,97
SW [HZ] 9398,50
TD 32k
S 64k
LB [HZ] 1,50

Tabelle11:  Aufnahme- und Prozessierungsparameter der 470,59 MHz °F{*H}-NMR-
kontrollierten Titration von 2-Amino-4-fluorbutanséure 3
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Vorlagevolumen 25,00 ml

Titrator TMAOH
Czg: 0,10103 mol/I
Vzmax: 11,09 ml
Ligand in der Vorlage 31,3mg

Ny, : 0,258 mmol
Cy.: 0,01 mol/l

Saurezusatzin der Vorlage | 5,13 ml 0,10082 mol/l HCI
nys 0,517 mmol

Cys 0,02 mol/l

lonenzusatz 5ml 0,5 mol/l TMACI
Ny,: 2,5 mmol
Cy: 0,1 mol/l
pKg, 2,108
PKs, 9,021
Anzahl der NM R-Experimente 64

Tabelle12:  Experimentelle Parameter der 470,59 MHz *F{*H} -NMR-kontrollierten
Titration der 2-Amino-4-fluorbutanséure 3
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Abbildung 31: c,t-Diagramm (oben), ¢,pH-Diagramm (unten) der 470,59 MHz “*F{ *H} -
NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluorbutanséure 3
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Abbildung 34: d,t-Diagramm (oben, ) d,pH-Diagramm (unten) der 470,59 MHz *F{*H} -
NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluorbutansaure 3
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Tabelle 13 zeigt die Ergebnisse der Auswertung der 470,59 MHz “F{'H}-NMR-

kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluorbutansaure.

Gauss-Elimination Implizit-Iteration
Spezies | Gradient dr [ppm] +edr [ppm] dr [ppm] +edr [ppm]
H,L™* -219,49 0,003 -219,49 1,917
Dy -0,52 -0,52
HL -218,97 0,002 -218,97 0,035
D, -0,64 -0,65
L" -218,33 0,001 -218,32 0,012

Tabelle13:  lonenspezifische NMR-Parameter di und Deprotonierungsgradienten D, der
470,59 MHz *F{*H} -NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluor-
butanséure 3

Bei der untersuchten 2-Amino-4-fluorbutansdure handelt es sich ebenfalls um einen first-
order-Fall einer kationischen Siure des Typs H,L ™. Die Entfernung des Fluor-Sensors zum
Stickstoff betrégt vier Bindungen zum Stickstoff und fiinf Bindungen zu den Sauerstoff-
atomen und ist somit unveréndert gegeniiber den beiden zuvor untersuchten Aminosauren.

Der erste Deprotonierungsgradient D, betragt -0,52 bzw. -0,52 ppm und beschreibt die An-
derung der ionenspezifischen Verschiebung, die durch Deprotonierung der Carbonsdure-
funktion hervorgerufen wird. Sein Wert fir die 2-Amino-4-fluorbutanséure ist vergleichbar
mit den fur die 2-Amino-4-fluorpent-4-enséure und die 2-Amino-4-fluor-2-methyl pent-4-
ensdure gefundenen Werten. Der zweite Deprotonierungsgradient D,, der den Deprotonie-
rungsschritt an der protonierten Aminofunktion beschreibt, ist jedoch mit -0,64 bzw. -0,65
deutlich erniedrigt. Trotz der gleichgebliebenen Entfernung zu den am Protonenaustausch
beteiligten Atomen spiegelt der Fluor-Sensor das Protonierungs- Deprotonierungsgleich-

gewicht weniger empfindlich wider.
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Abbildung 35: HWAB,t-Diagramm (oben), HWB,pH-Diagramm (unten) der 470,59 MHz

F{*H} -NMR-kontrollierten Titration der 2-Amino-4-fluorbutanséure 3
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Charakteristisch fur die beiden zuvor untersuchten Verbindungen, die 2-Amino-4-
fluorpent-4-enséure und die 2-Amino-4-fluor-2-methylpent-4-ensdure, war das Auftreten
eines signifikanten Anstiegs der spektralen Halbwertsbreite bei t = 1,5. Dies kann mit der
Ausbildung einer intermolekularen Wasserstoffbriickenbindung beli Formierung eines ani-
onischen Assoziats des Typs [L-H-L]~ erklart werden. Betrachtet man die Anderung der
Halbwertsbreite in Abhéngigkeit vom Titrationsgrad, so félt auf, dad die Halbwertsbreite

imIntervall t = 1undt =2 nahezu linear ansteigt.

25 Tetrafluorphthalsiure

Die bisher behandelten zweibasigen Sduren stellen in bezug auf die NMR-kontrollierte
Titration ausschliefflich Félle erster Ordnung dar, da ihre pKs-Werte mehr als drel pK-
Einheiten voneinander getrennt sind. Als Beispiel fur eine zweibasige Saure, deren pKs-
Werte nicht hinreichend weit voneinander entfernt sind, soll die Tetrafluorphthalsdure dis-
kutiert werden, die der hochinteressanten Verbindungsklasse der Poly-Fluoraromaten an-
gehort.

COOH
F COOH

F

Abbildung 36: Tetrafluorphthal sdure 4

25.1 Bestimmungder logb- bzw. pKs-Werte der Tetrafluor phthalsdure

Die Bestimmung der logb- bzw. pKs-Werte der Tetrafluorphthalsdure erfolgt durch drei
potentiometrische Prézisionsmessungen. Dabei werden ungefahr 2,0 mmol (477,0 mg) der
Substanz eingewogen, so dal eine Ligandkonzentration von 0,08 mol/l in der Vorlage er-
reicht wird. Um eine moglichst vollstandige Protonierung der beiden Carbonsdurefunktio-
nen zu erreichen, werden drei Aquivalente (ca 3,3 ml; cyg = 0,24 mol/l) einer 0,9533 mo-

laren Salzsdure zugegeben. Die Anfangsionenstarke wird durch Zugabe von 2,74 g Tetra-
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methylammoniumchlorid um | = 1,0 aufgestockt. Nachdem mit quarzbidestilliertem Was-
ser auf ein Gesamtstartvolumen von 25,0 ml aufgefillt wurde, wird mit 14,0 ml einer
1,0057 molaren Tetramethylammoniumhydroxid—L ésung (7 Aquivalente) in &quidistanter
Schrittweite titriert.

Die Titrationsparameter sind der folgenden Tabelle zu entnehmen:

Messung Einwaage Einwaage Zugabe HCI
[mg] [mmol] [mi]
1 478,8 2,011 6,33
2 478,8 2,011 6,33
3 4833 2,030 6,39

Tabelle 14: Titrationsparameter der logb-Bestimmung der Tetrafluorphthal séure 4
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Abbildung 37: Titration von Tetrafluorphthal sdure vs. 1M TMAOH

Die mit Winscore iterierten Meffergebnisse sind in Tabelle 15 dargestellt. Der fur die Ite-
rationen bei lonenstérken von 1,0 verwendete pKw-Wert liegt fur 25 °C bei 13,9295 [66].
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Messung logb; logb, PKs1 PKs s [mV]

1 2,944 4,025 1,081 2,944 0,799
+0,082 +0,087 +0,169 +0,082

2 2,940 4,035 1,095 2,940 1,167
+0,153 0,161 +0,314 +0,153

3 2,932 4,017 1,084 2,932 0,915
+0,102 +0,108 0,210 +0,102

Mittelwert 2,939 4,025 1,086 2,939 0,960

Sn1 0,006 0,009 0,007 0,006

Tabelle 15: logh-Werte bzw. pKs-Werte der Tetrafluorphthalséure vs. 1,0 M TMAOH

Die pKs+Werte der Tetrafluorphthalséure werden iterativ zu 1,086 und 2,939 bestimmt.
Signifikant fir Titrationen bei hohen lonenstérken sind die im Vergleich zu Titrationen bei
I =0,1 erhbhten RMS-Werte der einzelnen Titrationen sowie die Fehler fir die iterierten
logb-Werte. Betrachtet man jedoch die iterierten Werte, so bemerkt man, daf3 diese trotz
der groRRen Fehlerwerte kaum voneinander abweichen.

Die erhohten Fehlerwerte sind damit zu erkléren, dald bei dieser lonenstérke der Giltig-
keitsbereich der Debye-Hiickel- bzw. Debye-Hiickel-Onsager-Néherung verlassen wird.
Dieinterionischen Wechselwirkungen bei hohen Konzentrationen bzw. lonenstérken sowie
Solvatationseffekte werden vernachléssigt. Den grof3en Einflul? der hohen lonenstérke er-
kennt man insbesondere daran, dafl3 die Elektrode wahrend der Titration , arbeitet®, d.h.
sich die mittels Blanktitration ermittelten Elektrodenparameter verandern. Es stellt sich
hier nun die Frage, in wie weit es zul&ssig ist, die Elektrodenparameter am Ende der Itera-
tion zu iterieren. Darauf wurde jedoch verzichtet.

Vergleicht man die iterierten pKs-Werte mit denen der nichtfluorierten Stammverbindung,
der Phthalséure, die die pKs<-Werte 2,94 und 5,43 [67] besitzt, sieht man, dai3 der erste pKs-
Wert um 1,85 pK-Einheiten, der zweite pKs-Wert jedoch um 2,49 pK-Einheiten erniedrigt
wird. Die Perfluorierung wirkt sich also stérker auf den zweiten pKs-Wert aus, was durch

den -I-Effekt der Fluorsubstituenten erklart werden kann, die durch ihren elektronenzie-
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henden EinfluR die Wasserstoffbriickenbindung, welche sich in der einfach deprotonierten

Form aushildet, destabilisieren.

2.5.2 NMR-spektroskopische Untersuchungen an Tetrafluor phthalséure

Zur NMR-spektroskopischen Untersuchung der Tetrafluorphthal sdure wird eine Probe bei
Eigen-pH angesetzt, die 12,0 mg der Substanz in 0,75 ml DO mit einem Deuteriumgehalt
von 99,9% enthdlt. Zusétzlich wird eine weitere Probe in stark alkalischem Milieu herge-
stellt. Dies geschieht durch Losen von 13,9 mg der Tetrafluorphthalsdure in 0,75 ml 1 mo-
larer KOD-Ldsung. Beide Proben werden am DRX 500 hochaufgelost “°F-NM R-spek-
troskopisch vermessen.

Die Aufnahme- bzw. Prozessierungsparameter der beiden 470,59 MHz “°F-Spektren der
Tetrafluorphthal séure bei Eigen-pH und in 1M KOD sind in Tabelle 16 angegeben.

D0, Eigen-pH 1M KOD
ns 64 32
SW [ppm] 79,90 79,90
SW [HZ] 37593,99 37593,99
TD 128k 256k
S 256k 512k
LB [HZ] 0 0

Tabelle 16: Aufnahme- bzw. Prozess erungsparameter

Zur Simulation und Iteration der beiden 470,59 MHz °F-NMR-Spektren der Tetrafluor-

phthal sdure werden die Fluorsubstituenten wie folgt indiziert.
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COOH
1 COOH
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Abbildung 38: Indizierung der Fluoratome der Tetrafluorphthalsdure 4

Fur die Tetrafluorphthal sdure wird eine C,-Symmetrie angenommen, wobei durch Ausfih-
rung dieser Symmetrieoperation das Fluoratom 1 in das Fluoratom 2 und das Fluoratom 3
in das Fluoratom 4 Uberfiihrt wird. Die experimentellen und simulierten 470,59 MHz *°F-
NMR-Spektren der Tetrafluorphthalsdure bei Eigen-pH in D,O werden in Abbildung 39
und Abbildung 40 wiedergegeben.

-65750 -65760 -65770 -65780 -65790 -65800 -65810 -65820 -65830
n [Hz]

-65750 -65760 -65770 -65780 -65790 -65800 -65810 -65820 -65830
n [Hz]

Abbildung 39: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 470,59 MHz *F-Spektrum
der Tetrafluorphthalséure in DO, Eigen-pH, Fluoratome F; und F,
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-71110 -71120 -71130 -71140 -71150 -71160 -71170 -71180 -71190
n [Hz]

-71110 -71120 -71130 -71140 -71150 -71160 -71170 -71180 -71190
n [Hz]

Abbildung 40: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 470,59 MHz “°F-Spektrum
der Tetrafluorphthalsdure in D,O, Eigen-pH, Fluoratome F; und Fy

Bel Betrachtung desin Abbildung 39 und Abbildung 40 gezeigten [AX].-Systems, welches
gut erkennbar aus zwei mal zehn Linien besteht, kénnte man meinen, dal? das Spektrum
schwachen second-order-Charakter zeigt. Der Dacheffekt zeigt jedoch eine Anomalie, er
ist nicht symmetrisch in A- und X-Spektrum.

Um auszuschlieRen, dal? es sich um ein Artefakt handelt, wird durch die Aufnahme von
weiteren Spektren gepriift, ob ein falsch gewahlter Aufnahmeparameter die Intensitét
beeinflult. Hierzu wird zum einen sukzessive die Lage des Einstrahlpeaks (O1p), der im
gezeigten Spektrum bei -130 ppm liegt, variiert. Getestet werden Werte fir Olp von
-145 ppm, -160 ppm und -55 ppm. Dabei &ndert sich der Habitus des Spektrums nicht.
Auch eine Variation der Aufnahmezeit und des spektralen Fensters (sweep width) andern
die Ausrichtung des vermeintlichen , Dacheffekts* nicht. Da dieser Habitus jedoch quan-

tenmechanisch verboten ist, wird angenommen, dal? sich unter der beobachteten Signal-
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gruppe weitere Signale befinden, die fir diese nicht erwartete Intensitatserhéhung verant-
wortlich sind. Hierbei handelt es sich héchstwahrscheinlich um die Signale der vier *C-
|sotopomeren der Tetrafluorphthalsdure. Erwartet werden hypothetisch vier verschiedene
ABMNX- bis ABCDX-Spektraltypen mit vier Satelliten zu je 2% Anteil.

Abbildung 41 und Abbildung 42 zeigen das experimentelle und das simulierte 470,59 MHz
9. Spektrum der Tetrafluorphthalsaure in 1M KOD.

-67810 -67820 -67830 -67840 -67850 -67860 -67870 -67880 -67890
n [Hz]

-67810 -67820 -67830 -67840 -67850 -67860 -67870 -67880 -67890
n [Hz]

Abbildung 41: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 470,59 MHz *°F-Spektrum
der Tetrafluorphthalséurein 1M KOD, Fluoratome F; und F,
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LI I L L B B L L L L
-73760 -73770 -73780 -73790 -73800 -73810 -73820 -73830 -73840
n [Hz]

LI I L L B B L L L L
-73760 -73770 -73780 -73790 -73800 -73810 -73820 -73830 -73840
n [Hz]

Abbildung 42: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 470,59 MHz “°F-Spektrum
der Tetrafluorphthalsdure in 1M KOD, F; und Fy

Die mit WIN-DAISY iterierten Resonanzfrequenzen, Kopplungskonstanten und Halb-
wertsbreiten flr beide Proben sind in den beiden nachfolgenden Tabellen aufgefihrt.
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Par ameter
Spins ni [HZ] Fehler [tHZ] di [ppm] di [ppm] [68]
1,2 -65793,080 0,00297 -139,810 -138,600
34 -71151,671 0,00318 -151,197 -152,200
HWB Dny, [HZ] Fehler [+HZ]
1,2 1,779 0,00187
34 1,776 0,00187
"J Jik Jik [HZ] Fehler [tHZ] |4, Y4[HZ] [68]
Jer 1,2 11,950 0,00490 12,300
336 1,3=24 -21,747 0,00190 21,200
Jee 1,4=23 6,526 0,00169 5,600
3Jer 34 -19,685 0,00527 19,000
Tabelle 17: iterierte Kopplungskonstanten, Resonanzfrequenzen und Halbwertsbreiten
des 470,59 MHz °F-Spektrums der Tetrafluorphthalsaure in DO bei Ei-
gen-pH
Final Sum of Squares 47,4054
Number of Spectral Points 61012
Standard Deviation of M easurements 0,0279
R—Factor (% ) 0,9101

In Ubereinstimmung mit [69] werden fur die ortho-J=Kopplung negative, fir die meta-
JeKopplung sowie die para-JKopplung positive Vorzeichen gefunden. Die °F-
chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten, die in Literatur [68] fur die

Tetrafluorphthal sdure angegeben werden, wurden in Ethanol als L6sungsmittel bestimmt.
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Parameter
1M KOD D0, Eigen-pH
Spins ni [HZ] Fehler [+HZ] d; [ppm] di [ppm]
12 -67850,048 0,01469 -144,181 -139,810
34 -73800,225 0,01688 -156,825 -151,197
HWB Dny, [HZ] Fehler [+HZ] Dnyz [HZ]
12 1,100 ni. 1,779
34 1,200 ni. 1,776
"Jik Jik [HZ] Fehler [tHZ] Ji [HZ]
1,2 12,287 0,02744 11,950
13=24 -22,550 0,00619 -21,747
1,4=23 3,213 0,01502 6,526
34 -19,893 0,01989 -19,685
Tabelle 18: iterierte Kopplungskonstanten, Resonanzfrequenzen und Halbwertsbreiten

Final Sum of Squares

Number of Spectral Points

Standard Deviation of M easurements
R—Factor (% )

Da die Halbwertsbreiten fir die Fluoratome nicht mit WIN-DAISY iteriert werden konn-

ten, wurden diese von Hand angepald. Aus diesem Grund sind fir diese Parameter keine

Fehlerwerte bestimmbar.
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253 NMR-kontrollierte Titration von Tetrafluorphthalsiure

Die analytischen Daten fiir die 470,59 MHz “°F-NMR-kontrollierte Titration der Tetra-

fluorphthalséure vs. 1,0 M TMAOH sowie die Aufnahme- und Prozessierungsparameter
sind in den folgenden Tabellen angegeben.

Vorlagevolumen 25,00 ml

Titrator TMAOH
Czg: 0,98396 mol/l

Vzma: 10,25 ml

Ligand in der Vorlage 238,1mg
Ny, : 2,018 mmol
¢y, : 0,08 mol/l

Séaurezusatz in der Vorlage | 4,24 ml 0,95320 mol/l HCI
Nygs: 4,042 mmol

Cys: 0,16 mol/l
lonenzusatz 2,749 TMACI
Ny, 25 mmol
Cyi: 1,0 mol/l
PKs, 1,086
PKs, 2,939
Anzahl der NMR-Experimente 64

Tabelle19:  Experimentelle Parameter der 470,59 MHz **F-NMR-kontrollierten Titra-
tion der Tetrafluorphthal séure 4
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NS 16
SW [ppm] 79,90
SW [HZ] 37593,99
TD 128k
Sl 256k
LB [HZ] 1,00

Tabelle20:  Aufnahme- und Prozessierungsparameter der 470,59 MHz *F-NMR-
kontrollierten Titration von Tetrafluorphthalséure 4

Die Auswertung der erhaltenen *°F-NMR-Spektren soll mit Hilfe von Abbildung 43 am
Beispiel eines Spektrums des A-Teils verdeutlicht werden. Die beiden N-Lines sind sym-
metrisch zum Zentrum angeordnet, so dal3 sich die Resonanzfrequenz na zu (ny *+ ny,) / 2
ergibt. Die N-Linesim B-Teil werden dementsprechend mit N3 und N4 indiziert, so daf? fir

die Resonanzfrequenz ng (ny,+ ny,) / 2 folgt.

N1 N>

-67530 -67550 -67570 -67590 -67610
n [Hz]

Abbildung 43: Lage der N-Lines und Bestimmung der Resonanzfrequenz

Jedes der 64 erhaltenen Spektren muf? aufgrund des Spektrenhabitus von Hand dekonvu-
liert werden, und man erhdlt so die Resonanzlagen und Halbwertsbreiten der einzelnen
N-Lines. Die Resonanzlagen bzw. chemischen Verschiebungen sowie die gemittelten

Halbwertsbreiten kdnnen nun bestimmt werden.
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c,t-Diagramm (oben), ¢,pH-Diagramm (unten) der 470,59 MHz °F-
NMR-kontrollierten Titration der Tetrafluorphthalsdure 4
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Abbildung 45: t,d-Stackplot (oben), pH,d-Stackplot (unten) der 470,59 MHz **F-NMR-
kontrollierten Titration der Tetrafluorphthalséure 4
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Abbildung 46: t,d-Konturplot (oben), pH,d-Konturplot (unten) der 470,59 MHz *°F-
NMR-kontrollierten Titration der Tetrafluorphthalsdure 4
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Abbildung 47: t,d-Stackplot (oben), pH,d-Stackplot (unten) der 470,59 MHz **F-NMR-
kontrollierten Titration der Tetrafluorphthal séure 4; Fluoratome F; und F;
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Abbildung 48: t,d-Konturplot (oben), pH,d-Konturplot (unten) der 470,59 MHz *°F-
NMR-kontrollierten Titration der Tetrafluorphthal séure 4; Fluoratome F,
und R,
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Abbildung 49: t,d-Stackplot (oben), pH,d-Stackplot (unten) der 470,59 MHz **F-NMR-

kontrollierten Titration der Tetrafluorphthal sure 4; Fluoratome F3 und Fy4
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Abbildung 50: t,d-Konturplot (oben), pH,d-Konturplot (unten) der 470,59 MHz *°F-
NMR-kontrollierten Titration der Tetrafluorphthalséure 4; Fluoratome F3
und Fy
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Abbildung 51: d,t-Diagramm (oben, ) d,pH-Diagramm (unten) fur die Fluoratome F; und
F der 470,59 MHz **F-NMR-kontrollierten Titration der Tetrafluorphthal-
saure 4
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Abbildung 52: d,t-Diagramm (oben, ) d,pH-Diagramm (unten) fur die Fluoratome F5; und
F, der 470,59 MHz **F-NMR-kontrollierten Titration der Tetrafluor-
phthalsdure 4

Tabelle 21 und Tabelle 22 zeigen die Ergebnisse der 470,59 MHz NMR-kontrollierten
Titration der Tetrafluorphthal sdure.
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Gauss-Elimination Implizit-lteration
Spezies | Gradient dr [ppm] *edr [ppm] dr [ppm] *edr [ppm]
HoL -138,13 0,007 -138,12 0,436
Dy 2,67 2,70
HL" -140,80 0,005 -140,82 0,228
D> 2,78 2,76
Lz -143,58 0,003 -143,58 0,002
Tabelle 21: |onenspezifische NM R-Parameter d; und Deprotonierungsgradienten D, fir
die Fluoratome F; und F, der 470,59 MHz NMR-kontrollierten Titration
der Tetrafluorphthal sdure
Gauss-Elimination Implizit-lteration
Spezies | Gradient dr [ppm] +ede: [ppm] de [ppm] +edr [ppm]
HoL -149,01 0,008 -149,00 0,471
Dy 347 3,50
HL" -152,48 0,007 -152,50 0,247
D, 4,07 4,04
Lz -156,55 0,004 -156,54 0,002
Tabelle 22: |onenspezifische NMR-Parameter d; und Deprotonierungsgradienten D, fir

die Fluoratome F5 und F4 der 470,59 MHz NMR-kontrollierten Titration

der Tetrafluorphthal séure

Wiederum zeigt sich, dai die Gauss-Elimination und die Implizit-Iteration nahezu identi-

sche ionenspezifische Verschiebungen d; liefern. Die ermittelten Fehler der Implizit-

Iteration fUr d sind aufgrund der Verwendung fehlerbehafteter Molenbriiche als realistisch

anzusehen. Bemerkenswert ist, dal3 die Resonanzlagen der Fluoratome 3 und 4, die am

weitesten vom Ort der Deprotonierung entfernt sind, mit einem D, von 4,07 bzw. 4,04 ppm

die gréfte Anderung erfahren. Demgegeniiber steht ein D, von 2,78 bzw. 2,76 ppm fiir die
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Resonanzlagen der Fluoratome 1 und 2, die den beiden Carbonséurefunktionen direkt be-

nachbart sind.

Halbwertsbreite HWB [Hz]

Halbwertsbreite Hwb [Hz]
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Abbildung 53: HWB,t-Diagramm (oben), HWB,pH-Diagramm (unten) fiir die Fluorato-

me F; und F, der 470,59 MHz °F-NMR-kontrollierten Titration der Tetra-
fluorphthal séure
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Abbildung 54: HWAB,t-Diagramm (oben), HWB,pH-Diagramm (unten) fur die Fluorato-
me F; und F4 der 470,59 MHz °F-NMR-kontrollierten Titration der Tetra-
fluorphthal sdure
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Bei Betrachtung von Abbildung 53 und Abbildung 54 féllt die signifikante Anderung der
Halbwertsbreite bei t = 1 auf. Im Gegensatz zu den bisher untersuchten fluorierten Amino-
carbonsiuren, die eine Anderung der Halbwertsbreite bei halbzahligen Tau-Werten zeigen,
weist die Anderung der Halbwertsbreite bei einem ganzzahligen Tau-Wert auf die Existenz
einer intramolekularen Wasserstoffbriicke hin. Da bei einem Titrationsgrad von t =1 die
eine Carbonsdurefunktion protoniert und die andere deprotoniert vorliegt, ist eine intra-

molekulare Verbriickung, wie in Abbildung 55 dargestellt, anzunehmen.

b
/
F F
F

Abbildung 55: anzunehmende Struktur der Tetrafluorphthalsdurebei t =1

Intermolekulare Wasserstoffbriicken wurden durch réntgenographische Methoden fur die
Phthalséure [70], [71] und die Tetrafluorphthal séure [72] nachgewiesen.

Intramolekulare Wasserstoffbriicken treten im Lithiumhydrogenphthaat Dihydrat [73] und
im Tetramethylammoniumhydrogenphthalat [74] auf. Diese Befunde belegen die Vermu-
tung, dal? bei t =1 auch im Losungszustand eine stabile Wasserstoffbriicke (vgl.
Abbildung 55) vorliegt.
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2.6 Fluconazol

Haufig sind klinisch angewandte Arzneistoffe schwache Séuren oder Basen, die je nach
pH-Wert der Fllssigkeit oder des Gewebes, das sie auf dem Weg zu ihrem Zielmolekl
passieren, eine positive oder negative Ladung tragen. Haufig ist die nicht-ionisierte Form
des Wirkstoffs lipophil und demzufolge fahig, durch Lipidmembranen zu wandern. Die io-
nisierte Form ist zwar in Wasser |6glich, aber nicht mehr in der Lage Lipidmembranen zu
durchwandern. Auf diese Art wird das Durchwanderungsvermogen eines Arzneistoffs
durch eine Membran und seine Pharmakokinetik durch den pKs-Wert bestimmt. Die
meisten Wirkstoffe wechselwirken mit definierten Zielstrukturen wie z.B. Rezeptorprotei-
nen, dabei ist die Affinitét eines Wirkstoffs zu diesem Protein durch die Stérke der inter-
molekularen Wechselwirkung bestimmt. Insbesondere ionische Wechselwirkungen spielen
eine entscheidende Rolle, da hier die elektrostatischen Felder zweier Spezies fir die Er-
kennung zwischen Wirkstoff und Zielmolekil verantwortlich sind. Aus Sicht der Pharma-
kodynamik ist es deshalb wichtig, zu wissen, an welchem Atom ein Arzneistoff unter phy-
siologischen Bedingungen bei Anwesenheit des Zielproteins ionisiert oder nicht-ionisiert

vorliegt [75].

Dasin Abbildung 56 abgebildete Fluconazol, auch 2,4-Difluor-a,a-bis(1H-1,2,4-triazol-1-
yl-methyl)benzylalkohol, gehdrt zur Gruppe der Azol-Antimykotika. Unter Azolen ver-
steht man fungistatisch wirkende Arzneimittel, die mindestens einen Imidazol- oder Tria-

zolring enthalten [76]-[78].

F
F
N
( \N OH N—\
N—z <NJ

Abbildung 56: Fluconazol 5

92



2.6.1 Bestimmung der logb- bzw. pK s-Werte des Fluconazols

Da nur eine geringe Menge des Fluconazols zur analytischen Untersuchung zur Verfligung
stand, konnte nur eine einzelne potentiometrische Prézisionstitration zur Bestimmung der
logb- bzw. pKs-Werte durchgefiihrt werden. Zu diesem Zweck werden ungefahr 0,5 mmol
(153,0 mg) der Substanz eingewogen und mit 2,6 ml einer 0,9533 molaren Salzsdure ver-
setzt (funf Aquivalente). Die Anfangsionenstérke wird durch Zugabe von 2,74 g Tetra-
methylammoniumchlorid um | = 1,0 aufgestockt. Nachdem mit quarzbidestilliertem Was-
ser auf ein Gesamtstartvolumen von 25,0 ml aufgefiillt wurde, wird mit 4,5 ml einer 1,0057
molaren Tetramethylammoniumhydroxid-Lésung (9 Aquivalente) in &quidistanter Schritt-
weite titriert.

Die experimentelle Titrationskurve, die mit Winscore simuliert und iteriert wurde, fhrte
zu dem in Tabelle 23 aufgefiihrten Ergebnis. Der fir die Iterationen bei lonenstérken von
1,0 verwendete pKw-Wert liegt fir 25 °C bei 13,9295.

logb; logb, logb, pPKs1 pPKs2 PKss s [mV]

13,064 14,866 15,971 1,105 1,802 13,064 1,027
+0,189 +0,263 +0,217 10,341 +0,324 +0,189

Tabelle 23: logb-Werte bzw. pKs-Werte des Fluconazolsvs. 1,0 M TMAOH

In der Literatur ist fur das Fluconazol ein pKs-Wert von 1,76 bei 24°C und | = 0,1 mol/l
bekannt [78]. Man findet bei Titration mit 1M Ldsungen jedoch drei pKs-Werte. Den bei-
den ersten pKs-Werten von 1,105 und 1,802 sind Deprotonierungsreaktionen an den bei-
den 1,2,4-Triazolsubstituenten zuzuordnen. Der dritte pKs-Wert bei 13,064 entspricht der
Deprotonierung der Hydroxyfunktion zum Alkoholat.

Zum Vergleich, fir das 1,2,4-Triazol ist ein pKs-Wert von 2,50 literaturbekannt (25,0°C,
I =0,5mal/l) [79].
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2.6.2 NMR-spektroskopische Unter suchungen an Fluconazol

Zur NMR-spektroskopischen Untersuchung des Fluconazols werden 3,6 mg der Substanz
in 0,75 ml D,O mit einem Deuteriumgehalt von 99,9% geldst. Am DRX 500 werden nun
hochaufgel 6ste *H-NMR- und °F-NMR-Spektren aufgenommen.

Die Aufnahme- bzw. Prozessierungsparameter der hochaufgelosten *H-NMR- und *°F-
NMR-Spektren sind in der folgenden Tabelle angegeben.

'H-NMR “F-NMR
ns 512 256
SW [ppm] 10,00 39,95
SW [HZ] 5000,00 18796,99
™D 64k 128k
S 128k 128k
LB [HZ] 0 0

Tabelle 24: Aufnahme- bzw. Prozessi erungsparameter

Zur Simulation und Iteration der hochaufgelésten *H-NMR- und “°F-NMR-Spektren des

Fluconazols werden die Wasserstoff- und Fluoratome wie folgt indiziert.

7

Abbildung 57: Indizierung der Wassertstoff- und Fluoratome des Fluconazols
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Die folgenden Abbildungen zeigen die experimentellen und simulierten 500,13 MHz *H-
NMR-Spektren des Fluconazols. Das Spinsystem des Difluorbenzolsubstituenten &3t sich
a's Spinsystem des Typs ABMXY beschreiben, die Protonen der Methylenbriicken bilden

ein AB-System, die beiden triazolischen Protonen je ein Singulett.

8 o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4180 4160 4140 4120 4100 4080 4060 4040 4020 4000 3980 3960 3940
n [Hz]

B o

4180 4160 4140 4120 4100 4080 4060 4040 4020 4000 3980 3960 3940
n [Hz]
Abbildung 58: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 500,13 MHz *H-Spektrum

des Fluconazols bel Eigen-pH, Protonen H; und Hg der Triazolsubstituen-
ten
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Abbildung 59:  experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 500,13 MHz "H-Spektrum

des Fluconazols bei Eigen-pH, Protonen Hs, H4 und Hs des Difluorbenzol -
substituenten

T I I S S S S I S S O R M
3545 3540 3535 3530 3525 3520 3515 3510 3505
n[Hz]
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Abbildung 60: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 500,13 MHz *H-Spektrum
des Fluconazols bei Eigen-pH, Protonen Hs und Hs des Difluorbenzol-

substituenten
— 1 /"7
3416 3412 3408 3404 3400 3396 3392 3388
n [Hz]
—— 1 T """
3416 3412 3408 3404 3400 3396 3392 3388
n [Hz]

Abbildung 61: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 500,13 MHz *H-Spektrum
des Fluconazols bel Eigen-pH, Proton H, des Difluorbenzol substituenten
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Abbildung 62:  experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 500,13 MHz "H-Spektrum
des Fluconazols bei Eigen-pH, Protonen Hg und Hg' der Methylenbriicken

Zur besseren Handhabung wird die Struktur des Fluconazols in Fragmente zerlegt, die ge-
trennt voneinander iteriert werden. Dies sind der Difluorbenzolsubstituent, die Triazolringe
sowie die Methylenbriicken. Da der HDO-Peak inmitten des AB-Systems der Methy-
lenbriicken liegt, wird dieser als zusétzliches Fragment simuliert und iteriert.

Die Ergebnisse der Iteration des hochaufgel dsten *H-NMR-Spektrums des Fluconazols bei
Eigen-pH sind in den folgenden Tabellen angegeben.
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Parameter

Spins ni [HZ] Fehler [+HZ] di [ppm] di [ppm] [76]

3 3522,943 0,00117 7,044 6,86

4 3401,856 0,00114 6,802 7,16

5 3528,840 0,00124 7,056 7,18
6a/6'a 2364,769 0,01405 4,728 4,73
6b/6'b 2484,349 0,01447 4,967 4,55

7 4165,083 0,00099 8,328 8,30

8 3930,194 0,00099 7,858 7,78
HWB Dnyz[Hz] | Fehler [+HZ]

3 0,882 0,00226

4 0,811 0,00217

5 0,917 0,00150
6a/6'a 1,376 0,01982
6b/6'b 1,403 0,02843

7 0,831 0,00178

8 0,836 0,00180

Tabelle 25: iterierte Resonanzfrequenzen und Halbwertsbreiten des 500,13 MHz *H-

Die Resonanzlage des HDO-Peaks wird zu 2390,621 Hz bel einer Halbwertsbreite von
0,471 Hz bestimmt. Obwohl der HDO-Peak al's zusétzliches Fragment simuliert und iteriert
wurde, weisen die ermittelten Resonanzfrequenzen und Halbwertsbreiten fir das AB-
System der Methylenbriicken einen signifikant grof3eren Fehler auf. Dieser Befund bestd-
tigt sich ebenfalls fir die aus diesem System zu bestimmende K opplungskonstante 23y fir
die Protonen 6a,6b bzw. 6'a,6'b. Die in [76] angegebenen Resonanzfrequenzen wurden in
DMSO-ds as Losungsmittel bestimmt. Aufféllig ist, da3in dieser Literaturstelle die Proto-

nen Hs und H, beztiglich ihrer Resonanzlage vertauscht zugeordnet werden. Der Vergleich
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der Simulation und der experimentellen Spektren beweist jedoch eindeutig die in dieser

Arbeit getroffene Zuordnung.

"J Jik Ji [HZ] Fehler [+HzZ] | Ji [HZ] [69]
33en 13 12,307 0,00174 9,419
A 14 -0,859 0,00209 -0,807
“Jen 1,5 9,248 0,00168 6,627
3Jen 23 8,885 0,00160 9,419
33en 24 8,128 0,00230 8,433
ey 2,5 6,429 0,00136 6,627
gy 34 2,579 0,00133 2,443
SJun 35 0,289 0,00271 0,338
3Jun 45 8,916 0,00159 8,425
2Inn 6a,6b; -14,824 0,02030 14,5[76]

6'a6'b

Tabelle 26: iterierte K opplungskonstanten des 500,13 MHz *H-NM R-Spektrums des
Fluconazols bei Eigen-pH

Difluorbenzol | Methylenbriicke Triazol
Final Sum of Squares 14,1615 4,7529 39,0347
Number of Spectral Points 6679 5826 9131
Standard Deviation of 0,0461 0,0286 0,0654
Measurements
R—Factor (%) 0,1294 0,4461 1,0433
Tabelle 27: Statistische Informationen zu den Iterationen der Fragmente des Flucona-

zols bei Eigen-pH
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Weiterhin werden zur NM R-spektroskopischen Untersuchung des Fluconazols im Alkali-
schen 6,2 mg der Substanz in 0,75 ml 1M TMAOD gelést. Am DRX 500 werden nun
hochaufgel 6ste *H-NMR- und *°F-NM R-Spektren aufgenommen.

Die Aufnahme- bzw. Prozessierungsparameter der hochaufgel6sten *H-NMR- und *°F-

NM R-Spektren sind in der folgenden Tabelle angegeben.

'H-NMR YF-NMR
ns 64 256
SW [ppm] 10,00 39,95
SW [HZ] 5000,00 18796,99
D 64k 128k
Sl 128k 256k
LB [HZ] 0,1 03

Tabelle 28: Aufnahme- bzw. Prozessierungsparameter

I T T e T T e :
4150 4100 4050 4000
n [Hz]
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Abbildung 63:  experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 500,13 MHz "H-Spektrum
des Fluconazolsin 1M TMAQD, Protonen H; und Hg der Triazol substi-
tuenten

O T T T T T R o o B S S
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n[Hz]

Abbildung 64 experimentelles (oben), simuliertes (unten) 500,13 MHz *H-Spektrum des
Fluconazolsin 1M TMAQD, Proton Hs des Difluorbenzol substituenten
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Abbildung 65:  experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 500,13 MHz *H-Spektrum
des Fluconazolsin 1M TMAQD, Protonen Hz und Hy des Difluorbenzol -
substituenten

T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Abbildung 66: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 500,13 MHz "H-Spektrum
des Fluconazolsin 1M TMAOD, Hg und He der Methylenbriicken

Die Ergebnisse der Iteration des hochaufgel dsten *H-NMR-Spektrums des Fluconazols in

T T T T
2340 2320

T T
2300

T r T r
2280 2260
n [Hz]

1M TMAOD sind in den folgenden Tabellen angegeben.

T T T T T
2240 2220 2200

"J Jik Ji [HZ] Fehler [+Hz] | Ji« [HZ], Eigen-pH
3Jew 1,3 11,961 0,00324 12,307
5Jen 14 -0,651 0,00479 -0,859
ey 15 9,359 0,00406 9,248
3em 23 9,024 0,00322 8,885
3Jew 2,4 8,164 0,00346 8,128
“Jew 25 6,912 0,00237 6,429
gy 34 2,581 0,00178 2,579
®JH 35 0,338 0,00912 0,289
3Jun 45 8,840 0,00273 8,916
ZJnn 6a,6b; -14,034 0,00509 -14,824
6'ab'b
Tabelle 29: iterierte K opplungskonstanten des 500,13 MHz *H-NMR-Spektrums des

Fluconazolsin 1M TMAQOD
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Parameter
Spins n; [HZ] Fehler [+HZ] di [ppm] di [ppm], Eigen-pH
3 3469,670 0,00136 6,938 7,044
4 3432,546 0,00136 6,863 6,802
5 3704,489 0,00142 7,407 7,056
6a/6'a 2230,492 0,00367 4,460 4,728
6b/6'b 2343,491 0,00343 4,686 4,967
7 4143,119 0,00483 8,284 8,328
8 3926,457 0,00433 7,851 7,858
HWB Dny, [HZ] Fehler [tHZ]
3 1,403 0,00468
4 1,184 0,00424
5 1,473 0,00452
6a/6'a 2,136 0,00732
6b/6'b 2,038 0,00684
7 1,796 0,00947
8 1,671 0,00850
Tabelle 30: iterierte Resonanzfrequenzen und Halbwertsbreiten des 500,13 MHz *H-

Spektrums des Fluconazolsin 1M TMAOD
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Difluorbenzol | Methylenbriicke Triazol
Final Sum of Squares 33,5134 246,4364 432,1947
Number of Spectral Points 3842 6022 9460
Standard Deviation of 0,0936 0,2024 0,2138
M easurements
R—Factor (% ) 0,1057 1,6590 6,2161

Tabelle 31: Statistische Informationen zu den Iterationen der Fragmente des Flucona-

zolsin 1M TMAQOD

In den folgenden Abbildungen werden die experimentellen und simulierten 470,59 MHz

F-NMR-Spektren des Fluconazols bei Eigen-pH gezeigt.

e e L o e o e |
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Abbildung 67: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 470,59 MHz °F-Spektrum
des Fluconazols bel Eigen-pH, Ausschnitt des Fluoratoms Fy

T T T S S S S T E o T [ B o S
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Abbildung 68: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 470,59 MHz *F-Spektrum
des Fluconazols bel Eigen-pH, Ausschnitt des Fluoratoms F,
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Par ameter

Spins ni [HZ] Fehler [tHZ] di [ppm] Dnyz [HZ] | Fehler [xHZ]
1 -51231,242 0,00551 -108,866 1,747 0,00555
2 -52051,724 0,00438 -110,610 0,965 0,00290
"J Jk Jk [HZ] Fehler [+HZ]

“Jer 1,2 8,724 0,00406

33 1,3 12,248 0,00396

A 14 ni. n.i.

“Jen 15 9,459 0,00628

$Jkn 2,3 8,918 0,00437

8Jen 24 8,115 0,00186

“Ien 25 6,466 0,00181

Tabelle 32: iterierte Resonanzfrequenzen, Kopplungskonstanten und Halbwertsbreiten

Final Sum of Squares

des 470,59 MHz *°F-NM R-Spektrums des Fluconazols bei Eigen-pH

Number of Spectral Points
Standard Deviation of M easurements
R—Factor (% )

96,1272
18497
0,0721
0,9590

Firr die “J+ Kopplung wurde im Einklang mit Literaturstelle [69] und [80] ein positives

Vorzeichen gefunden. Die ®Jr-Kopplung wurde nicht iteriert, da die Freigabe des Para-

meters zu nicht sinnvollen Ergebnissen fuhrte. Stattdessen wurde der durch Simulation und

Iteration des *H-Spektrums ermittelte Wert der *Jry-K opplung festgehalten.

In den folgenden Abbildungen werden die experimentellen und simulierten 470,59 MHz

F-NMR-Spektren des Fluconazolsin 1M TMAOD gezeigt.
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Abbildung 69: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 470,59 MHz *F-Spektrum
des Fluconazolsin 1M TMAQOD, Ausschnitt des Fluoratoms F;
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Abbildung 70: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 470,59 MHz “°F-Spektrum
des Fluconazolsin 1M TMAOD, Ausschnitt des Fluoratoms F,

Parameter

Spins ni [HZ] Fehler [tHZ] di [ppm] Dnyz [HZ] | Fehler [xHZ]
1 -50817,070 0,00652 -107,986 2,779 0,01461
2 -53423,319 0,00451 -113,524 1,926 0,00593
"J Jk Jk [HZ] Fehler [+HZ]

e 1,2 8,020 0,00963

3Jew 13 11,950 0,00665

®Jey 14 -1,366 0,0156

Jew 15 9,411 0,00979

3Ien 23 9,040 0,00485

3Jew 2,4 8,134 0,01279

“Jew 25 6,977 0,00425

Tabelle 33: iterierte Resonanzfrequenzen, Kopplungskonstanten und Halbwertsbreiten

des 470,59 MHz *°F-NM R-Spektrums des Fluconazolsin IM TMAOD

Final Sum of Squares 38,3826
Number of Spectral Points 6396
Standard Deviation of M easurements 0,0775
R—Factor (% ) 0,2561

110



2.6.3 NMR-kontrollierte Titration von Fluconazol
Die analytischen Daten firr die 470,59 MHz °F{*H}- bzw. 500,13 MHz *H-NMR-kon-
trollierte Titration des Fluconazols vs. 1,0 M TMAOH sowie die Aufnahme- und Prozes-

sierungsparameter sind in den folgenden Tabellen angegeben.

Vorlagevolumen 25,00 mi

Titrator TMAOH
Czg: 0,98396 mol/l

Vzmax: 6,16 ml

Ligand in der Vorlage 151,9 mg
Ny, : 0,496 mmol

Cy.: 0,02 mol/l

Séurezusatz in der Vorlage | 2,65 ml 0,95320 mol/l HCI
Nys: 2,526 mmol

cys 0,10 mol/l
lonenzusatz 2,749 TMACI
Ny, 25 mmol
Cyi: 1,0 mol/l
PKs, 1,472
PKs, 1,878
PKs, 12,509
Anzahl der NM R-Experimente 127

Tabelle34:  Experimentelle Parameter der 470,59 MHz °F{ *H} - bzw. 500,13 MHz
"H-NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5, * Werte mit Canpod
bestimmt
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BF-NMR 'H-NMR
ns 16 32
SW [ppm] 4391 12,02
SW [HZ] 20661,16 6009,62
™ 64k 64kk
S 128k 64k
LB [HZ] 1 01

Tabelle35:  Aufnahme- und Prozessierungsparameter der 470,59 MHz “°F{*H} - bzw.
500,13 MHz *H-NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5

Aufgrund des schlechten Signal zu Rausch-Verhaltnisses muf jedes der 127 erhaltenen *H-
NM R-Spektren von Hand phasen- und basislinienkorrigiert werden.

Abbildung 71 zeigt die potentiometrische Titrationskurve der NMR-kontrollierten Titration
des Fluconazols 5 vs. 1M TMAOH.

400
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Abbildung 71: Potentiometrische Titration von Fluconazol 5 vs. 1M TMACOH
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Abbildung 72: c¢,t-Diagramm (oben), c,pH-Diagramm (unten) der 470,59 MHz *F{H} -
und der 500,13 MHz *H-NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5
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Abbildung 73: t,d-Stackplot (oben), pH,d-Stackplot (unten) der 470,59 MHz *F{*H}-
NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5
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Abbildung 74: Ausschnitt aus dem t,d-Stackplot der 470,59 MHz “°F{*H}-NMR-

kontrollierten Titration des Fluconazols 5; Fluoratome F; (oben) und F,
(unten)
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Abbildung 75: t,d-Konturplot (oben), pH,d-Konturplot (unten) der 470,59 MHz “°F{*H} -
NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5
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Die Bestimmung der ionenspezifischen *°F-chemischen Verschiebungen des Fluconazols
mit den aus der potentiometrischen Prézisionstitration ermittelten pKs-Werten ergab nur

eine maRige Ubereinstimmung der experimentellen mit den berechneten Daten.

-107,4
-107,5
-107,6
-107,7
-107,8

-107,9

Chem. Verschiebung dr [ppm]

-108,0 4

-108,1 ‘ T T T ‘ ‘
Titrationsgrad t

Abbildung 76: unbefriedigende Anpassung der experimentellen und berechneten *°F-
chemischen Verschiebungen mit den aus der potentiometrischen Prézisi-
ongtitration ermittelten pKs-Werten

Problematisch bei der Auswertung der potentiometrischen Daten des Fluconazols ist die
Tatsache, dal? die drei pKs-Werte im Grenzbereich des analytischen Fensters der potentio-
metrischen Titration liegen. Die in den pH-Fenstern 0-2 bzw. 12-pKy liegenden pKs-
Werte kénnen jedoch aus der potentiometrischen Messung mit der Glaselektrode nicht be-
friedigend genau bestimmt werden.

Aus diesem Grund mul3 zur Auswertung der NMR-kontrollierten Titration ein anderer
Weg beschritten werden, denn zur L6sung des Problems bendtigt man eine weitere Obser-
vable, die zusétzliche Informationen Uber das Protolyseverhalten des Fluconazols liefert.
Einen alternativen Lésungsweg bietet das Programm Canpod von Hermens [22] an, wel-
chesin der Lage ist, sowohl die Daten der Potentiometrie als auch die kernresonanzspekt-
roskopischen Daten zu beriicksichtigen. Da das Programm Canpod nur mit einem NMR-

Parameter arbeiten kann, werden die beiden Fluorresonanzfrequenzen in zwei getrennten
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Rechnungen ausgewertet. Hierbei werden sowohl ionenspezifische Verschiebungen as
auch Stabilitétskonstanten erhalten. Da das verwendete Programm Canpod die chemische
Verschiebung nur eines Kerns berlicksichtigen kann, erhdlt man durch Auswertung der je
zwel Signale in der 'H-NMR- und *°F{*H}-NMR-kontrollierten Titration insgesamt vier
bzw. nach Mittelung sechs L ésungen.

Die Auswertung mit Canpod liefert die folgenden logb-bzw. pKs-Werte.

Lésung Iteration logb; logb, logbs

1 Fluoratom Fy 12,522 14,238 15,866

0,021 +0,260 +0,108

2 Fluoratom F, 12,494 14,533 15,851

+0,006 +0,157 +0,127

3 Mittelwert Fy 12,509 14,387 15,859

+0,011 +0,152 +0,083

Tabelle36:  mit Canpod ermittelte logb-Werte aus der 470,59 MHz **F{*H}-NMR-
kontrollierten Titration des Fluconazols 5

Ldsung Iteration pKs1 pPKs pKss

1 Fluoratom F, 1,628 1,716 12,522

+0,282 10,261 +0,021

2 Fluoratom F, 1,318 2,039 12,494

+0,202 +0,157 +0,006

3 Mittelwert Fy 1,472 1,878 12,509

+0,173 +0,152 +0,011

Tabelle37:  mit Canpod ermittelte pKs-Werte aus der 470,59 MHz **F{*H} -NMR-
kontrollierten Titration des Fluconazols 5
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L 6ésung Iteration logh; logb, loghs

1 Proton H- 11,982 14,189 15,337

+0,050 +0,106 +0,107

2 Proton Hg 11,687 13,853 15,007

10,091 +0,132 +0,132

3 Mittelwert Hy 11,835 14,021 15,172

+0,052 +0,085 +0,085

Tabelle38:  mit Canpod ermittelte logb-Werte aus der 500,13 MHz *H-NMR-
kontrollierten Titration des Fluconazols 5

L 6sung Iteration pKs1 pKs2 PKs3

1 Proton H 1,148 2,207 11,982

0,151 +0,117 +0,050

2 Proton Hg 1,154 2,166 11,687

+0,187 +0,160 +0,091

3 Mittelwert Hy 1,151 2,187 11,835

0,120 +0,100 +0,052

Tabelle 39: mit Canpod ermittelte pK <-Werte aus der 500,13 MHz *H-NMR-
kontrollierten Titration des Fluconazols 5

Die mit Canpod aus der 470,59 MHz °F{*H}-NMR- bzw. der 500,13 MHz *H-NMR-
kontrollierten Titration bestimmten logb- und pKs-Werte weichen sichtbar voneinander ab.
Der dritte pKs-Wert, welcher die Deprotonierung der Alkoholfunktion beschreibt, wird aus
den *F{*H} -NMR-Daten zu 12,509; aus den *H-NMR-Daten jedoch zu 11,835 bestimmt.
Anaoges gilt fir die Bestimmung der pKs-Werte der beiden Triazol substituenten.

Mit den ermittelten logb-Werten werden die **F{*H}-NMR- und 'H-NMR-Titrations-

kurven simuliert und den experimentell ermittelten chemischen Verschiebungen gegen-
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Ubergestellt. Als Gutekriterium der Anpassung von experimenteller und simulierter Titrati-

onskurve dient der RMS-Wert. der in der folgenden Tabelle angegeben ist.

L dsung RMSder Simulation RMSder Simulation
(verwendete logb) von dg, von dg,
= 0,003736 0,054988
F, 0,009438 0,008045
Fu 0,005743 0,029966
Hwm 0,157791 0,549267
L dsung RMSder Simulation RMSder Simulation
(verwendete logb) von dy, von dy,
H7 0,001578 0,002071
Hs 0,004378 0,001439
Hwm 0,002783 0,001625
Fu 0,056290 0,032876

Tabelle 40: RMS-Werte bei Verwendung unterschiedlicher logb-Werte zur Simulation
der *F{*H}-NMR- bzw. *H-NMR-Titrationskurve des Fluconazols 5
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Abbildung 77: d,t-Diagramm (oben) d,pH-Diagramm (unten) fir das Fluoratom F, der

470,59 MHz “*F{ *H}-NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5
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Chem. Verschiebung d: [ppm]

Titrationsgrad t
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Abbildung 78: d,t-Diagramm (oben) d,pH-Diagramm (unten) ) fir das Fluoratom F, der
470,59 MHz *F{*H} -NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5

Tabelle 40 und Tabelle 42 zeigen die Ergebnisse der 470,59 MHz °F{*H}-NMR-kon-

trollierten Titration des Fluconazols 5.
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Gauss-Elimination Canpod
Spezies | Gradient dr [ppm] +edr [ppm] dr [ppm] +edr [ppm]

HaL** -107,97 0,002 -107,99 0,010
Dy 0,08 0,04

HoL* -108,05 0,002 -108,03 0,016
D, 0,00 0,03

HL -108,05 0,001 -108,06 0,004
Ds -0,8 -0,78

L -107,25 0,001 -107,28 0,012

Tabelle 41: Mit L&sung Fyv berechnete ionenspezifische NMR-Parameter d; und
Deprotonierungsgradienten D; fir das Fluoratom F; der 470,59 MHz
19F{*H} -NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5

Gauss-Elimination Canpod
Spezies | Gradient dr [ppm] +edr [ppm] dr [ppm] +edr [ppm]

Hal 2 -108,75 0,008 -108,62 0,066
Dy 0,86 0,91

HoL* -109,47 0,009 -109,53 0,051
D, 0,61 0,42

HL -110,00 0,003 -109,95 0,005
Ds 3,14 2,89

L -113,00 0,003 -112,84 0,013

Tabelle42:  Mit Losung Fy berechnete ionenspezifische NMR-Parameter d; und Depro-
tonierungsgradienten D fiir das Fluoratom F der 470,59 MHz °F{ H} -
NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5
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Abbildung 79: HWAB,t-Diagramm (oben), HWB,pH-Diagramm (unten) fur das Fluoratom

F. der 470,59 MHz *F{*H} -NMR kontrollierten Titration des Fluconazols
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Abbildung 80: HWAB,t-Diagramm (oben), HWB,pH-Diagramm (unten) fur das Fluoratom
F, der 470,59 MHz *F{*H} -NMR kontrollierten Titration des Fluconazols
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Abbildung 81: “Je,t-Diagramm (oben), *Jer,pH-Diagramm (unten) fiir das Fluoratom Fy
der 470,59 MHz *F{*H} -NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5
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Abbildung 82:  “Jer,t-Diagramm (oben), *Jer,pH-Diagramm (unten) fiir das Fluoratom F,
der 470,59 MHz F{*H} -NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5
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Abbildung 83: t,d-Stackplot (oben), pH,d-Stackplot (unten) der Protonen H7 und Hg fur
die 500,13 MHz *H-NMR-kontrollierte Titration des Fluconazols 5
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Abbildung 84: t,d-Konturplot (oben), pH,d-Konturplot (unten) der Protonen H; und Hg
fir die 500,13 MHz "H-NMR-kontrollierte Titration des Fluconazols 5
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Abbildung 85: d,t-Diagramm (oben) d,pH-Diagramm (unten) fiir das triazolische Proton

H- der 500,13 MHz *H-NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5
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Abbildung 86: d,t-Diagramm (oben) d,pH-Diagramm (unten) fir das triazolische Proton

Hg der 500,13 MHz *H-NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5

Die Ergebnisse der 500,13 MHz 'H-NMR-kontrollierten Titration firr die triazolischen

Protonen H7 und Hg des Fluconazols 5 sind in den folgenden Tabellen dargestellt.
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Gauss-Elimination Canpod
Spezies | Gradient | dy[ppm] | *edy[ppm] | du[ppm] | zedn [ppm]

HaL** 9,50 0,005 9,74 0,019
D, 0,67 0,94

HoL* 8,83 0,006 8,80 0,025
D, 0,42 0,39

HL 841 0,002 841 0,001
Ds 0,07 0,05

L 8,34 0,002 8,36 0,001

Tabelle 43: Mit Lésung Hw berechnete ionenspezifische NMR-Parameter d; und

Deprotonierungsgradienten D fiir das Proton H; der 500,13 MHz *H-

NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5
Gauss-Elimination Canpod
Spezies | Gradient | dy[ppm] | zedy[ppm] | du[ppm] | zedn [ppm]

HaL > 8,59 0,003 8,72 0,018
Dy 0,40 0,55

HoL* 8,19 0,004 8,17 0,017
D, 0,26 0,24

HL 7,93 0,001 7,93 0,001
Ds 0,02 0,01

L 7,91 0,001 7,92 0,001

Tabelle 44: Mit Lésung Hw berechnete ionenspezifische NMR-Parameter d; und

Deprotonierungsgradienten D fiir das Proton Hg der 500,13 MHz *H-
NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5
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Abbildung 87: HWB,t-Diagramm (oben), HWB,pH-Diagramm (unten) fir das triazoli-

sche Proton H- der 500,13 MHz *H-NMR-kontrollierten Titration des Flu-
conazols 5

133



2,6 q

24 .
g L] LA L] o o o
T ° ° o0 ® ®oeo
% 212 - L] L4 (X ] o oo L] o o
_‘g o e o o0 o [}
‘8 oe o o ® o L] L] L]
= @®e o e 0 we ®e o .
% oes o e o o ®woo ®o
T 201 - o (] o omeo o o .
L] see o ®» oo L o L]
L] oo o L] L] L]
18 \ \ \ \ \ \
-3 -1 1 3 5 7 9
Titrationsgrad t
2,6 -
N 24+ .
g e o o L] L]
I ® owe oo .
% 22 | mess o L] Y]
5 - ane .
g eow - (]
= L] - o
% L ]
T 20
oamn
o
1,8 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
pH
Abbildung 88: HWAB,t-Diagramm (oben), HWB,pH-Diagramm (unten) fur das triazoli-

Auswertung der

sche Proton Hg der 500,13 MHz *H-NMR-kontrollierten Titration des Flu-
conazols 5

HWB,t- bzw. HWB,pH-Diagramme sind vermutlich erst nach Datengl&t-

tungsversuchen signifikant. Dies soll umgehend nach AbschluR3 der Dissertation erfolgen.
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Abbildung 89: t,d-Stackplot (oben), pH,d-Stackplot (unten) der Protonen Hs, Hs und Hs
fiir die 500,13 MHz *H-NMR-kontrollierte Titration des Fluconazols 5
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Abbildung 90: t,d-Konturplot (oben), pH,d-Konturplot (unten) der Protonen Hs, H, und
Hs fur die 500,13 MHz *H-NMR-kontrollierte Titration des Fluconazols 5

Die Titrationskurve der “°F{*H}-NMR-kontrollierten Titration zeigt bei Deprotonierung

der Alkoholfunktion im alkalischen Milieu eine signifikante Anderung der *°F-chemischen
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Verschiebung, wahrend die Deprotonierung der Triazolsubstituenten im Sauren keine
mafgebliche Anderung der *°F-chemischen Verschiebung bewirkt. Die *H-NMR-Titra
tionskurve zeigt durch eine deutliche Anderung der 'H-chemischen Verschiebung die
Deprotonierung der Triazolsubstituenten an. Im Alkalischen &ndert sich hingegen die *H-
chemische Verschiebung nicht signifikant.

Parameter, die keinen oder nur geringen Einflul? auf die Mef3werte haben, sind gar nicht o-
der nur ungenau bestimmbar. Die Anderung der *°F-chemischen Verschiebung ist demnach
geeignet, um als Sensor die Deprotonierung der Alkoholfunktion zu verfolgen, jedoch un-
geeignet, um die Deprotonierung der Triazolsubstituenten zu verfolgen. Analog ist zur Be-
stimmung der beiden sauren pKs-Werte die Anderung der *H-chemischen Verschiebung
mit einem geringeren Fehler behaftet. Kombiniert man nun die beiden sauren pKs-Werte,
die aus der'H-NMR-kontrollierten Titration ermittelt wurden, mit dem alkalischen pKs
Wert, der aus der *°F{*H}-NMR-kontrollierten Titration bestimmt wurde, kommt man zu

der in nachfolgender Tabelle dargestellten Kombination HF.

Hwm Fwm HFk
pKs1 1,151 1,472 1,151
pPKs 2,187 1,878 2,187
pPKs3 11,835 12,509 12,509

Tabelle 45: pKs-Werte der Lésungen Hy, Fv und HF¢

In den folgenden Tabellen werden die mit den Ldsungen Ry bzw. Hy und HF¢ ermittelten
ionenspezifischen chemischen Verschiebungen d fir die Fluoratome F; und F, und die
Protonen H7 und Hg gegentibergestel It.

Tendentiell liefert die Verwendung der logb-Werte bzw. pKs-Werte der Lésung HF« ge-
ringfiigig kleinere RMS-Werte und Standardabweichungen und scheint somit das geeig-

netere Modell zur Beschreibung des Fluconazols zu sein.
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F1 F2
Fu HF Fu HF

Spezies | de[ppm] | de [ppm] de [ppm] de [ppm]
Hal 2 -107,99 -107,97 -108,62 -108,45
+0,010 +0,004 +0,066 +0,008

H,L™* -108,03 -108,03 -109,53 -109,54
+0,016 40,002 10,051 10,004

HL -108,06 -108,06 -109,95 -109,96
+0,004 +0,001 +0,005 +0,002

L -107,28 -107,28 -112,84 -112,87
+0,012 10,001 10,013 40,002
RMS 0,005743 0,004158 0,029966 0,008200

Tabelle 46: Gegenuberstellung der mit Losung Fy bzw. HF« berechneten ionenspezi-

fischen “°F-chemischen Verschiebungen d; fiir die Fluoratome Fy und F;
der 470,59 MHz **F{*H} -NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5

Hz Hg
H M H FK H M H FK
Spezies | du[ppm] | dn [ppm] dw [ppm] dw [ppm]
Hal % 9,74 9,73 8,72 8,72
+0,019 +0,002 +0,018 +0,002
HoL* 8,80 8,81 8,17 8,17
+0,025 +0,001 +0,017 +0,001
HL 8,41 8,41 7,93 7,92
+0,001 +0,001 +0,001 +0,001
L 8,36 8,35 7,92 7,91
+0,001 +0,001 +0,001 +0,001
RMS 0,002783 0,001995 0,001625 0,001768
Tabelle 47: Gegenuberstellung der mit Losung Hw bzw. HF« berechneten ionenspezi-

fischen *H-chemischen Verschiebungen di firr die Protonen H; und Hg der
500,13 MHz *H-NMR-kontrollierten Titration des Fluconazols 5
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3 Konformationsanalytische Unter suchungen an fluo-
rierten Aminocarbonsiuren und ihren nicht-fluorier-
ten Stammver bindungen mittels NM R-M ethoden

3.1 Theorie

Die vicinale Kopplungskonstante 3J wird im wesentlichen von vier Faktoren beeinfluf.
Sie ist abhéngig vom Diederwinkel f zwischen den betreffenden CH-Bindungen, der Bin-
dungslange, den HCC-Vaenzwinkeln q und g sowie der Elektronegativitdt der Substi-
tuenten R am HC-CH-Fragment.

Zahlreiche empirische Korrelationen zwischen vicinalen Kopplungskonstanten und der
Konformation eines Molekils sind in der Literatur bekannt.

Die erste Theorie, die Strukturaussagen anhand von NMR-Daten ermdglichte, wurde von
Karplus [81], [82] aufgestellt und beinhatet die Abhangigkeit der GrolRe der vicinalen
Kopplungskonstanten J vom Diederwinkel f. Vor allem bel der Konformations- und Kon-
figurationsanalyse von Ethanderivaten und gesattigten Sechsringen, insbesondere Zuckern,
wird die Karplus-Beziehung mit Erfolg angewendet und kann quantitativ wie folgt formu-

liert werden:

3], = Avcosf +Bscosf +C (39)

Ausgehend von der Karplus-Gleichung stellten Pachler und Altona erweiterte Karplus-
analoge Beziehungen auf, die unter Berticksichtigung der Elektronegativitét Substituente-
neinflUsse auf die Grof3e der vicinalen Kopplungskonstante J quantifizieren [83]-[88].

Durch Einbeziehung der Substitutionen

AL=A
A—IH >FHH =B (40)
A—IH + IHH =C

erhdlt man die Schreibweise nach Gleichung (41), die sich in der Praxis bewghrt hat.
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3Jun = A >(costf +Fyocodf +F'y) (41)

Fur Juw sind folgende Werte empirisch ermittelt worden [89]:

FHH =- 0,1
FIHHZO

(42)

Ermittelt man nun experimentell den Wert fir den Parameter Ay, so erhélt man eine sub-
stanzspezifische Karpluskurve. Beispielhaft ist in Abbildung 91 der Verlauf der Lin-
Karpluskurve fur Butanséure wiedergegeben.

0 60 120 180 240 300 360
Diederwinkel [°]

Abbildung 91: 3JLin-Karplus-Kurve firr das 1. Segment der Butanséure
Aun = 1451 Fyy=-0.1, Fyu=0

In Bezug auf eine Spiegelachse bel 180° ist die Lin-Karplus-Kurve spiegelsymmetrisch.
Aus dem Kurvenverlauf folgt direkt, da3 der Betrag einer trans->Jy-Kopplung immer gré-
Rer als der einer gauche->Jy-Kopplung ist.

Unter Verwendung von J(f ) fur die diederwinkelabhéngige Kopplungskonstante und H(f)
fur die Haufigkeitsverteilung kann die dynamisch gemittelte observable Kopplungskon-

stante Jons Nach Lin wie folgt formuliert werden [90]-[92]:
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; Q" %3y HE )
o § H (@ )df

(43)

Dabei steht der verwendete Winkel f fur den Diederwinkel zwischen den koppelnden Ker-
nen.
Ausgehend von der Boltzmannverteilung kann die statistische Haufigkeit der individuellen

Rotamere durch folgende Funktion ausgedriickt werden,

H()=e Ef V/RT (42

Zur Beschreibung der Anderung der potentiellen Energie E(f ) bei Drehung um die zentrale
C-C-Bindung eignet sich nach Tabacic [93],[94], Héagele, Dolhaine [95] und Engelhardt
[89] eine Potentialfunktion vom Gwinn-Pitzer-Typ [96].

Ef)_ ¢ 5 A
a7 2 JcosF - 1+ sfoosf - U+g >§cos‘§f - %p g 13 (45)

Die von Lin [92] abkirzend in obiger Gleichung eingefiihrten Gréf3en a , b, g sind durch
folgende Terme gegeben zu

a—VO b:vl , g:V2

- ] ' (46)
2RT 2RT 2RT

wobel V, die Rotationsbarriere im unsubstituierten Ethan repréasentiert, die von Wilson [97]
zu 3,0 keal bestimmt wurde und bel T = 300 K fir den Parameter a die dimensionslose
Grofe von 2,5 ergibt. Vi und V, stellen die maximalen Wechselwirkungsenergien dar, die
durch dipolare Wechselwirkungen der K ohlenstoff-Substituent-Bindungen bezogen auf die
zentrale Kohlenstoff-K ohlenstoff-Bindung resultieren.

Betrachtet man nun ein 1,1,2-trisubstituiertes Ethangertist der Form CHXZ-CH,Y, so gibt
der erste Summand der Gleichung (45) die Wechselwirkung der Rotation des reinen Ethan-
skeletts wieder. Der zweite Summand, der den Faktor b beinhaltet, gibt die Wechselwir-
kung zwischen den Substituenten X und Y an, und der Faktor g spiegelt die Wechselwir-

kung zwischen den Substituenten Z und Y wieder.
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Betrachtet man den Ethanrotor bzw. monosubstituierte Ethangeriiste, 1,2-disubstituierte
EthangerUste und 1,1,2-trisubstituierte Ethangertiste, so ergeben sich folgende Parameter,

die von Null verschieden werden:

a b g
1 X-H>C-CH3 ai 0 0
2 X-H,C-CHz-Y ap b, 0
3 X-H,C-CH-YZ as b3 &

Dabei stellt Lin folgende Axiome auf:
a;= a,= as

b, = bs
Um das System vollstandig zu beschreiben, miissen fur ein 1,2-disubstituiertes Ethangerist
die Parameter Ay und b bestimmt werden (g=0). Experimentell sind fir dieses System
zwel unterscheidbare J.-Kopplungen zugénglich, so daR mathematisch ein |osbares
Gleichungssystem von zwei Bestimmungsgleichungen mit zwei Unbekannten resultiert.
Fur ein 1,1,2-trisubstituiertes Ethangeruist gelingt dies jedoch nicht. Fir dieses System lie-
gen ebenfalls zwei unterschiedliche 2Ju-Kopplungen vor, jedoch miissen nun die Para-
meter Ay, b und g ermittelt werden. Daraus resultiert nun ein Gleichungssystem von zwei
Bestimmungsgleichungen mit drei Unbekannten, welches nunmehr unterbestimmt und so-
mit nicht 16sbar ist. An dieser Stelle behilft man sich mit der Tatsache, dal? vergleichbare
Substanzen auch vergleichbare Karpluskurven besitzen und Gbernimmt einen der Parame-
ter b oder g von einem strukturverwandten EthangerUst.
Im Folgenden ist der Weg, der zur Bestimmung der Lin-Karplus-Parameter der Zielverbin-
dungen beschritten werden mufdte, naher erlautert.
Wiein Abbildung 92 gezeigt kdnnen die Derivate der Butanséaure, die die erste hier unter-
suchte Verbindungsklasse darstellt, allgemein mit X = H,F und Y = H, NH3" formuliert

werden.
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Ll
X C, C, C C,00
T
H H Y
a, a,

Abbildung 92:  Struktur der Butansdurederivate

Bel der konformationsanalytischen Untersuchung dieser Verbindungsklasse wird festge-
legt, da3 der Winkel a; die Konformation an Segment 1 und der Winkel a, die
Konformation an Segment 2 angibt. Im Gegensatz zum Molecular Modelling, welches ale
Rotationsfreiheitsgrade gleichzeitig berticksichtigt, wird bel einer Lin-Karplus-Analyse
jewells nur die Rotation um eine definierte Bindung untersucht.

Bei allen untersuchten Vertretern dieser Substanzklasse ist die Konformation an Segment 1
durch Lin-Karplus-Analyse zugénglich, im Fall der beiden in gStellung fluorierten
Verbindungen werden ebenfalls Aussagen Uber die vorliegende Konformation an Segment
2 getroffen.

Ziel der Untersuchung ist es, Aussagen Uber die Konformation am 1. Segment der 2-
Amino-4-fluorbutansdure machen zu kénnen. Da es sich bei dieser Verbindung jedoch um
ein 1,1,2-trisubstituiertes Ethangertist handelt, muf® der Parameter b oder g von einem
strukturverwandten Ethangerlist ibernommen werden.

Ideal hierfir wére die 4-Fluorbutansdure gewesen, die mir jedoch nicht zugénglich war.
Strukturverwandt zur Zielverbindung sind ebenfalls die 2-Aminobutansdure und die Bu-
tanséure. Bel den Verbindungen ist jedoch zu beachteten, dal? sich diese durch den Fluor-

substituenten am C4-K ohlenstoff unterscheiden.
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Struktur Parameter Ann
Butansdure H3C-CH,-CH,-COOH Ubernommen
X Y berechnet Ay
Ergebnis Ann
2-Aminobutan- | H3C-CH2-CH(NH2)-COOH Ubernommen
saure
X A Y berechnet Ann
Ergebnis Ann
2-Amino-4- | FH,C-CH,-CH(NH,)-COOH |  libernommen Ann
fluorbutan-
saure X z Y berechnet
Ergebnis Ann
Tabelle48:  Tabellarische Ubersicht zur Bestimmung bzw. Ubernahme der Lin-

Karplus-Parameter fur die Butansiurederivate am Segment 1

Zunéchst werden die Parameter Ay und b der Butanséure, welche ein 1,2-disubstituiertes
EthangerUst darstellt, bestimmt. Durch Einbringen eines weiteren Substituenten gelangt
man zum 1,1,2-trisubstituierten Ethangertist der 2-Aminobutanséure. Durch Verwendung
des Parameters b der Butansdure kénnen nun die Parameter Apy und g der 2-Amino-
butanséure ermittelt werden.

Aus den zwei unterscheidbaren Ji-Kopplungen der 2-Amino-4-fluorbutansaure resultie-
ren zwei Bestimmungsgleichungen, jedoch drei Parameter (Aun, b und g) sind zu bestim-
men. In dieser Form ist das System unterbestimmt, es sei denn, ein Parameter der 2-
Aminobutansaure wird tbernommen. Ich habe mich an dieser Stelle entschieden, den Pa-
rameter Apy zu Ubernehmen, da man, auch wenn der Fluorsubstituent einen grofen Einflufd
auf die Elektronendichteverteilung im Molekdl hat, annehmen kann, daf? der Fluorsubsti-
tuent einen grof3eren Einflu? auf die Rotation und damit auf die Rotamerenverteilung hat.
Im Fall der 2-Amino-4-fluorbutansdure und der 2-Amino-4-fluor-2-methylbutansdure sind
zudem Aussagen Uber die vorliegende Konformation am 2. Segment mdglich. Aufgrund
der Methylierung in a-Position sind fr letztere Verbindung jedoch Aussagen zur Konfor-

mation am 1. Segment nicht moglich.
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Die zweite untersuchte Strukturklasse beinhaltet die Abkdmmlinge der 4-Pentenséure, die
mit der in Abbildung 93 gezeigten Struktur in allgemeiner Form beschrieben werden kon-

nen, wobei fiir X = H,Fund Y = H, NH3" gilt.
X

H | m

—C

|
\Cs 4 C;
e ki L

I
i

a, a;

2 C,00

<—0—I

Abbildung 93:  Struktur der 4-Pentensdurederivate

Bei der konformationsanalytischen Untersuchung dieser Verbindungsklasse wird einheit-
lich festgelegt, daf3 der Winkel a; die Konformation an Segment 1 und der Winkel a, die
Konformation an Segment 2 angibt. Bei dieser Struktur ist jedoch im Hinblick auf die
Zielverbindung durch Lin-Karplus-Analyse nur die Konformation an Segment 1 zugang-
lich.

Ziel der Untersuchung ist es, Aussagen Uber die Konformation am 1. Segment der 2-
Amino-4-fluorpent-4-ensdure treffen zu kénnen. Da es sich bei dieser Verbindung jedoch
um ein 1,1,2-trisubstituiertes Ethangerlist handelt, ist dieses System aus oben genannten
Griinden unterbestimmt. Ubernimmt man nun den Parameter b oder g von einem struktur-
verwandten Ethangerlist, so ist das resultierende Glel chungssystem |6sbar.

Ideal hierfur wére die 4-Fluorpent-4-ensdure gewesen, die mir jedoch nicht zuganglich
war. Strukturverwandt zur Zielverbindung sind ebenfalls die 2-Aminopent-4-ensdure und
die 4-Pentensdure. Bel den Verbindungen ist jedoch zu beachteten, dal3 sich diese durch
den Fluorsubstituenten am C,-Kohlenstoff unterscheiden.

Die 4-Pentensdure stellt ein 1,2-disubstituiertes Ethangeriist dar, so dal3 die Parameter Auy
und b problemlos ermittelt werden kénnen. Geht man nun zur 2-Aminopent-4-enséure
weiter und Ubernimmt den zuvor bestimmten Parameter b, dann kénnen die Parameter Apy
und g der 2-Aminopent-4-ensdure bestimmt werden. Bel der Untersuchung der 2-Amino-4-
fluorpent-4-enséure entscheide ich mich aus denselben Griinden wie bel der zuvor unter-
suchten 2-Amino-4-fluorbutansdure dafir, den Parameter Ay der 2-Aminopent-4-ensaure

zu Ubernehmen und die Parameter b und g zu bestimmen.
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Struktur Parameter Auw | b | g

4-Pentensaure H,C=CH-CH,-CH,-COOH Ulbernommen 0

X Y berechnet Ann b

Ergebnis Ann b | O

2-Amino-pent- | H,C=CH-CH2-CH(NH)-COOH | tbernommen b
4-enséure

X Z Y berechnet Ann g

Ergebnis A | b | g

2-Amino-4- | H,C=CF-CH,-CH(NH,)-COOH | Ubernommen | Aun
fluorpent-4-
ensaure X z Y berechnet b | g

Ergebnis Ann b 0

Tabelle49:  Tabellarische Ubersicht zur Bestimmung bzw. Ubernahme der Lin-
Karplus-Parameter fur die 4-Pentenséurederivate am Segment 1

Als Gutekriterium fur die Lin-Karplus-Analyse dient die Summe der Fehlerquadrate, deren

Wert minimal sein sollte. Sie wird wie folgt berechnet:
o 2
Fehlerquadrat = @ (Jperechnet - Jexperimentell)

Alle relativen Haufigkeitsverteilungen wurden auf den Maximalwert normiert. Die relati-
ven Haufigkeiten fur die drei kanonischen Rotamere wurden durch Integration der Vertel-

lungskurve ermittelt.

3.2 Praobenvorbereitung und Mef3bedingungen

Die zur Bestimmung der Karpluskonstanten notwendigen kernresonanzspektroskopischen
Messungen wurden auf einem Bruker Avance DRX 500-Spektrometer der Firma Bruker
Analytische Mefdtechnik GmbH, Rheinstetten durchgefihrt, auf welchem die Mef3frequenz
fir *H-Spektren 500,133 MHz betragt. Um eine bessere Vergleichbarkeit der MeRergeb-

nisse zu gewahrleisten, werden die Messungen ausschliefdlich mit dem QNP-Kopf bei einer
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Temperatur von 300 K durchgefiihrt. Resonanzfrequenzen und K opplungskonstanten wer-
den mit Hilfe der Simulations- und Iterationssoftware WIN-DAISY 4.03 und der Software
WIN-NMR 6.0 ermittelt.

Die benétigte Menge der zu untersuchenden Verbindung wird abgewogen, in 0,75 ml des
entsprechenden L 6sungsmittels gel6st und in ein NM R-Hochprézisionsréhrchen tberfuhrt.
Zur genauen Kalibration der Lage der Resonanzfrequenzen wird die NMR-Probe mit
Tetramethylsilan bel Verwendung von Aceton-ds as Ldsungsmittel bzw. mit dem Natri-
umsalz der 3-(Trimethylsilyl)-1-propansulfonséure bei Verwendung von D,O as L6-
sungsmittel versetzt. Nach ausreichender Verweilzeit der NMR-Probe im Spektrometer zur

Temperierung wurden hochaufgel Gste *H-NM R-Spektren aufgenommen.

Buttersdure | 2-Aminobutanséure | 4-Pentensdure
Substanzmenge 56,2 mg 5,4 mg 24,7 mg
Konzentration 0,850 mol/I 0,070 mol/I 0,329 mol/I
L ésungsmittel D,O D,O Aceton-ds
Anzahl Pulse 64 32 64
Spektrales Fenster 8 ppm 5 ppm 5 ppm
TD 64k 64k 64k
Sl 128k 128k 128k

Tabelle 50: Aufnahmesparameter fiir die Hochprézisionsmessungen

Auf die Verwendung von Windowfunktionen wird in allen Féllen verzichtet.
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3.3 Konformationsanalytische Untersuchungen an Derivaten der Butan-
saure mittelsLin-Karplus-Analyse

3.3.1 Butansdure

H 3
M coo > _coo
H,C 1
H H 2y
Abbildung 94: Struktur und Indizierung der Butansdure
Hy
Ha, Hs
Ha, Hs
—
1200 1100 1000 900 800 700 600 500
n[Hz]
1200 1100 1000 900 800 700 600 500
n[Hz]

Abbildung 95: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) *H-NM R-Spektrum der
Butansaure
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Parameter
Spins Wert Fehler HWB
n; di [ppm] n; [HZ] [xHZ] [HZ]
1 0,921 460,520 0,00048 0,896
2,3 1,604 802,171 0,00103 0,862
45 2,351 1175,694 0,00077 0,853
Jik [HZ]
1,2=13 7,446 0,0008
24=35 7,077 0,00282
25=34 7,611 0,00286
Tabelle51: 500,133 MHz *H-NMR-Daten der Butansiure
Final Sum of Squares 90,1640
Number of Spectral Points 43861
Standard Deviation of M easurements 0,0453
R—Factor (% ) 1,2857
Die kanonischen Rotamere der Butanséure lassen sich wie folgt formulieren:
COO COoO COO
2 CH; 3 H,C
5 4 5 5
3 CH,
| 1]
60° 180° 300°

Abbildung 96: Kanonische Rotamere des 1. Segments der Butanséure
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Indiesem Fall gilt f =y , so dald sich die Kopplungskonstanten in Abhangigkeit vom Die-
derwinkel f ergeben zu:

I ) H (f )df
3= 3(F) 0 () (f)
o H( )af .
. o J(f - 2/ )H (f )df
23,,=J0f -2/3) = -

Die Parameter F = -0,1 und F¢= 0 sind flr die Funktion J(f) vorgegeben, so daf? nur Auy
bestimmt werden muR. Fir die Funktion H(f) sind die Parameter a = 2,5 und g = 0 defi-
niert, b muf3 jedoch ermittelt werden.

Die Ermittlung der Lin-Karplus-Konstanten fir das 1. Segment der Butansdure fuhrte zu

den Ergebnissen, die in Tabelle 52 angegeben sind:

a 25 Ay | 1451

b 0,101 F 01

g 0 F¢ 0
Fehlerquadrat 8,161740°

Tabelle 52: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse

Die in Abbildung 97 gezeigte Lin-Karplus-Kurve erhdt man bei Verwendung der in
Tabelle 52 angegebenen Parameter. Betrachtet wird der Diederwinkel zwischen den Proto-
nen H, und Hs. Die entsprechende Haufigkeitsverteilung ist in Abbildung 98 gezeigt.
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Abbildung 97: 3JLin-Karplus-Kurve firr das 1. Segment der Butanséure:
Ann=14,51; Fpy=-0,1; Fyy =0

0.8

0.6

LY 0 W A W A
)\
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Abbildung 98: Normierte Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere des 1. Seg-
ments der Butanséure

Die 3 kanonischen Rotamere zeigen kaum Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung. Das
Rotamer 11 (180°) ist in der Population leicht bevorzugt. Rotamer | (60°) und Rotamer 11

(300°) sind gleich populiert. Begriindung hierflr ist die enantiomere Beziehung zwischen
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den beiden Stereoisomeren, die damit in einem achiralen Lésungsmittel energetisch nicht
unterscheidbar sind. Das System ist durch eine nahezu freie Rotation gekennzeichnet, wo-
bei Rotamer | und 111 jeweils zu 31,7 % vorliegen und Rotamer |1 zu 36,7 % vorliegt.

Die Energiedifferenz zwischen Rotamer | und Il sowie Rotamer Il und Ill betrégt
0,090 kcal/mol, die Rotamere | und Il sind energiegleich. Die Rotationsbarriere zwischen

den einzelnen Rotameren wird zu 3,009 kcal/mol gefunden.
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3.3.2 2-Aminobutansiure

H coo 4 coo
H.C 1

H NH,* 3

NH,"

Abbildung 99:  Struktur und Indizierung der 2-Aminobutansiure

Ha
Hz, H3
1800 1600 1400 1200 1000 800 600

n [Hz]

1 A

1800 1600 1400 1200 1000 800 600
n [Hz]

Abbildung 100: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) *H-NMR-Ubersichts-
spektrum der 2-Aminobutansdure
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Abbildung 101: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) *H-NM R-Spektrum des

Bereichs des Protons Hy

980 970 960 950 940 930 920 910

n [Hz]
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980 970 960 950 940 930 920 910
n [Hz]

Abbildung 102: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) *H-NM R-Spektrum des
Bereichs der Protonen H, und Hs

n [Hz]

500 495 490 485 480 475
n [Hz]

Abbildung 103: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) *H-NM R-Spektrum des
Bereichs des Protons Hy
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Parameter
Spins Wert Fehler HWB
ni d [ppm] d [ppm] [+HZ] [HZ]
1 0,967 483,493 0,00029 0,655
2 1,898 949,060 0,00347 0,791
3 1,876 938,449 0,00351 0,920
4 3,698 1849,304 0,00111 0,703
Jik [HZ]
1,2 7,691 0,00117
1,3 7,419 0,00119
23 -14,772 0,01476
24 5,238 0,00237
34 6,567 0,00237
Tabelle 53: 500,133 MHz "H-NMR-Daten der 2-Amincbutansiure

Final Sum of Squares
Number of Spectral Points

Standard Deviation of M easurements

R—Factor (% )

Betrachtet man die oben gezeigten Spektren im Bereich der Protonen H; und H,4, so sind
die Halbwertsbreitenunterschiede zwischen experimentellem und simuliertem Spektrum
auffallig. Zudem sind fur das Wasserstoffatom H, Intensitétsunterschiede zwischen expe-
rimentellem und simuliertem Spektrum zu beobachten. Wahrscheinliche Ursache hierfur
konnte eine long-range-K opplung zwischen dem Wasserstoffatom H, und den Protonen H;

der Methylgruppe sein. Diese long-range-Kopplung ist jedoch nicht aufgelést, so dal? sie

32,4008
44626
0,0270
1,1132

durch lteration mit WIN-DAISY nicht bestimmt werden kann.

Die sich ergebenen kanonischen Rotamere der 2-Aminobutansdure sind in Abbildung 104

abgebildet:
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COO COO COO

4 NH,” 4 NH,” 4 NH,
3 CH, 2

I 1l "
60° 180° 300°

Abbildung 104: Kanonische Rotamere des 1. Segments der 2-Aminobutansdure

Dawiederum f =y gilt, formulieren sich die Kopplungskonstanten in Abhangigkeit vom

Diederwinkel f zu:

P I ) H (F ) df
3,,=3(F) 90
§ H(f)df
3 J( - 2/3)H (f )df “
. Q -
33,,=J(f - 2/ ) = .

Fur die Funktion J(f) sind die Parameter F = -0,1 und F¢= 0 definiert, so dal3 nur Ay be-
stimmt werden mu3. Dag? O wird, a zu 2,5 vorgegeben ist und der Wert fir b von der
strukturverwandten Butansdure Gbernommen wird, muR fur die Funktion H(f) der Para-
meter g bestimmt werden.

Die Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse fir das 1. Segment der 2-Aminobutanséure sind

in Tabelle 54 dargestellt:

a 2,5 Apn | 11,14
b 0,101 F 0,1
g 0,394 Fe 0
Fehlerquadrat 3,727140°

Tabelle 54: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse
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Die aus obigen Parametern resultierende Lin-Karplus-Kurve fir die 2-Aminobutansdure
wird in Abbildung 105 gezeigt. Betrachtet wird der Diederwinkel zwischen den Protonen
H und H,. Die Rotamerenverteilung ist in Abbildung 106 graphisch dargestellt:
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Abbildung 105: 3JLin-Karplus-Kurve nach Lin fiir das 1. Segment der 2-Amino-
butansdure: Ay = 11,14; Fyy =-0,1; F 'y =0
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Abbildung 106: Normierte Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere des
1. Segments der 2-Aminobutansdure
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Aus der Lin-Karplus-Analyse ergibt sich, dal3 das Rotamer Il mit 45,0% am haufigsten
populiert ist. Rotamer 11 mit 29,5% und Rotamer | mit 25,5% zeigen eine geringere Hau-
figkeit. Im Vergleich zur Butterséure, die durch eine nahezu frele Rotation gekennzeichnet
war, zeigt sich, dal3 durch Substitution eines Wasserstoffatoms durch die sterisch an-
spruchsvollere Aminofunktion die freie Rotation des Systems leicht eingeschrankt wird. Es
zeigt sich, daid die protonierte Aminofuktion in anti-Stellung zur Methylgruppe energetisch
gunstiger und die entsprechende Konformation héufiger populiert ist, als die vergleichbare
Struktur, die die deprotonierte Carbonséurefunktion in anti-Stellung zeigt.

Die Energiedifferenz zwischen Rotamer | und 11 betrégt 0,090 kcal/mol, zwischen Rotamer
I1 und I11 0,262 kcal/mol und zwischen | und Il 0,352 kcal/mol. Die Rotationsbarriere
zwischen Rotamer | und Il betragt 3,126 kcal/mol, zwischen Rotamer Il und IlI
3,036 kcal/mol und zwischen | und 111 3,126 kcal/mol.
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3.3.3 2-Amino-4-fluorbutansiure

H 3
F_ H H  coo Fo 1 > coo
H 4
H NH," 2 NH,"

Abbildung 107: Struktur und Indizierung der 2-Amino-4-fluorbutanséure

coo coo coo
3 CHF 4 3 FHC 4
5 NH;" 5 NH;" 5 NH,"
4 CH,F 3

I Il "
60° 180° 300°

Abbildung 108: Kanonische Rotamere des 1. Segments der 2-Amino-4-fluorbutanséure

In [98] wurden die vicinalen Kopplungskonstanten der 2-Amino-4-fluorbutansaure ermit-
telt. Die mit WIN-DAISY iterierten Ergebnisse ergeben sich zu 4,780 Hz fir die %s-
Kopplung und 7,505 Hz fir die *Js-Kopplung.

Daauchindiesem Fall f =y gilt, ergibt sich fur die Kopplungskonstanten in Abhéngigkeit

vom Diederwinkel f :

g J(f ) H (f )df
3J35:J(f) =Q \i) ( )
& H @ )df "
. &I - 2/3p)H (F )df
Je=J(f - 2/P) = >
U J45 ( $) Q H(f )df
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Die Parameter F =-0,1 und F¢= 0 sind fur die Funktion J(f ) definiert, als Naherung wird
der Wert fiir Ay der strukturverwandten 2-Aminobutanséure tbernommen.

Der Wert des Parameters a ist mit 2,5 fir die Funktion H(f ) vorgegeben, b und g miissen
bestimmt werden. Die Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse sind in Tabelle 55 angegeben:

a 2,5 Ann | 11,14
b 0,15 F 0.1
g 0,72 F¢ 0
Fehler quadrat 1,251440°

Tabelle 55: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse

Abbildung 109 zeigt die mit obigen Parametern erstellte Lin-Karplus-Kurve fir das
1. Segment der 2-Amino-4-fluorbutanséure. Betrachtet wird der Diederwinkel zwischen
den Protonen Hs und Hs. Die Haufigkeitsverteilung wird durch Abbildung 110 wieder-
gegeben:
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Abbildung 109: 3} Lin-Karplus-Kurve firr das 1. Segment der 2-Amino-4-fluorbutanséure:
Ann=11,14; Fiy=-0,1; F 4 =0
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Abbildung 110. Normierte Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere des
1. Segments der 2-Amino-4-fluorbutansdure

Bel Betrachtung der Rotamerenverteilung zeigt sich, dal? das Rotamer 111 mit 55,7% erneut
die grofite Haufigkeit zeigt. Rotamer | ist mit 19,7%, Rotamer |1 ist mit 24,6% Héaufigkeit
am Rotamerengleichgewicht vertreten. Durch Einbringung des Fluorsubstituenten setzt
sich der Trend der Stabilisierung des Rotameren Il weiter fort. Das Rotamer 11 ist zu ca
10% haufiger populiert al's das vergleichbare Rotamer der nicht-fluorierten Verbindung.
Die Energiedifferenz zwischen Rotamer | und 11 betrégt 0,134 kcal/mol, zwischen Rotamer
I und I11 0,509 kcal/mol und zwischen | und I11 0,643 kcal/mol. Die Rotationsbarriere
zwischen Rotamer | und Il betrdgt 3,238 kcal/mol, zwischen Rotamer 1l und Il
3,104 kcal/mol und zwischen | und I11 3,238 kcal/mol.
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Betrachtet man nun das 2. Segment der 2-Amino-4-fluorbutanséure, so lassen sich folgen-

de kanonische Rotamere formulieren:

F F F
4 R 3 4 R 3
2 1 2 1 2 1
3 R 4
I I I
60° 180° 300°

Abbildung 111: Kanonische Rotamere des 2. Segments der 2-Amino-4-fluorbutanséure

Auch die vicinalen Kopplungskonstanten fur das 2. Segment wurden mittels WIN-DAISY
im Rahmen von [98] fir die 2-Amino-4-fluorbutanséure ermittelt. In allgemeiner Form &3t
sich diese as 1,2-disubstituiertes Ethangerlist des Typs F-H,C-CHy-CH(NH,)-COOH
bzw. X-H,C-CH2-Y beschreiben. Der Substituent Y ist chiral, so dal3 man fir das Spin-
system des CH,-CH,-Skeletts kein [AB]-System sondern ein System des Typs ABCD er
halt, da die Protonen nicht mehr in einer enantiotopen sondern einer diastereotopen Bezie-
hung zueinander stehen.

Aufgrund dessen erhdlt man bel der Auswertung vier Kombinationen von Kopplungskon-

stanten, mit denen sich die Konformation am Ethangeriist nach Lin bestimmen 1803.

Satz Jun N J[HZ] J [HZ]

1 13 14 3,758 7,202

2 24 23 3,742 7,092

3 13 23 3,758 7,202

4 24 14 3,742 7,002
Mittelwert 3,750 7,147

Tabelle 56: Vicinale Kopplungskonstanten des 2. Segments
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Zwei Wege lassen sich nun unabhéngig voneinander beschreiten. Man kann fir jeden Satz
an Kopplungskonstanten individuell die Lin-Parameter bestimmen und diese mitteln oder
man arbeitet direkt mit gemittelten Kopplungskonstanten. Da beide Wege zu identischen
Ergebnissen fihren, entscheide ich mich fir Letzteren.

Daindiesem Fall f =y gilt, 183t sich die Kopplungskonstanten in Abhéngigkeit vom Die-

derwinkel f formulieren zu:

g J(f ) H (f )df
o360 ‘2("I-)I(f )Ejf)
y f(f 2/3p)H (f )df 0
. 0 J(f +
2J.=J({ +2/ = -

Da es sich um ein 1,2-disubstituiertes Ethan handelt, sind die Parameter F = -0,1 und
F¢=0 fir die Funktion J(f) definiert, der Wert fir Aqny mufd bestimmt werden. Der Wert
des Parameters a ist mit 2,5 fur die Funktion H(f ) vorgegeben, fiir den Parameter g gilt per
definitionem g= 0. Demzufolge muf3 nur der Wert des Parameters b ermittelt werden.
Verwendet man die gemittelten Kopplungskonstanten, so liefert die Berechnung zur Er-
mittlung der Lin-Karplus-Konstanten bei Verwendung von Ju = 3,750 Hz und 33wy =
7,147 Hz das in Tabelle 57 aufgefihrte Ergebnis:

a 2,5 Aan | 9,765

b 0,852 F 01

g 0 Fe 0
Fehlerquadrat 1,0915407

Tabelle 57: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse

Abbildung 112 bzw. Abbildung 113 zeigen die Lin-Karplus-Kurve bzw. die normierte
Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere des 2. Segments der 2-Amino-4-fluor-

butanséure. Betrachtet wird der Diederwinkel zwischen den Protonen H; und Hs.
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Abbildung 112: *J}Lin-Karplus-Kurve fiir das 2. Segment der 2-Amino-4-fluorbutanséure;
Anxn =9,765; Fun = -0,1; F,HH =0
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Abbildung 113: Normierte Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere des
2. Segments der 2-Amino-4-fluorbutansdure

Die Energiedifferenz zwischen Rotamer | und 1 betrégt 0,761 kcal/mol, zwischen Rotamer
11 und 111 0,761 kcal/mol, die Rotamere | und 111 sind energiegleich. Die Rotationsbarriere
zwischen Rotamer | und Il betrégt 3,232 kcal/mol, zwischen Rotamer II und Il

2,471 kcal/mol und zwischen | und I11 3,232 kcal/mol.
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3.34 2-Amino-4-fluor-2-methylbutansiure

H 3
F_ H CH: coo Fo 1 CH; coo
H 4
H NH," 2 NH,"

Abbildung 114: Struktur und Indizierung der 2-Amino-4-fluor-2-methylbutanséure

F F F
4 R 3 4 R 3
2 1 2 1 2 1
3 R 4

I Il "
60° 180° 300°

Abbildung 115: Kanonische Rotamere des 2. Segments der 2-Amino-4-fluor-2-methyl-
butanséure

Auch die vicinalen Kopplungskonstanten fur das 2. Segment wurden mittels WIN-DAISY
im Rahmen meiner Diplomarbeit [98] ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 58 angege-

ben:
Satz N N J [HZ] J [HZ]
1 13 14 6,230 3,670
2 24 23 8,135 3,266
Mittelwert 7,183 3,468

Tabelle 58: Vicinale Kopplungskonstanten des 2. Segments der 2-Amino-4-fluor-2-
methylbutansaure
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Daindiesem Fal f =y gilt, &3t sich die Kopplungskonstanten in Abhéngigkeit vom Die-

derwinke f formulieren zu:

5 () >H (f )
3.-3() 0 () )
o H( )af 51)
. o J( +2/3p)H (f )of
2J.=Jd(f +2/ = >

Da es sich abermals um ein 1,2-disubstituiertes Ethan handelt und die Parameter F = -0,1
und F¢= 0 demzufolge fir die Funktion J(f ) definiert sind, muf lediglich der Wert fir Aun
ermittelt werden. Fir die Funktion H(f) sind die Parameter a = 2,5 und g= 0 vorgegeben,
so daf? nur der Wert des Parameters b bestimmt werden muf3.

Verwendet man die gemittelten Kopplungskonstanten, so liefert die Berechnung zur Er-
mittlung der Lin-Karplus-Konstanten bei Verwendung von 33 = 3,468 Hz und 3J yy =

7,183 Hz das in Tabelle 59 aufgefiihrte Ergebnis:

a 25 Ann 9,42

b 0,969 F -0,1

g 0 Fe 0
Fehler quadrat 2,450540°

Tabelle 59: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse

Die Lin-Karplus-Kurve fir das 2. Segment der 2-Amino-4-fluor-2-methylbutansdure wird
in Abbildung 116 graphisch dargestellt. Betrachtet wird der Diederwinkel zwischen den
Protonen H; und Hs.

Abbildung 117 zeigt die normierte Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere des 2.

Segments der 2-Amino-4-fluor-2-methylbutanséure.
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Abbildung 116: *J}Lin-K arplus-Kurve fiir das 2. Segment der 2-Amino-4-fluor-2-
methylbutansdure: Aun = 9,42; Fuu =-0,1; F 'y =0
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Abbildung 117: Normierte Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere des
2. Segments der 2-Amino-4-fluor-2-methylbutanséure

Die Energiedifferenz zwischen Rotamer | und 11 betrégt 0,866 kcal/mol, zwischen Rotamer
I1 und I11 0,866 kcal/mol, die Rotamere | und 111 sind energiegleich. Die Rotationsbarriere
zwischen Rotamer | und Il betrégt 3,267 kcal/mol, zwischen Rotamer II und Il
2,401 kcal/mol und zwischen | und I11 3,267 kcal/mol.
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3.3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der konfor mationsanalytischen Unter su-

chungen an Derivaten der Butansdure

Fur das 1. Segment der untersuchten Strukturen kann festgestellt werden, dai die Fehler-
quadrate der Lin-Karplus-lterationen in einem sehr guten, untereinander vergleichbaren
Bereich liegen, so daf? die Gllltigkeit der in Kapitel 3.1 gemachten Annahme bestétigt wird.
Bei Betrachtung der prozentualen Rotamerenverteilung scheint es tberdies, dal3 die Fluo-
rierung in g-Position einen starker stabilisierenden Einflul? auf das Rotamer |11 besitzt. Bel
Untersuchung der 2-Aminobutansdure und der 2-Amino-4-fluorbutansdure ist Uberein-
stimmend digjenige Konformation stabiler, in welcher die protonierte Aminofunktion in

anti-Stellung zum Rest R steht. Diesist in den folgenden Tabellen veranschaulicht.

Par ameter Butanséure 2-Aminobutansaure| 2-Amino-4-fluor-
butansaure
a 2,5 25 25
b 0,101 0,101 0,15
g 0 0,394 0,72
Ann 14,51 11,14 11,14
F -0,1 -01 -0,1
F' 0 0 0
Fehlerquadrat 8,161740° 3,727140° 1,251440°
Tabelle 60: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analysen fur das 1. Segment
Butanséure | 2-Aminobutansdure| 2-Amino-4-fluor-
butanséure
Rotamer | [%] 31,7 25,2 19,7
Rotamer 11 [%] 36,7 29,2 24,6
Rotamer 111 [%] 31,7 456 55,7

Tabelle 61:
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Zusétzlich sind fir die 2-Amino-4-fluorbutansdure und die 2-Amino-4-fluor-2-methyl-

butansdure konformationsanal ytische Aussagen fur das 2. Segment mdglich.

Parameter 2-Amino-4-fluor- | 2-Amino-4-fluor-2-
butansiure methylbutansaure
a 2,5 25
b 0,852 0,969
g 0 0
Ann 9,765 9,42
F -01 -01
F 0 0
Fehlerquadrat 1,091540" 2,450520°

Tabelle 62: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analysen fir das 2. Segment
2-Amino-4-fluor- | 2-Amino-4-fluor-2-
butansdure methylbutanséure
Rotamer | [%] 18,5 16,6
Rotamer 11 [%)] 63,0 66,7
Rotamer 111 [%] 18,5 16,6
Tabelle 63: Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere des 2. Segments

Bel beiden Verbindungen ist das Rotamer I, welches den Fluorsubstituenten in anti-
Stellung zum Rest R trégt, die haufiger populierte Konformation. Die Substitution des
Wasserstoffatoms in a-Stellung durch die sterisch etwas anspruchsvollere Methylgruppe

bewirkt eine geringfligige Stabilisierung des Rotameren I1.
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3.4 Konformationsanalytische Unter suchungen an Derivaten der 4-
Pentensaure mittels Lin-Karplus-Analyse

3.4.1 4-Pentensdure

H COO 2 COO
H / 3

Abbildung 118: Struktur und Indizierung der 4-Pentensdure
Hs, He

Ha, He Hs, Hs

AN

H7

: : : : : : : : : : : : : : : : : :
3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1.
n [Hz]

: :
200
: : : : : : : : : : : : : : : : : : : :
3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200
n [Hz]

Abbildung 119: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) *H-NMR-Ubersichts-
spektrum der 4-Pentensdure
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Abbildung 120: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) *H-NM R-Spektrum des
Bereichs des Protons H;

2560 2550 2540 2530 2520 2510 2500 2490 2480 2470 2460
n [Hz]

172



2560 2550 2540 2530 2520 2510 2500 2490 2480 2470 2460
n [Hz]

Abbildung 121: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) *H-NM R-Spektrum des
Bereichs der Protonen H; und H,

1210 1205 1200 1195 1190 1185 1180 1175 1170 1165 1160 1155 1150
n [Hz]

1210 1205 1200 1195 1190 1185 1180 1175 1170 1165 1160 1155 1150
n [Hz]

Abbildung 122: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) *H-NM R-Spektrum des
Bereichs der Protonen Hs, Ha, Hs und Hg
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Parameter
Spins Wert Fehler HWB
n; d [ppm] n[Hz] [+HZ] [HZ]
1 5,063 2532,251 0,00038 1,009
2 4,965 2483,103 0,00050 1,002
3 2,384 1192,525 0,00714 0,712
4 2,385 1192,677 0,00712 1,412
5 2,330 1165,513 0,00370 1,339
6 2,330 1165,005 0,00374 0,904
7 5,864 2932,586 0,00044 1,036
Tabelle 64: iterierte Resonanzfrequenzen und Halbwertsbreiten der 4-Pentensdure
Jik Wert Fehler Jik Wert Fehler
n[Hz] [+HZ] n[Hz] [tHz
1,2 -1,934 0,00064 35 6,577 0,00703
15 -2,097 0,01295 3,6 8,153 0,00859
16 -1,164 0,01294 45 8,122 0,00855
1,7 17,176 0,00057 4,6 6,986 0,00689
25 -1,279 0,00622 47 -0,875 0,01107
2,6 -1,304 0,00631 5,6 -16,892 0,02243
2,7 10,260 0,00064 57 6,587 0,02153
34 -18,239 0,02223 6,7 6,421 0,02152
Tabelle 65: iterierte Kopplungskonstanten Jix der 4-Pentenséure

Final Sum of Squares 39,4782

Number of Spectral Points 105384
Standard Deviation of M easurements 0,0194
R—Factor (% ) 0,1010
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Die Protonen der 4-Pentenséure, bel der es sich um ein 1,2-disubtituiertes Ethan handelt,
erzeugen ein ABCDMNX-Spinsystem, aus welchem die fur eine Lin-Karplus-Analyse be-
nétigten 33u-K opplungen bestimmt werden kénnen.

Die kanonischen Rotamere des 1. Segments der 4-Pentensdure kénnen wie folgt formuliert

werden:
COO COO COO
6 R 5 6 R 5
3 4 3 4 3 4
5 R 6
| 1] I
60° 180° 300°

Abbildung 123: Kanonische Rotamere des 1. Segments der 4-Pentensiure

Im vorliegendem Fall gilt f =y , so daf3 sich die Kopplungskonstanten in Abhangigkeit

vom Diederwinkel f formulieren zu:

2p
o I H ()
=90 C FHE )
3" J(F - 2/30)H (f )df *
Saq i :Q -
U2J =J@ -2/3) SH{

Die Parameter F = -0,1 und F¢= 0 sind fir die Funktion J(f) vorgegeben, so dal? nur Ayy
bestimmt werden muR. Fir die Funktion H(f) sind die Parameter a = 2,5 und g = 0 defi-
niert, b mufd jedoch ermittelt werden.

Bel Betrachtung der iterierten Kopplungskonstanten ergeben sich vier verschiedene Kom-
binationsméglichkeiten, da mehr als zwei unterschiedliche *Jy.-Kopplungen erhalten wer-

den. Diesist in der folgenden Tabelle dargestelIt:
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Satz JnH N Ann b
1 35 36 14,21 0,285
2 45 46 14,74 0,200
3 54 53 14,18 0,281
4 64 63 14,75 0,207
Mittelwert 14,47 0,243

Tabelle 66: Kombinationsmdglichkeiten der vicinalen Kopplungskonstanten und Er-
gebnisse der Lin-Karplus-Analyse

Betrachtet man die oben dargestellten Ergebnisse, so félt auf, dal? jeweils zwei Kombina-
tionssétze paarweise angeordnet sind. Dies ist damit zu erkl&ren, daid die Wasserstoffatome
Hs und Hg nicht symmetrisch zum Anisotropiekegel der Doppel bindung ausgerichtet sind.

Arbeitet man von Beginn an mit gemittelten Kopplungskonstanten, so liefert die Berech-
nung zur Ermittlung der Lin-Karplus-Konstanten bei Verwendung von 33y = 6,782 Hz

und 33" = 8,138 Hz folgendes Ergebnis:

a 25 Ann 14,47

b 0,242 F -0,1

g 0 Fe | 0
Fehlerquadrat 2,778340°

Tabelle 67: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse

Der Vergleich der Ergebnisse fir Ayy und b aus Tabelle 66 und Tabelle 67 zeigt nahezu i-
dentische Werte. Demzufolge sind beide Wege zur Bestimmung der Lin-Karplus-Para-
meter als aquivalent zu betrachten.

Abbildung 124 zeigt die Lin-Karplus-Kurve der 4-Pentensdure, die mit den in Tabelle 67
angegebenen Parametern ermittelt wurde. Betrachtet wird der Diederwinkel zwischen den

Protonen Hs und He.
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Abbildung 124: 3} Lin-Karplus-Kurve firr das 1. Segment der 4-Pentensaure:
Ann = 14,47, Fph=-0,1; Fyjy =0

Die prozentualeVerteilung der verschiedenen kanonischen Rotamere kann dann direkt aus
der Haufigkeitsverteilungsfunktion H(f) bestimmt werden. Das Ergebnis ist graphisch in
Abbildung 125 dargestellt.
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Abbildung 125. Normierte Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere des
1. Segments der 4-Pentensdure
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Aus Abbildung 125 ist ersichtlich, daf? die Konformation, die durch das Rotamer 11 (180°)
wiedergegeben wird, bevorzugt ist. Die beiden gauche-Konformationen, Rotamer | (60°)
und Rotamer |11 (300°) sind gleich besetzt. Begriindung hierfirr ist die enantiomere Bezie-
hung zwischen den beiden Stereolsomeren, die damit in einem achiralen Lésungsmittel e-
nergetisch nicht unterscheidbar sind. Prozentua bedeutet dies fur das Rotamer | und |11 ein
Vorkommen von jewells 29,2 %, das haufiger populierte Rotamer |1 liegt zu 41,5 % vor.
Die Energiedifferenz zwischen Rotamer | und 11 betrégt 0,261 kcal/mol, zwischen Rotamer
I1 und I11 0,216 kcal/mol, die Rotamere | und 111 sind energiegleich. Die Rotationsbarriere
zwischen Rotamer | und Il betrdgt 3,051 kcal/mol, zwischen Rotamer 1l und Il
2,834 kcal/mol und zwischen | und 111 3,051 kcal/mol.
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3.4.2 2-Aminopent-4-ensdure

Abbildung 126: Struktur und Indizierung der 2-Amino-pent-4-ensdure

Coo Coo CoO

5 R 4 5 R 4

3 NH;" 3 NH; 3 NH,"
4 R 5

| I 11
60° 180° 300°

Abbildung 127: Kanonische Rotamere des 1. Segments der 2-Amino-pent-4-enséure

Im Rahmen von [98] wurden die vicinalen Kopplungskonstanten der 2-Aminopent-4-
enséure bestimmt. Iteration mit WIN-DAISY lieferte fur die 3Js-Kopplung einen Wert
von 4,702 Hz und fir die 3\]35-Kopplung einen Wert von 7,341 Hz. Da wiederum f =y
gilt, ergeben sich die Kopplungskonstanten in Abhangigkeit vom Diederwinkel f :

_— Q@) H(E )df

Jss_‘J(f) - QZDH(f )df

$ 36 - 2/3p)H ( )df
SH(f )of

U°J.=J( - 2/3) =

Durch Verwendung des Parameters b der strukturverwandten 4-Pentenséure kénnen nun

die Lin-Karplus-Parameter fir die 2-Aminopent-4-ensdure ermittelt werden. Analog zur
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4-Pentensdure sind die Parameter F =-0,1 und F¢= 0 fiir die Funktion J(f ) bekannt, somit
mui3 nur der Parameter Ay ermittelt werden. Fur die Funktion H(f) sind die Parameter
a =2,5und b, der von der 4-Pentensdure bernommen wird, vorgegeben. Somit mufd nur
der Wert flr den Parameter g bestimmt werden.

DieLin-Karplus-Anayse ergab die in Tabelle 68 angegebenen Werte:

a 25 AnH 10,8

b 0,242 F -0,1

g | 0795 | Fe 0
Fehlerquadrat 1,056440°

Tabelle 68: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse

Die aus obigen Parametern resultierende Lin-Karplus-Kurve fir die 2-Aminopent-4-
ensdure wird in Abbildung 128 gezeigt. Betrachtet wird der Diederwinkel zwischen den

Protonen Hs und Hs.

%1 [HZ
v
N
L~
N

0 60 120 180 240 300 360
Diederwinke [°]

Abbildung 128: 3} Lin-Karplus-Kurve firr das 1. Segment der 2-Aminopent-4-ensaure:
Aun=10,8, Fyy=-01; Fyu =0
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Abbildung 129: Normierte Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere des
1. Segments der 2-Aminopent-4-ensdure

Geht man von der 4-Pentensdure aus und substituiert ein Wasserstoffatom in a-Stellung, so
konkurrieren die deprotonierte Carbonsédurefunktion und die protonierte Aminofunktion
um die anti-Stellung zum Rest R. Wie aus Abbildung 129 zu erkennen ist, stellt das Rota-
mer |11 das energiegiinstigste Rotamer dar, welches die protonierte Aminofunktion in anti-
Stellung zum Rest R zeigt. Das Rotamer 111 ist somit mit 56,5 % am haufigsten populiert.
Die Rotamere | und Il zeigen eine Haufigkeit von 17,9 % bzw. 25,6 %.

Die Energiedifferenz zwischen Rotamer | und |1 betrégt 0,216 kcal/mol, zwischen Rotamer
I1 und 111 0,494 kcal/mol und zwischen | und 111 0,710 kcal/mol. Die Rotationsbarriere
zwischen Rotamer | und Il betragt 3,288 kcal/mol, zwischen Rotamer 11 und Il

3,071 kcal/mol und zwischen | und 111 3,288 kcal/mol.
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3.4.3 2-Amino-4-fluorpent-4-ensiure

F H 6 3
H 4
H 7 NH," COO 1 NH," COO
H H 2 5

Abbildung 130: Struktur und Indizierung der 2-Amino-4-fluorpent-4-enséure

Ccoo coo Ccoo

4 R 5 4 R 5

3 NH;" 3 NH," 3 NH;"
5 R 4

I I 11
60° 180° 300°

Abbildung 131: Kanonische Rotamere des 1. Segments der 2-Amino-4-fluorpent-4-ensdure

Auch die vicinalen Kopplungskonstanten der 2-Amino-4-fluorpent-4-enséure wurden im
Rahmen von [98] ermittelt. Die mit WIN-DAISY iterierten Ergebnisse ergeben sich zu
4,772 Hz fir die 3Js-Kopplung und 7,817 Hz firr die *J:s-Kopplung.

Im vorliegendem Fall gilt ebenfallsf =y , so daf fur die Kopplungskonstanten in Abhan-
gigkeit vom Diederwinkel f gilt:

2p
3" J( ) H (f )df
3,=3() e
§ H( )df
U3Js=d( - 2/3) LG - 2/ H ) B
Jas § H( )df
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Fur die Funktion J(f ) sind wiederum die Parameter F = -0,1 und F¢= 0 definiert, als Néhe-
rung wird der Wert fir Ay der strukturverwandten 2-Aminopent-4-enséure Ubernommen.
Der Wert des Parameters a ist mit 2,5 fir die Funktion H(f) vorgegeben, b und g miissen

ermittelt werden.
Die Ermittlung der Lin-Karplus-Konstanten fiihrte zu den folgenden Ergebnissen, die in

Tabelle 69 angegeben sind:

a 25 Ann 10,8
b 0,158 F -0,1

g 0833 | F¢ 0
Fehlerquadrat 0,1438

Tabelle 69: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse bel Variation von b und g

Verwendet man obige Parameter, erhdlt man die in Abbildung 132 gezeigte Lin-Karplus-

Kurve. Betrachtet wird der Diederwinkel zwischen den Protonen Hz und Ha.

NN\

33 [HZ]
o

0 60 120 180 240 300 360
Diederwinkel [°]

Abbildung 132: 3}-Lin-Karplus-K urve fiir das 1. Segment der 2-Amino-4-fluorpent-4-
ensaure: AHH = 10,8; FHH = -0,1; F’HH =0
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Abbildung 133: Normierte Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere fir das
1. Segment der 2-Amino-4-fluorpent-4-ensdure

Das Rotamer 111, bel welchem die protonierte Aminofunktion in anti-Stellung zum fluo-
rierten Rest R steht, ist mit einer Haufigkeit von 59,5 % das am haufigsten populierte Ro-
tamer. Wie bel der die 2-Aminopent-4-ensdure ist diese Konformation die energieglins-
tigste. Die zweithéufigste Population zeigt das Rotamer |l mit 22,6 % Vorkommen. Die
deprotonierte Carbonsdurefunktion in anti-Stellung zum Rest R ist demnach erneut erner-
getisch ungustiger as die protonierte Aminofunktion. Das Rotamer | liegt mit einer Hau-
figkeit von 17,9 % vor und zeigt somit die gleiche Haufigkeit wie das vergleichbare Rota-
mer | der 2-Aminopent-4-enséure, bei der das Wasserstoffatom anti-Stellung zum Rest R
steht. Die Einfuhrung des Fluorsubstituenten wirkt sich demnach durch eine Erhéhung der
Haufigkeit des Rotameren 111 um ca. 3 Prozent aus.

Die Energiedifferenz zwischen Rotamer | und |1 betragt 0,141 kcal/mol, zwischen Rotamer
I1'und 111 0,603 kcal/mol und zwischen | und Il 0,744 kcal/mol. Die Rotationsbarriere
zwischen Rotamer | und Il betrédgt 3,274 kcal/mol, zwischen Rotamer 1l und Il
3,133 kcal/mol und zwischen | und 111 3,274 kcal/mol.

Aufféllig ist mit einem Wert von 0,1438 die Hohe des Fehlerquadrats, welcher real einer
Abweichung von 0,2 bzw. 0,3 Hz der berechneten Kopplungskonstante vom experimentell

gefundenen Wert entspricht.
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Variiert man nun die Parameter A und g und hélt den Parameter b konstant. so erhdlt man

diein Tabelle 70 angegebenen Werte.

a 25 An 11,22

b 0,242 F -0,1

g | 08% | Fe 0
Fehler quadrat 1,318340°

Tabelle 70: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse bei Variation von gund A

Variation der Parameter A und b bei Konstanz des Parameters g fuhrt zu den nachfolgend

aufgefiihrten Ergebnissen.
a 25 Ann 11,31
b 0,172 F -0,1
g 0,795 F¢ 0
Fehler quadrat 1,837640°

Tabelle 71: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse bel Variation von b und A

Die Iterationsergebnisse der Lin-Karplus-Anayse, die Tabelle 70 und Tabelle 71 zu ent-
nehmen sind, weisen einen signifikant niedrigeren Wert fir das Fehlerquadrat auf. Zurlick-
zufiihren ist dies auf die Variation des Parameters A, welcher anschaulich als Verteilung

der elektronischen Dichte im Molekdl interpretiert werden kann.
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b, gvariiert g, Avariiert b, A variiert

A konstant b konstant gkonstant
Rotamer | [%] 17,9 17,0 18,4
Rotamer 11 [%] 22,6 244 23,7
Rotamer 111 [%)] 59,5 58,6 57,9

Tabelle 72:

Aus Tabelle 72 ist ersichtlich, dal die unterschiedlichen Iterationswege, die durch Variati-

on der Parameter b, g und A eingeschlagen werden, keinen mal3geblichen Einflu? auf die

Rotamerenverteilung haben.

Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere

3.4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der konfor mationsanalytischen Unter su-

chungen an Derivaten der 4-Pentenséure

Zusammenfassend sind in Tabelle 73 die Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse fir die De-

rivate der 4-Pentensdure dargestellt.

Parameter 4-Pentensaure 2-Aminopent- 2-Amino-4-fluor-
4-ensiure pent-4-ensdure
a 25 25 25
b 0,242 0,242 0,158
0 0,795 0,833
A 14,47 10,8 10,8
F -01 -0,1 -01
F 0 0 0
Fehlerquadrat 2,778310° 1,0564:40°° 0,1438
Tabelle 73: Ergebnisse der Lin-Karplus-Analysen fir das 1. Segment
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4-Pentensaure 2-Aminopent- 2-Amino-4-fluor-
4-ensdure pent-4-ensaure
Rotamer | [%] 29,2 17,9 17,9
Rotamer 11 [%] 415 256 22,6
Rotamer 111 [%] 29,2 56,5 59,5
Tabelle 74: Haufigkeitsverteilung der kanonischen Rotamere des 1. Segments

Aus Tabelle 74 geht hervor, dal3 sowohl fir die 2-Aminopent-4-enséure als auch fir die 2-
Amino-4-fluorpent-4-enséure das Rotamer das energetisch bevorzugte darstellt, in wel-
chem die protonierte Aminofunktion in anti-Stellung zum Rest R steht. Die Fluorierung
der Allylfunktion fihrt laut prozentualer Rotamerenvertellung zu einer geringfligigen Sta-
bilisierung dieser Rotamerenkonformation.

Das Auftreten desim Vergleich zur 4-Pentensdure und 2-Aminopent-4-enséure relativ gro-
RBen Fehlerquadrats bei der 2-Amino-4-fluorpent-4-ensdure veranlal3te mich dazu, abwei-
chend zum in Kapitel 3.1 beschriebenen Iterationsverfahren aternative neue Wege zu be-
schreiten.

Alternativ zu dem beschriebenen Weg wurde wahlweise der Parameter A mit dem Para-
meter b bzw. g variiert. Diese Vorgehensweise ist schwerer begriindbar, da nicht einzuse-
hen ist, warum die Fluorsubstitution nur Einfluf3 auf einen der beiden Rotationsparameter b
oder g zeigen sollte. Die Variation des Parameters g bei konstantem Parameter b fihrt zu
einer Uberbewertung des Einflusses der protonierten Aminofunktion auf die Rotameren-
vertellung, wohingegen die Variation des Parameters b bel konstantem Parameter g den
Einfluf? der deprotonierten Carbonsdurefunktion Giberbewertet. Nur die gleichzeitige Vari-
ation der Parameter b und g umgeht dieses Problem, da sich der Fehler im Parameter Auy
auf beide Substituenten gleich auswirkt. Die Ergebnisse der Lin-Karplus-Iterationen sind

in Tabelle 75 wiedergegeben:
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b, gvariiert g, Avariiert b, A variiert
A konstant b konstant gkonstant
b 0,158 0,242 0,172
g 0,833 0,856 0,795
A 10,8 11,22 11,31
Rotamer | [%] 59,5 58,6 57,9
Rotamer 11 [%)] 22,6 244 23,7
Rotamer 111 [%] 17,9 17,0 18,4
Fehler quadrat 0,1438 1,318340° 1,8376:10°

Tabelle 75: Gegeniberstellung der Iterationsergebnisse fur die 2-Amino-4-fluorpent-4-
ensaure

Durch diese Iterationen konnte gezeigt werden, daf3 der Einfluf? auf die prozentuale Rota-
merenverteilung gering ist. Desweiteren wird gezeigt, dal3 die verwendete Annahme, daf3
der Fluorsubstituent einen groferen Einfluld auf die Rotation als auf die Elektronendichte-
verteilung im Molekil hat, fir das fluorierte Allylsystem differenziert betrachtet werden

muf3.

3.5 Vergleich der Ergebnisse der Lin-Karplus-Analyse mit anderen
Modellen

C. Haasnoot [84] und C. Altona [85]-[87] entwickelten Modelle, die es ermdglichten, die
Elektronegativitéten der Substituenten zu berticksichtigen. Dies wird durch Einfiihren eines
Korrekturterms, der als Funktion der Elektronegativitdt, des H-C—C—H-Torsionswinkels
und der relativen Orientierung der Substituenten zu den koppelnden Protonen formuliert
wird, erreicht. Die aus diesen Modellen berechneten Rotamerenverteilungen werden in die-
sem Kapitel mit den Ergebnissen der Lin-Karplus-Analyse verglichen.

Ein Excel-Makro zur Berechnung der Rotamerenverteilungen wurde von Z. Szakécs [99]
zur Verfugung gestellt.

Obwohl die mit dem Excel-Makro von Z. Szakécs ermittelten Rotamerenverteilungen, die

teilweise Prozentwerte iber 100 und unter O liefern und somit weder mathematisch noch
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chemisch sinnvoll sind, kritisch betrachtet werden miissen, werden die Ergebnisse in den

folgenden Tabellen dargestellt.

Lin Haasnoot B | Haasnoot C Altona
gauche-Rotamere [%] 63,3 67,0 65,5 65,0
trans-Rotamer [%] 36,7 33,0 345 35,0

Tabelle 76: Rotamerenverteilung in Prozent fiir das 1. Segment der Butansiure

Lin Haasnoot B | Haasnoot D Altona
Rotamer | [%] 25,2 35,0 36,0 41,0
Rotamer 11 [%] 29,2 25,0 255 22,0
Rotamer 111 [%] 45,6 39,0 39,0 37,0

Tabelle 77: Rotamerenverteilung in Prozent fiir das 1. Segment der 2-Aminobutan-

saure
Lin Haasnoot B | Haasnoot D Altona
Rotamer | [%] 19,7 33,0 30,0 38,0
Rotamer 11 [%] 24,6 20,0 20,0 16,0
Rotamer 111 [%] 55,7 47,0 50,0 45,0
Tabelle 78: Rotamerenverteilung in Prozent fir das 1. Segment der 2-Amino-4-fluor-
butanséure
Lin Haasnoot B | Haasnoot C Altona
gauche-Rotamere [%)] 371 17,5 -7,0 23,0
trans-Rotamer [%] 63,0 82,5 107,0 77,0
Tabelle 79: Rotamerenverteilung in Prozent fir das 2. Segment der 2-Amino-4-fluor-
butanséure
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Lin Haasnoot B | Haasnoot C Altona
gauche-Rotamere [%] 58,5 61,0 60,5 57,0
trans-Rotamer [%] 415 39,0 39,5 43,0
Tabelle 80: Rotamerenverteilung in Prozent fir das 1. Segment der 4-Pentenséure
Lin Haasnoot B | Haasnoot D Altona
Rotamer | [%] 17,9 35,0 35,0 52,0
Rotamer 11 [%] 25,6 18,0 175 12,0
Rotamer 111 [%] 56,5 47,0 48,0 35,0
Tabelle 81: Rotamerenverteilung in Prozent fir das 1. Segment der 2-Aminopent-4-
ensaure
Lin Haasnoot B | Haasnoot D Altona
Rotamer | [%] 17,9 29,0 29,0 n.b.
Rotamer 11 [%] 22,6 19,0 18,0 n.b.
Rotamer 111 [%] 59,5 52,0 53,0 n.b.
Tabelle 82:

Rotamerenverteilung in Prozent fir das 1. Segment der 2-Amino-4-fluor-
pent-4-enséure
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4 Referenzierungsproblematik in der moder nen
Fluor-NM R-Spektr oskopie

4.1 Referenzierungin der *F-NMR-Spektroskopie

Der F-Kern besitzt eine Reihe herausragender Eigenschaften, die ihn fir den NMR-
Spektroskopiker interessant machen. Zum einen besitzt er wie das Proton einen Kernspin
von ¥, zum anderen kommt Fluor als Reinelement zu 100% als *°F-Isotop vor. Mit einer
relativen und absoluten Empfindlichkeit von 0,89 1803t es sich ebenso leicht beobachten wie
das "H-Isotop, welches eine relative Empfindlichkeit von 1,00 besitzt [100]. Im Unter-
schied zur *H-Spektroskopie ist jedoch der Verschiebungsbereich in der *°F-Spektroskopie
wesentlich groRer, so daR die Fluorresonanzen empfindlicher auf Anderungen in der che-
mischen Umgebung reagieren al's Protonenresonanzen. Wéhrend sich das spektrale Fenster
in der *H-Spektroskopie auf ca. 15 ppm reduziert, umfaft dieses in der *°F-Spektroskopie
tiber 1200 ppm. Gerade aufgrund dessen spielt die Referenzierung in der F-NMR-
Spektroskopie im Hinblick auf die Vergleichbarkeit der Ergebnisse eine grofe Rolle.

Prinzipiell ist jede Substanz as Referenzverbindung geeignet, die zu einem Singulett mit
hinreichender Intensitat fuhrt. Aufgrund des groRen spektralen Fensters der F-NMR-
Spektroskopie und der unterschiedlichen Loslichkeit der Verbindungen in polaren und un-
polaren Losungsmitteln haben sich traditionell unterschiedliche Referenzsubstanzen etab-
liert. Die wohl wichtigste und auch als Standard empfohlene Referenzsubstanz ist das Tri-
chlorfluormethan. Aber auch sekundére Standards wie z. B. Monofluorbenzol, Hexafluor-
benzol oder Trifluoressigséure haben ihre Bedeutung.

Eine Auswah! verschiedener Sekundarstandards und ihrer *°F-chemischen Verschiebungen
gegen CClsF ist in Tabelle 83 angegeben [101].
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Verbindung de [ppm] Verbindung de [ppm]
F2 +422,9 CeHsF -113,1
CeHsSO2F +65,5 CeFs -162,9
CCl,F, -6,9 CFsCOOH -78,5
CF4 -63,3 CFsCOCF3 -84,6

Tabelle83:  *°F-chemische Verschiebungen verschiedener Sekundarstandards gegen
CClsF [101]

Generell lassen sich zwei Arten der Referenzierung unterscheiden. Bei der dufferen Refe-
renzierung (externer Standard) befindet sich die Referenzsubstanz in einer koaxiaen In-
nenkapillare, wahrend sich die Me3ldsung im AulRenréhrchen befindet. Diese Methode hat
zum einen den Vorteil, dai3 die Probe nicht mit der Referenzsubstanz in Bertihrung kommt
und somit verunreinigt wird. Zum anderen spielt die Loslichkeit der Referenzsubstanz im
verwendeten deuterierten Losungsmittel keine Rolle. Ein gravierender Nachteil dieser
Methode ist jedoch, dald aufgrund der unterschiedlichen Volumensuzeptibilitét in der inne-
ren Kapillare eine andere Feldstérke als in der Mel3ldsung herrscht und alle gemessenen
chemischen Verschiebungen korrigiert werden miissen.

Einfacher ist esim Fall der inneren Referenzierung (innerer Standard). Hier befinden sich
die Referenzsubstanz und die Probe in der gleichen Mefllésung und demnach wirkt auf
beide die gleiche magnetische Umgebung. Nachteil dieser Methode ist, dal?3 die Probe
durch die Referenzsubstanz verunreinigt wird und die Loslichkeit der Referenzsubstanz be-
riicksichtigt werden mu3. Auch sind viele °F-chemische Verschiebungen konzentrations-
und l8sungsmittelabhangig [102]. Dennoch ist die Verwendung eines inneren Standards in
der °F-NM R-Spektroskopie vorzuziehen.

In diesem Kapitel sollen sechs Verbindungen auf ihre Eignung als Referenzsubstanz fir
die hochaufgel 6ste *°F-NM R-Spektroskopie untersucht werden.

4.1.1 Grundlagen der Kombinatorik

Mit Hilfe der Kombinatorik [103] kann die Anzahl der Anordnungen bestimmt werden, die
eine Reihe von Elementen unter bestimmten Gesichtspunkten einnehmen kénnen. Dies ist

in der chemischen Realitét im Hinblick auf |sotopomere und Isomere von Bedeutung, da
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unter Verwendung der Kombinatorik Aussagen Uber Anzahl und Haufigkeit der einzelnen
Spezies gemacht werden kénnen.

Im wesentlichen lassen sich ale in der Kombinatorik auftretenden Problemstellungen auf
die drei Grundbegriffe Permutation, Kombination und Variation zurtickfihren. Im weiteren

Verlauf sollen die Begriffe Kombination und Variation ngher bestimmt werden.

4.1.2 Kombinationen

a) Kombinationen ohne Wiederholung
Betrachtet man n verschiedene Elemente al's gegeben, so kann man berechnen, auf wieviele
verschiedene Arten man ohne Berlicksichtigung der Anordnung k £ n von diesen Elemen-
ten auswahlen kann. Jede Auswahl von k der n gegebenen Elemente heif3t eine Kombinati-
on von n Elementen zur k-ten Klasse ohne Wiederholung. lhre Anzahl wird mit
Cn.« bezeichnet.

Cik= =" gno (55)

K(n-K)! e

b) Kombinationen mit Wiederholung
Sind n verschiedene Elemente in einer beliebigen Anzahl gegeben, so heif3t jede Auswahl
von k Elementen — ohne Beriicksichtigung der Anordnung —, wobei ein Element auch
mehrfach vorkommen darf, eine Kombination von n Elementen zur k-ten Klasse mit Wie-
derholung. Ihre Anzahl wird mit Cn,x bezeichnet:
~ & +k-
Cnx=¢ (56)
< k

SRS ’A

4.1.3 Variationen

Unter Variationen versteht man Kombinationen mit Beriicksichtigung der Anordnung. Be-
zeichnet man die Anzahl dieser Variablen analog zu den obigen Kombinationen mit

Va,kbzw. Vn k, so gilt fiir
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a) Variation ohne Wiederholung

Vo = ngh-lggf]- k+lg=n7! (57)

- kol
%)
b) Variation mit Wiederholung

Vo = nk (58)

Unter Verwendung von Gleichung 56 zur beispielhaften Berechnung der Anzahl der mog-

lichen Isotopomere des Trichlorfluormethans erhdt man mit n =2 und k = 3:

. @+k-10 @0
C2,3:(; +=c =+ (59
¢ k 5 &

wobei n die Anzahl verschiedener Elemente (°Cl und *Cl) und k die Auswahl dieser Ele-

mente ohne Berticksichtigung der Anordnung angibt.

gmg: 4 = 4! =4
- 31(43) 3

(60

Das Trichlorfluormethan kommt demnach in vier méglichen |sotopomeren vor

4.2 Kernresonanzspektroskopische Unter suchung von Trichlorfluor-
methan

Obwohl die *F-chemische Verschiebung des Trichlorfluormethans sowohl 16sungsmittel-,
konzentrations- as auch temperaturabhdngig ist, gilt das Trichlorfluormethan wohl as
wichtigste Referenzsubstanz. Bereits 1958 wurde vorgeschlagen, Trichlorfluormethan als
Lésungsmittel und internen Standard zu verwenden [104]. Das **F-NMR-Signal zeigt zu-
dem aufgrund des unterschiedlichen Isotopeneffekts des **Cl und *’Cl eine Linienaufspal-
tung [105].
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Chlor kommt in der Natur in der Form von 2 Isotopen vor [106]. Das Isotop *Cl, welches
im weiteren Verlauf abkirzend mit A bezeichnet wird, besitzt eine natiirliche Haufigkeit
von 75,77%, das *'Cl-Isotop, das mit B bezeichnet wird, eine natiirliche Haufigkeit von

24,23%, so dal3 vier verschiedene | sotopomere des Trichlorfluormethans denkbar sind.

cF*; cFfa o, cFfol,
Az A-B AB, B3

Abbildung 134: Denkbare |sotopomere des Trichlorfluormethans

Unter Berticksichtigung der natirlichen Haufigkeit der beiden Chlorisotope berechnet sich
fir das As-Isotopomer eine Haufigkeit von 43,50%, fur das A,B-lsotopomere 41,73%, fur

das AB,-Isotopomere 13,35% und fiir das Bs-1sotopomere eine Haufigkeit von 1,42%.

Lést man nun zur NMR-spektroskopischen Untersuchung 3 Tropfen CFCls in 0,75 ml
Benzol-ds mit einem Deuteriumgehalt von 99,5% und nimmt am DRX 500 hochaufgel éste
470,59 MHz *F-NMR-Spektren auf, so erhdlt man das in Abbildung 135 abgebildete
Spektrum.

Folgende Tabelle zeigt die Parameter, mit denen das in Abbildung 135 gezeigte **F-NMR-

Spektrum des Trichlorfluormethans aufgenommen bzw. prozessiert wurde.

ns 64
SW [ppm] 9,99
SW [HZ] 4699,25
TD 128k
Sl 128k
LB [HZ] 03

Tabelle 84: Aufnahme- bzw. Prozessierungsparameter
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r r — 7 — 17—
8 6 4 2 [0} -2 -4 -6 -8 -10
n [Hz]

Abbildung 135: 470,59 MHz *°F-NM R-Spektrum des Trichlorfluormethans

Abbildung 135 zeigt eindeutig, dal? das Trichlorfluormethan aufgrund des starken Isoto-
peneffekts nur bedingt geeignet ist, als Referenzsubstanz fir die hochaufgel 6ste “*F-NMR-
Spektroskopie zu fungieren. Deutlich erkennbar sind vier separierte Resonanzsignale, wel-
che die erwarteten vier |sotopomere des Trichlorfluormethans repréasentieren.

Mittels Deconvolution findet man anhand der relativen Intensitét der Signale folgende
Haufigkeitsverteilung fur die vier Isotopomere. Das As-lsotopomere wird mit einer Hau-
figkeit von 40,69% gefunden, das A,B-Isotopomer 42,02%, das AB,-Isotopomer 14,22%
und das B3-1sotopomer findet sich zu 3,07%.

In Tabelle 85 sind die mittels Deconvolution mit WIN-NMR bestimmten Resonanzlagen
und relativen Haufigkeiten® sowie die anhand der nattirlichen Haufigkeit der beiden Chlor-

isotope berechneten relativen Haufigkeiten® zusammengefafit.
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Peak n d relative berechnete berechnete [105]
Nr. Haufigkeit? | relative Haufigkeit” | relative Haufigkeit
[HZ] | [ppb] [%] [%] [%]

1 294 | 625 40,69 43,50 42,00
2 0,00 0 42,02 41,73 42,90
3 | 293 | -623 14,22 13,35 13,60
4 | 578 | -12,28 3,07 1,42 1,50

Tabelle85:  Resonanzlagen und relative Haufigkeiten der einzelnen | sotopomere des
Trichlorfluormethans bei no(*°F) = 470,59 MHz;
digitale Auflosung: 0,036 Hz, HWB = 1,01 Hz, Integrationsbreite = 20 Hz

Empirisch ist bekannt, dal3 schwerere isotopomere Spezies eine zu htherem Feld verscho-
bene Resonanz zeigen [107]. Aufgrund der Intensitdten und der Peaklage kénnen nun den
beobachteten Resonanzsignalen eindeutig die zugehtrigen |sotopomere zugeordnet wer-
den. Das Resonanzsignal 1, das die zweitgrofte Haufigkeit zeigt, ist dem Isotopomer
CF*Cl; bzw. Az zuzuordnen. Das am haufigsten vorkommende Isotopomer CF*CI,*'Cl
bzw. A;B wird durch das Resonanzsignal 2 reprasentiert. Die Resonanzsignale 3 und 4
schliefflich sind den Isotopomeren CF*CI¥Cl;, (AB-) bzw. CF¥’Cl; (Bs) zuzuordnen. Be-
merkenswert ist, daR3 auch das Resonanzsignal fiir die Spezies CF*'Cls trotz des geringen
Vorkommens gut aufgeldst ist.

In [107] wird in allgemeiner Weise am Beispiel von **C-Isotopomeren und ?H- Isotopome-
ren Uber den Einfluf? von | sotopeneffekten auf die chemische Verschiebung berichtet. Jeder
Austausch eines *ClI durch ein ¥Cl verursacht eine geringfiigige Veranderung der chemi-
schen Umgebung des Fluorkerns und somit eine Verschiebung der *°F-chemischen Reso-
nanzfrequenz um ca. 6,25 ppb zu hdherem Feld.

Die durch sukzessiven Austausch von *Cl durch ¥Cl verursachte Anderung der °F-

chemischen Verschiebung ist in Abbildung 136 graphisch dargestellt.
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d [ppb]

As AB AB, Bs

Abbildung 136: Anderung der *°F-chemischen Verschiebung durch sukzessiven Austausch
von *Cl durch ¥Cl ausgehend von CF*Cl;

Mdchte man nun das Trichlorfluormethan dennoch zur Referenzierung benutzen, bleiben
prinzipiell zwei Mdoglichkeiten. Entweder bestimmt man das spektrale Moment der in
Abbildung 135 gezeigten Signalgruppe, das sich zu 0,60 Hz berechnet, oder man definiert
nach [101] das Resonanzsignal des am héufigsten vorkommenden |sotopomeren
CF*Cl;*'Cl zu 0 Hz.

Im folgenden werden alle °F-chemischen Verschiebungen auf Trichlorfluormethan re-
ferenziert, indem das Resonanzsignal des am haufigsten vorkommenden |sotopomeren
CF®Cl1,*Cl zu 0 Hz definiert wird., da dies am schnellsten und genauesten geht und den
geringsten Aufwand bedeutet.

4.3 Kernresonanzspektroskopische Untersuchung von 1,1,2,2-Tetra-
chlortetrafluor cyclobutan

Das in Abbildung 137 gezeigte 1,1,2,2-Tetrachlortetrafluorcyclobutan wird nach [101] als
sekundérer Standard in der *°F-NMR-Spektroskopie verwendet. Da fiir diese Verbindung
in Anaogie zum Trichlorfluormethan ebenfalls ein Substituenteneffekt der beiden Chlor-
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isotope *CI und *¥Cl erwartet wird, ist es wichtig, Anzahl und Art der mdglichen Isotopo-

mere zu kennen.

Abbildung 137: 1,1,2,2-Tetrachlortetrafluorcyclobutan

Aufgrund der natlirlichen Isotopenverteilung des Chlors sind unter Berlicksichtigung der
Forme! fiir Variationen mit Wiederholung nun insgesamt 2* =16 mégliche Isotopomere
denkbar. Bezeichnet man das **Cl-Isotop wiederum als A und das *'Cl-Isotop als B und
betrachtet nur das Substitutionsmuster des Chlors, so ergibt sich je ein A4 bzw. B4 Isoto-
pomer, je 4 AsB bzw. AB3 Isotopomere und schliefflich 6 A;B, Isotopomere. Die formal 6
A2B; Isotopomere (AABB und BBAA; ABAB und BABA; ABBA und BAAB) reduzieren
sich aufgrund ihrer Identitét zu 3 A,B, Isotopomeren mit doppelter Intensitét. Insgesamt
finden sich die berechneten 16 | sotopomere.

Unter Berticksichtigung der natirlichen Haufigkeit der beiden Chlorisotope berechnet sich
fir das A4-lsotopomer eine Haufigkeit von 32,96%, fir das AsB-lsotopomer 42,16%, fur
das A,B,-Isotopomer 20,22%, fur das ABs-1sotopomer 4,31% und schliefflich fur das B4-
Isotopomer eine Haufigkeit von 0,34%.

Zur Kkernresonanzspektroskopischen Untersuchung des 1,1,2,2-Tetrachlortetrafluorcyclo-
butans werden 16,4 mg der Substanz in 0,75 ml CDCl; mit einem Deuteriumgehalt von
99,8% eingewogen. Daraufhin wird an DRX 500 ein hochaufgel 6stes 470,59 MHz °F-
NM R-Spektrum aufgenommen.

Die fiir die Aquisition und Prozessierung des hochaufgeldsten 470,59 MHz *F-NMR-

Spektrums verwendeten Parameter sind der folgenden Tabelle 86 zu entnehmen.
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ns 16
SW [ppm] 9,99
SW [HZ] 4699,25
TD 128k
Sl 256k
LB [HZ] 0,01

Tabelle86:  Aufnahme- bzw. Prozessierungsparameter des 470,59 MHz °F-NMR-
Spektrums des 1,1,2,2-Tetrachl ortetrafluorcyclobutans

Abbildung 138 zeigt das aufgenommene hochaufgel 6ste 470,59 MHz *°F-NM R-Spektrum
des 1,1,2,2-Tetrachlortetrafluorcyclobutans.

-53426 -53428 -53430 -53432 -53434
n [Hz]

Abbildung 138: 470,59 MHz *°F-NMR-Spektrum des 1,1,2,2-Tetrachl ortetrafluorcyclo-
butans

Das hochaufgeloste 470,59 MHz °F-NMR-Spektrum des 1,1,2,2-Tetrachlortetrafluor-
cyclobutans zeigt einen dhnlichen Habitus wie das F-NMR-Spektrum des Trichlorfluor-
methans. Das arithmetische Zentrum der Signalgruppe liegt bei ca -113,5 ppm, Lit [101]
gibt eine Resonanzlage von -114,1 ppm an.

Auch beim 1,1,2,2-Tetrachlortetrafluorcyclobutan verursacht der Austausch *CI durch
3’Cl eine Veranderung der chemischen Umgebung des Fluorkerns und somit eine Ver-
schiebung der '°F-chemischen Verschiebung fiir das entsprechende Isotopomer. Da sich

jedoch im Vergleich zum Trichlorfluormethan das Chlor eine Bindung weiter weg entfernt
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vom Fluor befindet und deshalb ein vom Betrag geringerer |sotopeneffekt erwartet wird,
reicht die Feldstarke des verwendeten Spektrometers nicht mehr aus, um die individuellen
Signale der einzelnen | sotopomere aufzul dsen.

Demzufolge ist das 1,1,2,2-Tetrachlortetrafluorcyclobutan als Referenzsubstanz fir die
Hochfeld-'*F-NM R-Spektroskopie nicht geeignet, da bei hohen Magnetfeldern kein Sin-
gulett resultiert und das spektrale Moment nicht problemlos bestimmt werden kann.

Fir Spektrometer mit einer geringeren Feldstarke z.B 56,46 MHz- oder 84,68 MHz-"F-
NMR resultiert ein scharfes Singulett, so da? das 1,1,2,2-Tetrachlortetrafluorcyclobutan
dort weiter als sekundérer Standard verwendet werden kann.

Die Verwendung von chlorfreien Referenzsubstanzen fiir die Hochfeld-">F-NMR-Spek-

troskopie, wie z.B. CgFg, wére empfehlenswerter.

4.4 Kernresonanzspektroskopische Untersuchung von 1,4-Dibromtetr a-
fluor benzol

Um die Frage zu beantworten, ob Brom ebenfalls einen Isotopeneffekt zeigt, wird das 1,4-

Dibromtetrafluorbenzol hochavufgel st °F-NM R-spektroskopisch untersucht.

Br

Br

Abbildung 139: 1,4-Dibromtetrafluorbenzol

Da das Element Brom in der Form von 2 Isotopen in der Natur vorkommt und zwei Isoto-
pomere as identisch zu betrachten sind, treten drei verschiedene |sotopomere des 1,4-

Dibromtetrafluorbenzols auf.
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Abbildung 140: Denkbare |sotopomere des 1,4-Dibromtetrafluorbenzols

Die natiirliche Haufigkeit des "Br-Isotops ist gegeben zu 50,69 Prozent, die des ®Br zu
49,31 Prozent [106]. Daraus errechnet sich fur die drel denkbaren Isotopomere folgende
Wahrscheinlichkeitsverteilung. Das Isotopomer A, mit den beiden "Br-Isotopen sollte zu
25,7%, das B, mit zwei ®'Br-Isotopen zu 24,3% und die gemischte Form AB bzw BA
sollte zu 50% vorkommen. Sowohl fir das Isotopomer A, as auch das Isotopomer B, er-
wartet man im “°F-NMR-Spektrum ein Singulett. Firr die gemischte Form AB bzw BA er-
wartet man maximal ein deceptively simple [AB].-System mit 4 Linien, so da3 man mit
gentigender Aufldsung ein Spektrum, welches aus maximal 6 Linien bestehen wirde, er-
wartet.

Zur NM R-spektroskopischen Untersuchung des 1,4-Dibromtetrafluorbenzols werden 12,4
mg der Substanz eingewogen und in 0,75 ml Benzol-ds mit einem Deuteriumgehalt von

99,5% gelost. Daraufhin wird am DRX 500 ein hochaufgel 6stes *°F-NM R-Spektrum auf-

genommen.
ns 16
SW [ppm] 4,99
SW [HZ] 2349,62
TD 128k
Sl 256k
LB [HZ] 0

Tabelle87:  Aufnahme- bzw. Prozessierungsparameter des 470,59 MHz *°F-NMR-
Spektrums des 1,4-Dibromtetrafluorbenzols
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-62410 -62415 -62420 -62425 -62430 -62435

n [Hz]

Abbildung 141: 470,59 MHz *°F-NMR-Spektrum des 1,4-Dibromtetrafluorbenzols

-62421 -62421,5 -62422 -62422,5 -62423 -62423,5
n [Hz]

Abbildung 142: vergroRerter Ausschnitt aus dem 470,59 MHz **F-NMR-Spektrum des 1,4-
Dibromtetrafluorbenzols

Das oben abgebildete Signal, das eine Halbwertsbreite von ca. 0,6 Hz besitzt, weist eine a
symmetrische Struktur auf, die vermutlich durch drei Signale hervorgerufen wird, die im
Abstand von weniger als 0,1 Hertz getrennt sind.

Das Brom (bt demnach ebenfalls wie das Chlor einen Isotopeneffekt auf die °F-chemische

Verschiebung aus, dieser ist jedoch wesentlich schwécher ausgepragt, dafg < fg, ist, mit:

m m
fo =—C =09460; g =— B =09753 (61)
Ma7 Maig,
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Daraus schlief3t man, dal3 ortho- und meta-1sotopeneffekte nicht additiv sind, also d(A»),
d(AB) und d(B.) stehen nicht linear zueinander.

4.5 Kernresonanzspektroskopische Unter suchung von 1,2-Big 3-tri-
fluor methyl)-phenyl]-1,1,2,2-tetr afluor ethan

Auch das 1,2-Big[3-trifluormethyl)-phenyl]-1,1,2,2-tetrafluorethan soll auf seine Eignung

als Referenzsubstanz hin tberpriift werden.

F

F
FsC CF3
e

Abbildung 143: 1,2-Big[3-trifluormethyl)-phenyl]-1,1,2,2-tetrafluorethan

35,4 mg des 1,2-Big[3-trifluormethyl)-phenyl-1,1,2,2]-tetrafluorethans werden zur NMR-
spektroskopischen Untersuchung eingewogen und in 0,75 ml CDCl3 mit einem Deuteri-
umgehalt von 99,8% gelést. Daraufhin werden am DRX 500 hochaufgeltste NMR-
Spektren aufgenommen. Die fur die Aquisition und Prozessierung des hochaufgel Gsten

470,59 MHz *°F-NMR-Spektrums verwendeten Parameter sind der folgenden Tabelle 88

zu entnehmen.
ns 64
SW [ppm] 60,03
SW [HZ] 28248,59
TD 128k
Sl 256k
LB [HZ] 0

Tabelle88:  Aufnahme- bzw. Prozessierungsparameter des 470,59 MHz °F-NMR-
Spektrums des 1,2-Big 3-trifluormethyl)-phenyl]-1,1,2,2-tetrafluorethans

204



Das 470,59 MHz *F-NMR-Ubersichtsspektrum des 1,2-Bis[3-trifluormethyl)-phenyl]-
1,1,2,2-tetrafluorethansist in Abbildung 144 abgebildet.

-CF5
ng =-29853,9 Hz ng = -52727,6 Hz
-CoF
de = -63,44 ppm dg =-112,05 ppm 24
32000 | -36000 = -40000 = -44000 = -48000 -52000
n[Hz]

Abbildung 144: 470,59 MHz *°F-NM R-Ubersichtsspektrum des 1,2-Bis]3-trifluor-methy!)-
phenyl]-1,1,2,2-tetrafl uorethans

Ausschnitte aus dem 470,59 MHz *°F-NMR-Ubersichtsspektrum des 1,2-Bis[3-trifluor-
methyl)-phenyl]-1,1,2,2-tetrafluorethans sind in Abbildung 145 und Abbildung 146 darge-
stellt.

T T T e e T S S S
-29844 -29848 -29852 -29856 -29860 -29864
n [Hz]

Abbildung 145: Ausschnitt aus dem 470,59 MHz *°F-NM R-Spektrum: CFs-Gruppen am
Phenylring des 1,2-Big[ 3-trifluormethyl)-phenyl-1,1,2,2]-tetrafluorethans
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-52715 -52720 -52725 -52730 -52735 -52740
n [Hz]

Abbildung 146: Ausschnitt aus dem 470,59 MHz *°F-NM R-Spektrum: Fluorsubstituenten
am Ethangeriist des 1,2-Big[ 3-trifluormethyl)-phenyl-1,1,2,2]-tetrafluor-
ethans

Das Singulett der Fluorsubstituenten am Ethangerist bel -112,05 ppm weist eine mittels
Deconvolution bestimmte Halbwertsbreite von ca. 2,0 Hertz auf. Wahrend dieses Signal
zur Referenzierung geeignet ist, weist das Resonanzsignal der Trifluormethylgruppen an
den beiden Phenylsubstituenten bei -63,44 ppm infolge der ortho-*Je-Kopplung eine Ver-
breiterung auf, so dal3 dieses fur die Referenzierung schlechter geeignet ist.

Prinzipiell ist das 1,2-Big[3-trifluormethyl)-phenyl]-1,1,2,2-tetrafluorethan geeignet als Re-
ferenzsubstanz fr die hochaufgel ste **F-NM R-Spektroskopie zu dienen.
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4.6 Kernresonanzspektroskopische Untersuchung von Trifluormeth-
oxybenzol

Auch die Eignung des in Abbildung 147 gezeigten Trifluormethoxybenzols als Referenz-

substanz soll Uberpruft werden.

OCF,

Abbildung 147: Trifluormethoxybenzol

Hierfur werden zur Aufnahme von hochaufgeldsten NMR-Spektren 14,1 mg Trifluor-
methoxybenzol eingewogen und in 0,75 ml Benzol-ds mit einem Deuteriumgehalt von
99,5% gelost. Die fur die Aquisition und Prozessierung des 470,59 MHz °*F-NMR-
Spektrums bzw. 500,13 MHz *H-NMR-Spektrums verwendeten Parameter sind der fol-

genden Tabelle zu entnehmen:

Tabelle 89:

Das experimentelle und das simulierte 470,59 MHz *°F-Spektrum des Trifluormethoxy-

19F 1H
ns 128 32
SW [ppm] 30,02 4,01
SW [HZ] 14124,29 2003,21
D 128k 16k
Sl 256k 32k
LB [HZ] 0 0

Aufnahme- bzw. Prozessierungsparameter

benzols werden in Abbildung 148 wiedergegeben.
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Abbildung 148: experimentelles (oben) und a's [AB].CXs-Spinsystem simuliertes (unten)
470,59 MHz *°F-Spektrum des Trifluormethoxybenzols

Die Fluoratome der Trifluormethoxygruppe des Trifluormethoxybenzols bilden den Xs-
Teil eines [AB].CXs-Spinsystems. Gut aufgel6st ist die *Jr-Kopplung zu den Protonen H;
bzw. Ha, ®Jr-Kopplung und “Je-Kopplung sind jedoch nicht aufgelést und demnach ite-
rativ nicht genau bestimmbar.Dieser Befund wird durch dasin Abbildung 150 gezeigte *H-
NMR-Spektrum untermauert. Tabelle 90 zeigt die Ergebnisse der Iteration des 470,59
MHz “°F-Spektrums des Trifluormethoxybenzols mit WIN-DAISY.
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Parameter Wert Fehler

d[ppm] n[HZ] [xHZ]
ne -57,762 -27182,374 0,00064

Jik [HZ]

A 1,032 0,00126
ey 0,051 0,00833
[T 0,290 0,00257
HWB 0,466 0,0036

Tabelle 90: Ergebnisse der Iteration des 470,59 MHz 19F-Spektrums des Trifluor-
methoxybenzols

Final Sum of Squares
Number of Spectral Points

Standard Deviation of M easurements

R—Factor (% )

1,8784
544

0,0591
0,0995

Die Indizierung der Protonen des Trifluormethoxybenzols fur die folgende Iteration des

500,13 MHz *H-Spektrumsist in Abbildung 149 gegeben:

OCF,

Abbildung 149: Indizierung der Protonen am Trifluormethoxybenzol

Fur die Iteration werden die Fluoratome der Trifluormethoxygruppe mit der Zahl 6 indi-

ziert und fur das Trifluormethoxybenzol wird die Symmetrie C,, angenommen. Dies hat

zur Folge, daf3 sich die Protonen H; und H, sowie Hz und Ha symmetriebegriindet entspre-
chen. Der [AB],C-Tell des[AB].CX3-Spinsystemsist in Abbildung 150 abgebildet:
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Hs, Hy

Hi, Hz
Hs

3460 3450 3440 3430 3420 3410 3400 3390 3380
n [Hz]

3460 3450 3440 3430 3420 3410 3400 3390 3380
n [Hz]

Abbildung 150: experimentelles (oben) und simuliertes (unten) 500,13 MHz *H-NMR-
Spektrum des Trifluormethoxybenzols

Die Ergebnisse der Iteration des 500,13 MHz *H-Spektrums des Trifluormethoxybenzols
mit WIN-DAISY sind in Tabelle 91 und Tabelle 92 angegeben.

Par ameter Wert Fehler HWB Fehler
n; d [ppm] n[HZ] [xHZ] [HZ] [xHZ]
Hqi Hz 6,899 3450,268 0,00361 0,710 0,00665
Hs Ha 6,835 3418,559 0,00194 0,595 0,00337
Hs 6,782 3391,652 0,00284 0,601 0,00474

Tabelle 91: iterierte Resonanzfrequenzen und Hal bwertsbreiten des 500,13 MHz *H-
Spektrums des Trifluormethoxybenzols
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"Jik Wert Fehler [108] @ [108] ®

Jik [HZ] [xHZ] Jik [HZ] Jik [HZ]
431 2,584 0,00671 2,588 2,642
31 8,284 0,00351 8,280 8,310
Sdu 0,412 0,00381 0,453 0,461
455 1,075 0,00387 1,091 1,077
51 0,989 0,00440 1,027 1,038
433 1,835 0,00680 1,746 1,753
3335 7,490 0,00272 7,484 7,499
€3 n.b. 0,050 -0,008
"Jss n.b. 0,138 0,133

Tabelle 92: iterierte K opplungskonstanten Ji, des 500,13 MHz *H-Spektrums des
Trifluormethoxybenzols

Final Sum of Squares 46,8228
Number of Spectral Points 2871
Standard Deviation of M easurements 0,1280
R—Factor (% ) 0,5346

Alle in [108] angegebenen Kopplunskonstanten wurden in einem Gemisch aus %CS, und
CeD12 bzw. "Aceton-ds bestimmt.

Auch wenn das Trifluormethoxybenzol im hochaufgeldsten 470,59 MHz *°F-Spektrum
kein Singulett liefert, ist es dennoch as Referenzsubstanz verwendbar, da die Lage des
Zentrums der Signalgruppe trotz der ortho-Kopplung leicht bestimmbar ist.

Insbesondere bel Verbindungen, die Resonanzlagen zwischen -30 und -100 ppm zeigen, ist
es dem Hexafluorbenzol, welches bei -162,9 ppm resoniert, aufgrund des Gewinns an

spektraler Aufldsung vorzuziehen.
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4.7 Kernresonanzspektroskopische Untersuchung von 4-Trifluormeth-
oxyanisol

Auch das dem Trifluormethoxybenzol strukturverwandte Trifluormethoxyanisol soll auf

Eignung als Referenzsubstanz uberprift werden.

OCH,

OCF,

Abbildung 151: 4-Trifluormethoxyanisol

Analog zum Vorgehen bei der Untersuchung des Trifluormethoxybenzols werden 13.7 mg
des 4-Trifluormethoxyanisols eingewogen und in 0,75 ml Benzol-ds mit einem Deuterium-
gehalt von 99,5% geldst. Anschlielend werden am DRX 500 hochaufgeloste NMR-
Spektren aufgenommen. Die fiir die Aquisition und Prozessierung des 470,59 MHz *°F-
NM R-Spektrums bzw. 500,13 MHz *H-NM R-Spektrums verwendeten Parameter sind der

folgenden Tabelle zu entnehmen:

U H
ns 128 32
SW [ppm] 30,02 12,02
SW [HZ] 14124,29 6009,62
TD 128k 64k
Sl 256k 128k
LB [HZ] 0 0

Tabelle 93: Aufnahme- bzw. Prozessi erungsparameter
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Das experimentelle und das simulierte 470,59 MHz *°F-Spektrum des Trifluormethoxyani-
sols werden in Abbildung 152 wiedergegeben.

: : : : : : : : : : : : : : : : : : :
-27416 -27418 -27420 -27422 -27424 -27426 -27428 -27430 -27432
n [Hz]

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-27416 -27418 -27420 -27422 -27424 -27426 -27428 -27430 -27432
n [Hz]

Abbildung 152: experimentelles (oben) und as [AB].M3X3 simuliertes (unten) 470,59
MHz *°F-Spektrum des 4-Trifluormethoxyanisols

Die Fluoratome der Trifluormethoxygruppe des Trifluormethoxyanisols bilden den X5-Teil
eines [AB],M3X3-Spinsystems. Wiederum ist auffélig. dal? es geringe Unterschiede in der
Halbwertsbreite zwischem dem experimentellen und dem simulierten Spektrum gibt.
Tabelle 94 zeigt die Ergebnisse der Iteration des 470,59 MHz °F-Spektrums des Trifluor-
methoxyanisols mit WIN-DAISY.
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Parameter Wert Fehler
d[ppm] n[Hz] [xHZ]
Nne -58,276 -27424,094 0,00469
Jik [HZ]
A 0,947 0,00167
ey 0,167 0,00399
HWB 0,409 0,00507

Tabelle94:  Ergebnisse der Iteration des 470,59 MHz **F-Spektrums des Trifluor-
methoxyanisols

Final Sum of Squares
Number of Spectral Points

Standard Deviation of Measurements

R—Factor (% )

1,8015
255

0,0851
0,1260

Die Indizierung der Protonen des Trifluormethoxybenzols fir die folgende Iteration des

500,13 MHz *H-Spektrumsist in Abbildung 153 gegeben:

OCF,

4

OCH,

Abbildung 153: Indizierung der Protonen am Trifluormethoxyanisol

Fur die Iteration werden die Protonen der Methoxyfunktion mit der Zahl 5 indiziert, die

Fluoratome der Trifluormethoxygruppe mit der Zahl 6. Da auch fur das Trifluormethoxy-

anisol die Symmetrie C,, angenommen wird, entsprechen sich die Protonen H; und H, so-

wie Hz und H; symmetriebedingt.
Der [AB]2M3-Teil des[AB].M3X3-Spinsystemsist in Abbildung 154 abgebil det:
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Abbildung 154: experimentelles 500,13 MHz *H-Spektrum des Trifluormethoxyanisols

T T T T T T T T [ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3450 3445 3440 3435 3430 3425 3420 3415

n [Hz]
T B S S S AR T S S S S RS S S S
3450 3445 3440 3435 3430 3425 3420 3415
n [Hz]

Abbildung 155: Ausschnitt der Protonen H; und H; aus dem experimentellen (oben) und
simulierten (unten) 500,13 MHz *H-NMR-Spektrum des Trifluormethoxy-
anisols
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Abbildung 156: Ausschnitt der Protonen Hs und H, aus dem experimentellen (oben) und
simulierten (unten) 500,13 MHz *H-NMR-Spektrum des Trifluormethoxy-

anisols

Die Ergebnisse der Iteration des 500,13 MHz H-Spektrums des Trifluormethoxybenzols

mit WIN-DAISY sind in Tabelle 95 angegeben.
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Parameter Wert Fehler HWB Fehler
n d [ppm] n[Hz [xHZ] [Hz] [tHZ]
HiH2 6,862 3431,735 0,00359 0,591 0,00651
Hs Hy 6,445 3223,233 0,00108 0,379 0,00434
Hs 3,122 1561,516 0,00024 0,445 0,00046
Parameter Wert Fehler Parameter Wert Fehler
"Jik Jik [HZ] [xHZ] "Jik Jik [HZ] [xHZ]
435 3,124 0,01568 %1 0,910 0,00331
i 8,988 0,00260 433 3,039 0,01517
A 0,311 0,00368 €3 0,168 0,00372
Tabelle 95: iterierte Kopplungskonstanten, Resonanzfrequenzen und Halbwertsbreiten

des 500,13 MHz 'H-Spektrums des Trifluormethoxyanisols

Final Sum of Squares
Number of Spectral Points

Standard Deviation of M easurements
R—Factor (% )

Auch hier gilt das bereits fir das Trifluormethoxybenzol Gesagte. Das Trifluormethoxya-
nisol liefert ebenfalls im hochaufgeldsten 470,59 MHz *°F-Spektrum aufgrund der ortho-
Kopplung kein Singulett. Dennoch ist es als Referenzsubstanz fir Verbindungen, die Re-
sonanzlagen zwischen -30 und -100 ppm zeigen, verwendbar, da esim Vergleich zum He-

xafluorbenzol, welches bei -162,9 ppm resoniert, zu einem Gewinn an spektraler Auflo-

sung fuhrt.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Das im Hause entwickelte Verbundverfahren zur automatisierten NMR-kontrollierten
Titration zur systematischen Untersuchung von Protolysegleichgewichten konnte durch
Kopplung an ein Bruker AVANCE DRX 500 NMR-Spektrometer konzeptionell verbessert
werden. Die Verbesserung des Signal to Noise durch Nutzung eines Hochfeld-Spektro-
meters und eine deutliche Minimierung des Substanzbedarfs machen diese Methode nun-
mehr interessant fiir biorelevante Probleme in Pharmazie, Chemie und Medizin. Die besse-
re Trennung der Resonanzsignale, die durch Verwendung eines Hochfeld-Spektrometers
erreicht wird, erlaubt es, auch komplexere Spinsysteme NMR-kontrolliert zu untersuchen.
Mit den im Hause zur Verfiigung stehenden Probenkdpfen kénnen die *H-, **C-, *°F- und
die **P-NMR-Spektroskopie zur NMR-kontrollierten Titration genutzt werden.

Die Evauierung der Titrationsanlage mit den untersuchten Modellsubstanzen zeigt, daf3
das Titrationssystem den gestellten Anforderung gerecht wird. Die Untersuchung des
Pharmakons Fluconazol zeigt eindrucksvoll die Stérke des Verfahrens bei der Untersu-
chung komplexer Protolysegleichgewichte in den Grenzbereichen des pH-Fensters. Es
kann gezeigt werden, dai3 diese Verbindung nicht wie in der Literatur angegeben einen
pKsWert, sondern drei pKs-Werte besitzt, die rein potentiometrisch nicht exakt bestimmt
werden kénnen.

Da viele Pharmazeutika in wassrigem Medium schwer oder schlecht [6slich sind, macht es
Sinn, diese Mef3methode trotz der zu erwartenden Schwierigkeiten bei der pH-Messung auf
nichtwassrige Losungsmittels auszuweiten. Insbesondere Methanol und Ethanol sollten
hierfir bestens geeignet sein.

Konformati onsanalytische Untersuchungen nach Lin fuhrten zu folgenden Ergebnissen:

Butansiure 2-Aminobutansiure| 2-Amino-4-fluor-
butansiure
Rotamer | [%] 31,7 25,2 19,7
Rotamer 11 [%] 36,7 29,2 24,6
Rotamer 111 [%] 31,7 45,6 55,7

Tabelle 96: Rotamerenverteilung der am 1. Segment untersuchten Butansiurederivate
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4-Pentensaure 2-Aminopent- 2-Amino-4-fluor-

4-ensdure pent-4-ensdure
Rotamer | [%] 29,2 17,9 17,9
Rotamer 11 [%] 415 25,6 22,6
Rotamer 111 [%] 29,2 56,5 59,5

Tabelle 97:

Die Untersuchung zeigt, dal3 bei den untersuchten fluorierten Aminocarbonséuren das Ro-

tamer das energetisch bevorzugte darstellt, in welchem die protonierte Aminofunktion in

anti-Stellung zum Rest R steht.

Die Suche nach Referenzierungssubstanzen fir die Hochfeld-*F-NMR-Spektroskopie

fuhrte zu keinen Alternativen zu CFCls.
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6 Anhangund Verzeichnisse

6.1 Verwendete Chemikalien

Diein Tabelle 98 angegebenen Substanzen sollen auf Ihre Eignung hin untersucht werden,
als Referenzsubstanzen fiir die moderne hochaufgel 6ste *°F-NM R-Spektroskopie zu fun-

gieren.

Name Herkunft

Trichlorfluormethan Fluka Chemie AG
Deisenhofen, D
Bestell-Nr. 91273

1,1,2,2-Tetrachlortetrafluor- Apollo ScientificLTD,
cyclobutan Whaley Bridge, UK
Bestell-Nr. PC 6640
Dibromtetrafluorbenzol Bristol Organic LTD
Berkeley
1,2-Big[3-trifluormethyl)-phenyl- | JRD FluorochemicalsLTD,
1,1,2,2)-tetrafluorethan Leatherhead, UK
Bestell-Nr. 987
Trifluormethoxybenzol Bayer AG, Leverkusen
4-Trifluormethoxyanisol Bayer AG, Leverkusen

Tabelle 98: auf Eignung als Referenzsubstanz untersuchte Substanzen
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