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Abstract

In the present dissertation simultaneous protonation and conformational equilibria of
multidentate ligands have been studied by potentiometric and *H/**P NMR titrations. Two
phosphinic acid analogues of the herbicide N-phosphonomethylglycine were characterised
by a novel technique called electrodeless NMR titration. This method alows the
determination of small pK values (in the very acidic region) with markedly increased
precision. 3-(P-Methylphosphino)propionic acid has been studied by NMR controlled
titration (hyphenation of the spectrometer with a titrator). The remaining NMR titrations
were performed using a series of single samples of different pH values. To evauate the pH
dependent chemical shifts and coupling constants, new computer programs have been
developed. MULTINMRPK is used for simultaneous optimization of pK values and ion-
specific NMR parameters d(HiL) and J(HiL) by means of multiple non-linear regression
and target factor analysis. The new program LAOTIT enables the simulation of the pH
dependent spectral pattern of strongly coupled spin systems. The site-specific acidity of
individual tautomers (microspecies) of multidentate ligands can be characterised in terms
of microscopic dissociation constants. Their determination demands the assumption of
spins having chemical shifts which selectively monitor the dissociation of the individual
groups. In this work the first quantitative method has been developed to identify group-
specific sensor atoms, based on the Sudmeier-Reilly approach. Microconstants have been
determined for carnosine, glycylhistidine, 3-(P-methylphosphino)propionic acid and the
herbicide phosphinothricine. In case of ligands having ethane like rotational segments the
canonical conformational analysis of the individual dissociation states HiL and their
tautomers have been performed on the basis of extended Karplus type equations. From
these rotamer populations, rotamer-specific dissociation constants have been deduced,
which enable the speciation of al sub-microspecies (fine-structures of the ligand with

definite conformation and site of protonation).
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1 EINLEITUNG UND AUFGABENSTELLUNG

1.1 Allgemein

Biorelevante Verbindungen, wie Aminocarbonsduren, Peptide oder Aminophosphonsauren
verfligen Uber diverse funktionelle Gruppen, mit denen sie Metallionen komplexieren oder
Redoxreaktionen eingehen konnen. In biologischen Medien, wasserigen Lésungen mit
definierten Werten fir pH und lonenstdrke, kommt es immer as begleitende
Nebenreaktion zu Protonierungs-Deprotonierungsgleichgewichten. Die Kompetition der
Protonen fur die Donorgruppen beeinflusst somit die Konzentration der bioaktiven
Spezies. Zu ener quantitativen Beschreibung biochemischer Gleichgewichte und
kinetischer Prozesse sind deshab Kenntnisse Uber die Protolyseeigenschaften aller
beteiligten Substanzen unerlasslich [1].

Die Charakterisierung der Aciditd einer Verbindung erfolgt traditionell Uber die
sKlassischen* Dissoziationskonstanten (pK-Werte). In dieser sog. makroskopischen
Beschreibung wird nur die Stochiometrie der entstehenden Protolysespezies HiL beachtet,
nicht aber die Topologie der Dissoziationsspezies. Die Kenntnis der pK-Werte ermoglicht
die Berechnung der Konzentration aler Protolysestufen oder der pH-abhangigen Gesamt-
ladung. Diese Informationen sind beispielsweise zur Optimierung bestimmter Synthese-
schritte oder analytischer Trennverfahren nitzlich. Die systematische Untersuchung von
Dissoziationskonstanten fhrt ferner hin zu chemischen Grundbegriffen, wie z. B. die
Hammettschen Sigma-Konstanten zur Beschreibung induktiver Effekte [2]. pK-Werte
werden in vereinfachender Weise mit einer Reihe von Variablen der pharmazeutischen

Forschung linear korreliert (Beziehungen der Linearen Freien Enthal pie).

Das Verstdndnis biologischer Prozesse auf molekularer Ebene verlangt aber eine
detailliertere Behandlung. Die sog. Mikrospezies eines mehrbasigen Liganden
(Protonierungsisomere, spezielle Tautomere) haben zwar die gleiche Zusammensetzung
HiL, unterscheiden sich aber in der Stelle der Protonierung [1]. Deren Gleichgewichte
werden durch mikroskopische pk-Werte (Mikrokonstanten) beschrieben, die im

Unterschied zu makroskopischen pK-Werten den einzelnen Protolysezentren zuzuordnen
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sind. Da in biochemischen Resktionen nicht immer die in grofter Konzentration
vorliegende Mikrospezies die grofite Reaktivitét besitzt [3][4], sollte die Verteilung aler
Mikrospezies bekannt sein. Auch der Transport eines Arzneimittels bis zum Targetorgan
wird durch dessen intramolekulare Ladungsverteilung beeinflusst, denn nur neutrale, nicht
aber zwitterionische, Mikrospezies kdnnen ohne spezielle Mechanismen durch Bio-
membranen penetrieren.

Die Kenntnis der mikroskopischen Speziesvertellung versetzt uns in die Lage, Metall-
komplexbildung [4][5][6], Biopolymer-Ligand-Wechselwirkung [7] oder Redoxgleich-

gewichte [8] auf der Ebene einzelner funktioneller Gruppen zu behandeln.

Eine noch detailreichere, submolekulare Beschreibung erméglicht die Kenntnis der pH-
abhéngigen Konformation eines Liganden [12]. In diesem Fall kénnen die Dissoziations-
konstanten (Rota-Makrokonstanten oder Rota-Mikrokonstanten) und dadurch auch die
Konzentrationen der einzelnen Rotamere abgeleitet werden [13]. Unsere Modellvor-
stellungen lassen erwarten, dass sich aus diesen submikroskopischen Daten auch feinere
strukturelle Einzelheiten der Enzym-Ligand-Wechselwirkung aus der Sicht des Liganden

charakterisieren lassen.

Makroskopische pK-Werte werden in der Regel durch potentiometrische Titration
bestimmt. Zur Ermittlung von Mikro- und Submikrokonstanten missen Titrationen mit
spektroskopischen Methoden kombiniert werden [9]. Im Disseldorfer Arbeitskreis von
G. Hagele wurden zu diesem Zweck automatisierte Verbundtechniken wie die UV-
kontrollierte Titration [10][11] oder die NMR-kontrollierte Titration [14][15][16][18]
entwickelt und damit zahlreiche Organophosphorverbindungen charakterisiert.

Es interessierten technische und biorelevante Gesichtspunkte von Phosphonséuren [16],
Phosphinsduren [19], Phosphinoxiden [20], die durch weitere Substituenten wie
Carboxylat- [21], Amino- [15] oder Guanidinogruppen [22] funktionaisiert waren.
NMR-Titrationen, Mikrodissoziation und Konformationsanalyse sind ebenfalls Schwer-
punkte der Forschungsthemen im Budapester Arbeitskreis von Prof. Béla Noszal. Hier
werden unter anderem Aminosduren [13], Oligopeptide [8] und Pharmazeutika

charakterisiert.
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Der Erfahrungsschatz beider Arbeitsgruppen sollte nun vereinigt werden und dafir bot

mein DAAD-Promotionsstipendium eine ideale M églichkeit.

1.2 Problemstellung und Aufgabenstellung

Zielsetzung dieser Arbeit war es, auf der theoretischen Seite, neuere Auswertekonzepte zu
NMR-Titrationen zu entwickeln, die auf modernen, multivariaten statistischen Methoden
basieren. Damit soll der ganze Informationsgehalt der pH-abhéngigen NMR-Spektrenreihe
erfasst werden.

Die bis heute gebrauchliche Methode der makroskopischen Auswertung ist die ssimultane
nichtlineare Regression [23], wobei Makrokonstanten und chemische Verschiebungen der
individuellen Protolysespezies optimiert werden konnen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
ein neues Auswerteprogramm erstellt werden, mit dem die Anwendbarkeit der Zielfak-
torenanalyse untersucht werden soll. Es war zu hoffen, dass in diesem neuartigen Ansatz

die Anzahl der zu iterierenden Parameter wesentlich reduziert werden kann.

Grundlage der Berechnung von Mikrokonstanten aus NMR-Titrationen stellt die Auswahl
geeigneter Spins (Sensoratome) dar, die auf die Dissoziation einer einzelnen Gruppe
spezifisch reagieren. Manchmal gelingt das nicht streng, aber es lassen sich brauchbare
Approximationen finden, so dass die gewuinschten Mikrokonstanten mit befriedigender
Genauigkeit erhalten werden kénnen. Einen allgemeineren Ansatz stellt die Sudmeier-
Reilly-Gleichung [24][25] dar, wobei die dissoziationsbedingte Anderung der chemischen
Verschiebung aus Einfliissen mehrerer Gruppen zusammengesetzt wird. In dieser Arbeit
soll untersucht werden, ob objektive, mathematische Kriterien zur Auswahl von Sensor-
atomen entwickelt werden konnen. Die neuen Ansétze sollen im Rahmen eines integrierten
Programmsystems verwirklicht werden, wobei die Ubergabe der NMR- und Gleich-
gewichtsparameter aus der makroskopischen Auswertung in die mikroskopische einfach

und mit mdglichst wenigen Benutzereingaben erfolgt.

Ethandhnliche Rotatoren mit geladenen Gruppen in waésseriger Losung stellen aktuelle
Schwerpunkte der NMR-spektroskopischen, quantenchemischen oder molekildyna-

mischen Konformationsanalyse dar [26][27]. In dieser Arbeit soll ein kritischer Vergleich
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unter den bestehenden kontinuierlichen und kanonischen Ansétzen der Rotamerenanalyse
aus vicinalen <*Juy>-Kopplungskonstanten durchgefiihrt werden. Unter Betrachtung
simultaner Protolyse- und Rotationsgleichgewichte sollen die Dissoziationskonstanten
einzelner Rotamere ermittelt werden. Dabei werden Molekile mit zwei Torsionswinkeln,

d.h. mit neun kanonischen Rotameren, erstmals durch Rota-pK-Werte beschrieben.

Die in dieser Arbeit neu zu entwickelnden Auswertekonzepte sollen durch praktische
Beispiele, *H- und *'P-NMR-Titrationen der im nachfolgenden Kapitel beschriebenen

Modellsubstanzen verifiziert werden.
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1.3 Dieuntersuchten Substanzen

Q 0 [N-(P-Methylphosphinoylmethyl)-
HO—IID—CHZ—ITI—CHZ—IID—OH N-methyl]aminomethanphosphonsaure 1

CH, CH, OH C4H13NOsP;

(Prof. Tyka, Wroclaw)

0 ﬁ [N-(P,P-Dimethyl phosphinoylmethyl)-
HO—P—CH;—N—CH;—P—OH N-(P’-methylphosphinoyl methyl)]amino-

Sh, &H,  OH methanphosphonséure 2

H,C—P—CH, CoH1eNOgPs
Il

(Prof. Tyka, Wroclaw)

I
HaC—CH,—P—OH

P-Ethyl-P-methylphosphinsdure 3

C3HyOP
CHs (Hoechst)

O 0 Ethan-1,2-bi s(P-methylphosphinséure) 4
HO—FI>—CH2—CH2—|I3—OH CeH104P,

CHj CHj

(Hoechst, ca. 90%)

I
HOOC—CH,—CH;—P—OH

3-(P-Methylphosphinoyl)propanséure 5

C4HgO4P
s (Riedel-de Hagn)
0 Phosphinothricin (Glufosinat) 6
HOOC—(IZH—CHZ—CHZ—FI’—OH CsHpNOLP
NH CHs Ammonium-glufosinat 6a
CsH1s5N204P
(Hoechst)
HOOC—(I:H—CHZ—CHZ—COOH Glutaminsaure 7
NH, CsHgNO,
(Aldrich, p.a)

Tabelle 1.1: Strukturformel, Herkunft und Reinheit der charakterisierten Liganden
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HOOC—CH,;—CH,—NH, 3-Aminopropansaure (b-Alanin) 8
C3H/NO,
(Aldrich, p.a., 99%)
0 N"-Acetylhistamin 9
HC=—=C—CH,—CH,—NH—C—CHj, CeHoNs
HN\ /N (Aldrich, p.a.,, 99,5%)
H
(IZOOH Q N?-Acetyl-L-Histidin 10
HC=—=C—CH,—HC—NH—C—CH,4 CaH11N:05
HN\ /N (Sigma, p.a., 99,5%)
H
(I:OOH <|)I Glycyl-L-histidin Hydrochlorid 11
HC=C—CH,—CH—NH—C—CH,—NH, CsH12N4Os - HC
HN N el (Aldrich, p.a)
H
?OOH ﬂ N?-(b-Alanyl)-L-histidin (Carnosin) 12
HI:]C:C\N—CH2—CH—NH—C—CH2—CH2—NH2 (?9H14N403 0
\C/ (Aldrich, p.a.,, 98%)
H

Tabelle 1.1 (Fortsetzung): Strukturformel, Herkunft und Reinheit der charakterisierten Liganden

1.3.1 Aminophosphinophosphonséuren

Aminophosphonsauren, als Phosphonoanaloga der nattrlichen Aminocarbonsduren und
Peptide weisen diverse herbizidale und antibiotische Wirkungen auf [28].

In dieser Arbeit werden zwel Derivate 1 und 2 der Nitrilotris(methylenphosphonséure)
NTMP untersucht. Beide Verbindungen wurden von Herrn Prof. R. Tyka (Wroclaw,
Heinrich Hertz Stipendiat, Dusseldorf) durch Kombination mehrerer Synthesesequenzen
unter Einbezug des Moedritzer-Verfahrens[29] synthetisiert [19].

An [N-(P-Methylphosphinoylmethyl)-N-methyl]aminomethanphosphonséure 1 wurden
erste, orientierende *'P-NMR-kontrollierte Titrationen von J. Peters durchgefiihrt [30]. [N-
(P,P-Dimethylphosphinoylmethyl)-N-(P’-methyl phosphinoylmethyl)]aminomethanphos-
phonséure 2 stellt hingegen eine neue Verbindung dar, deren Aciditét und 3*P-NMR-
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spektroskopisches Verhalten erstmals in der vorliegenden Arbeit untersucht werden sollen.
Beide Strukturen enthalten mehrere Phosphor-Sensorkerne (Phosphono, Phosphino, und in
Verbindung 2 auch Phosphinoxid), woraus grundlegende Erkenntnisse tiber den induktiven
Einfluss der Protolysezentren auf die 3P chemischen Verschiebungen dieser Gruppen
erhofft wurden. Zudem sollte die Dissoziation auch *H-NMR-spektroskopisch verfolgt

werden.

1.3.2 Phosphinsauren, Phosphinocar bonsauren und Derivate

Waéhrend die komplexchemischen und kernresonanzspektroskopischen Eigenschaften der
diphatischen und aromatischen Phosphonsduren bereits weitgehend bekannt sind, wurde
den entsprechenden Phosphinsduren weniger Beachtung geschenkt [30]. Im Rahmen
dieser Arbeit sollen die einfachen Vertreter 3, 4 und 5 analytisch, bzw. 3*P- und *H-NMR-
spektroskopisch charakterisiert werden. Es handelt sich dabei um Abkdémmlinge der P-
Methyl-P-Alkylphosphinsauren.

Phosphinothricin (Glufosinat) 6, das g-Methylphosphino-Analogon der Glutaminséure 7 ist
eine Verbindung natirlicher Herkunft und wurde aus zwei Gattungen von Streptomyces
fungi isoliert. In Form seines Ammoniumsalzes 6a wird es auch industriell in grofem
Mal3stab produziert und in der Landwirtschaft als Kontaktherbizid eingesetzt [31]. Die
Verbindung greift beim Enzym Glutamin-Synthetase ein, die in der Biosynthese der
Aminoséure Glutamin eine Schlusselrolle spielt. Durch Hemmung von Glutamin-
Synthetase werden in den Zellen des Schédlings toxische Verbindungen wie Ammoniak
akkumuliert, worauf die Pflanze innerhalb weniger Tage stirbt. Ein zur Zeit aktueller
Schwerpunkt der Pflanzenziichtung liegt in der Entwicklung von Glufosinat-resistenten
Getreidesorten [32].

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die mikroskopischen Dissoziationskonstanten und die
Rotamerenverteilung von Glufosinat 6 durch pH-abhangige H- und *'P-NMR-Spektro-
skopie aufgeklért und mit denen der Stammverbindung Glutaminséure 7 verglichen
werden.

3-(P-Methylphosphinoyl)propansdure 5 stellt zudem ein Metabolit von Glufosinat in

Pflanzen dar.
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1.3.3 Carnosin und biorelevante Histidylderivate

Die Imidazolgruppen von Histidylresten spielen enorm eine wichtige Rolle in einer Reihe
von Metalloenzymen [1][33]. Die mittels *H-NMR-Titration gewonnenen pK-Werte
erwiesen sich as guter Indikator fir die Mikroumgebung der betreffenden Imidazolgruppe
in Proteinen [34]. Der Dissoziationsgrad von Imidazolgruppen wurde sogar in intakten
Tieren durch in vivo Kernresonanzspektroskopie ermittelt [35].

Auch einfachere Histidylderivate wie etwa Dipeptide sind in der Iebenden Natur von
Bedeutung. Carnosin, b-Alanylhisitidin 12 kommt in relativ hohen Konzentrationen (1 bis
4 mM) im menschlichen Muskel vor [36], in dem sogar mit in-vivo NMR-Spektroskopie
detektiert werden kann [37]. Die biologische Funktion dieses Dipeptids ist nocht nicht in
allen Details aufgeklart worden. Carnosin ist ein Antioxidans und spielt vielleicht auch in
der Wundheilung eine Rolle. Zur Umwandlung von Carnosin gibt es im Korper
Carnosinase. Carnosin war bereits wiederholt Gegenstand von *H- und **C-NMR-Studien.
Auch die Komplexbildung mit Zn®* [40] und Ca®" [41] wurde untersucht.

N-Acetylhistidin stellt das einfachste Modell fur C-terminales Histidin in Enzymen dar
[42][45].

Die Tautomerieverhdltnisse des Imidazolringes sind fur viele Abkdmmlinge schon
weitgehend bekannt [40][42].

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollen die bislang unbekannten Mikrokonstanten
und Rotamerenverteilung des b-Alanylteils von Carnosin mittels *H-NMR-Titration
bestimmt werden. Zu Vergleichszwecken sollen auch die weiteren Imidazolderivate 8 bis
11 untersucht werden. Die Kenntnis der Mikrokonstanten und der pH-abhéngigen c:-
Rotamerenverteilung kénnte auch zur Identifizierung einer intramolekularen Wasserstoff-

briicke zwischen dem a-Stickstoff und dem Imidazolring fuhren [43].
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2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1 lonenaktivitaten und Konzentrationen

Die thermodynamische Behandlung chemischer Gleichgewichte verwendet den Begriff der
Aktivitdten fur ale beteiligten Spezies. Die Aktivitdt & der i-ten Komponente setzt sich
aus deren molarer Konzentration ¢; (in mol dm™ oder M) und dem Aktivitétskoeffizienten

fi zusammen:
a =¢f; (21

fi wird definitionsgemald gleich eins, wenn sich der geléste Stoff im Standardzustand
befindet. Als Standardzustand stellt man sich eine hypothetische Lésung mit ¢; =1 M vor,
worin aber jede Komponente i die gleiche Umgebung haben moge wie in einer ,unendlich
verdinnten“ Ldsung.

Die Aktivitatskoeffizienten lassen sich berechnen sowie messen. Zur Berechnung gibt es
theoretisch abgeleitete oder semiempirische Gleichungen, die ale auf dem Konzept der
lonenstérke | beruhen [47]:

1o
I=>a a7 (22

Die Summe l&uft tber ale in der Losung befindlichen lonen. Das bekannteste Aktivitéts-
modell stellt das Grenzgesetz von Debye und Hiickel dar, es gilt jedoch nur fir Lésungen
mit | £10° M [48]. Fir konzentriertere Losungen kommen dessen Erweiterungen und
andere semiempirische Modelle, wie z. B. die Pitzer-Theorie [49] zum Einsatz. Eine
Ubersicht der Aktivitdtsmodelle (auch fiir Neutralteilchen) findet sich in der Dissertation
von |. Reimann [50]. Hier soll nur die empirische Davies-Gleichung [51] erwahnt werden,

diedasvon I[UPAC biszu | =0,1 M empfohlene Aktivitdtsmodell darstellt [52]:

NG

lgfi=- AZ‘2(1+ﬁ

-03l) (23)

A bezeichnet darin die Debye-Hiickel sche Konstante: 0,509 fir Wasser bei 25 °C.
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Genauer betrachtet sind die spezifischen Aktivitatskoeffizienten einzelner Kationen und
Anionen thermodynamisch undefiniert und auch nicht messbar. Wird die elektro-
motorische Kraft galvanischer Zellen ohne Uberfiihrung gemessen, so ergibt sich daraus
der mittlere Aktivitatskoeffizient f., der fir ein Salz M+An- den geometrischen Mittelwert
von f, und f_ darstelIt:

f, =) g0 (2.4)

Zahlreiche Gleichgewichtsreaktionen werden bei konstant gehatener lonenstérke
untersucht [53]. Zu der Probeldsung wird dabel in hoher Konzentration ein vollstéandig
dissoziierter, starker Elektrolyt (sog. Inertsalz oder lonenpuffer) hinzugefiigt, so dass
dessen Beitrag zur Gesamtionenstarke dominant wird. Bei einer derart konstant
gehaltenen lonenstérke bleiben auch die Aktivitatskoeffizienten konstant. Das Anion und
das Kation des I nertsal zes diirfen mit den zu untersuchenden Komponenten (Liganden oder
Metallionen) naturgemal in keinerlei Wechselwirkung treten [1]. Im Regelfall wird das
Salz aus dem Kation der eingesetzten starken Base und dem Anion der starken Sdure
verwendet, wie z. B. NaNOs, NaClO,, NaCl oder KCI. Um eine Komplexbildung des
Liganden mit Alkaliionen zu vermeiden, kommen auch (CH3)4sNOH als starke Base und
(CH3)aNX (X = ClI, NOs) as lonenpuffer zum Einsatz.

2.2 pH, pD und deren Messung

2.2.1 pH-Skalenin H,O

Zur quantitativen Beschreibung verschiedener Gleichgewichtsprozesse und Reaktions-
mechanismen in wasseriger Losung ist ein exaktes Mal fir die Acidité erforderlich. Es
war Sgrensen, der 1909 den negativen dekadischen Logarithmus der Wasserstoff-lonen-
konzentration unter dem Namen , Wasserstoffionenexponent* py enfihrte [54]. Seitdem
hat die Definition von ,,pH* eine kontinuierliche Entwicklung erfahren. Einen historischen

Uberblick dariiber gibt Batesin [55].

" Wahrend einer Titration kommt es unvermeidlich zur Fluktuation der lonenstarke wegen der Neutrali-
sierung der starken Saure mit der Titrator Base, aber diese Schwankung kann durch geeignete Wahl der
Zusammensetzung der Vorlage- und Zugabeldsungen vermindert werden. Somit bleiben die Aktivitéts-
koeffizienten nahezu konstant.
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Heute sind in H,O (mindestens) drei pH-Skalen gebréuchlich [56]: die ,praktische’
(PHmess), die aktivitatsbezogene (pH?) und die konzentrationsbezogene Skala (pH®). Die
ersten beiden beruhen auf priméren Standard-Pufferlésungen gemal? den Standards nach
NIST (Tabelle2.1). Die durch pH(S) bezeichneten pH?-Werte dieser Pufferldsungen
wurden nach internationaler Konvention mit der Standard-Wasserstoffelektrode ermittelt
[57]. Die zu kalibrierende pH-Messkette sollte dann mit diesen Puffern einer Mehrpunkt-
kalibration unterworfen werden, mit anschliel3ender linearer Regression (siehe [50]). Auf
diese Weise kalibrierte Elektroden liefern Anzeigewerte pHmess auf der praktischen pH-
Skala (operational pH scale, [58]). pHmess Wird in der vorliegenden Arbeit auch einfach als
pH geschrieben.

Fur Losungen, die in ihrer Zusammensetzung den oben erwéghnten Pufferlésungen nahe

liegen, stimmt der Anzeigewert in guter N&herung mit pH® Uberein:

PH = pHynes @oH* =- lga,,. (25)
Messzellen kénnen auch in Bezug auf die Wasserstoff-lonenkonzentration [H'] geeicht
werden. Zu diesem Zweck wird Irving et al. [59] folgend eine starke Sdure bei konstanter
lonenstérke gegen eine starke Base titriert (Blanktitration). Falls die Konzentration beider
Lésungen genau bekannt und der Dissoziationsgrad a der beiden Reaktanden gleich 1 ist,

was allgemein angenommen wird, l&sst sich [H] und damit der pH®-Wert fir jeden

Titrationspunkt errechnen:

pH® =-Ig[H"] (2.6)

Die Umrechnung von pHmess auf pHE erfolgt durch ein empirisches Konversionsglied A,

PH® = pHpess + A 27

dessen physikochemische Deutung fir die Glaselektrode in Kapitel 2.2.1.2 diskutiert wird
(siehe auch [59]).
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Primérer Standard pH(S) in H,O Primérer Standard | pD(S) in DO
Temperatur 22°C 25°C Temperatur 25°C
0,05 m KH-Phthalat 4,004 4,008 0,05 m KD,-Citrat 4,293
0,025 m KH,PO, 6,875 6,865 0,025 m KH,PO, 7,428
0,025 m Na;HPO, 0,025 m NaxHPO,
0,008695 m KH,PO, 7,423 7,413 0,025 m NaDCO5 10,736
0,03043 m Na;HPO, 0,025 m Na,CO3
0,01 m Na;,B4O; 9,207 9,180 - -

Tabelle 2.1: Primére Standard-Pufferldsungen nach NIST (friher NBS) firr H,O [57] und D,O [60].
m bezeichnet die K onzentrationseinheit der Molalitét (mol kg™)

2.2.1.1 Autoprotolyse des Wassers

Der Begriff von pH ist untrennbar verkniipft mit der Autoprotolysereaktion des Wassers:

2 H,0 = H,0" + OH" (2.8)

Im Folgenden wird das hydratisierte Wasserstoffion als H" bezeichnet. Das Gleichgewicht

2.8 wird durch das lonenprodukt des Wassers K¢ charakterisiert:

a —
Ko =a,.a,,

(2.9)

Diese Konstante ist bei konstantem Druck nur von der Temperatur abhéngig, z. B.
pK& =13,997 bei 25 °C [61].

Das konzentrationsbezogene | onenprodukt des Wassers K, ,
Kw

2

+

Ky =[H"][OH ] = (2.10)

ist durch die Aktivitatskoeffizienten auch von der jeweiligen lonenstérke abhangig (z. B.
pKE =13,78 bei 1 =0,1 M und T =25°C [61]). Die Zahlenwerte von K, wurden fir
verschiedene Temperaturen und lonenstérken experimentell ermittelt [61][62] oder lassen
sich nach Gleichung 2.10 aus K berechnen [50].
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2.2.1.2 pH-Messung mit der Glaselektrode

Bei der potentiometrischen pH-Bestimmung wird die Potentialdifferenz E zwischen einer
Indikator- und Bezugselektrode vermessen. Der primére Standard der Indikatorelektrode
ist zwar die Wasserstoffelektrode [55], doch im Labor werden wegen deren einfacherer
Handhabung nahezu ausschliefdlich Glaselektroden benutzt. Als Bezugsel ektrode fungieren
Elektroden zweiter Art, z. B. Ag/AgCI. Die Kombination der beiden Halbzellen liefert die
kommerziellen Einstabmessketten, die sich im Allgemeinen mit dem folgenden Zellen-
symbol beschreiben lassen [65]:

Ag| AgCl | Ref.El.(aus) | Probelsg. | Glasmembran | Ref.EL(in) | AgCl | Ag

& g €m €miin €rin

(2.12)

» Ref.El.(aus)" bezeichnet hierin den Referenzelektrolyten der Ag/AgCl-Bezugselektrode,
eine Losung bekannter Chloridionenaktivitdt (bel Schott-Elektroden: 3 M KCl). In der
inneren Referenzlsung der Glaselektrode, ,, Ref.El.(in)* befinden sich neben KCl spezielle
Pufferkomponenten, um eine wohldefinierte Wasserstoff-lonenaktivitét einzustellen. An
alen Phasengrenzen treten Potentia differenzen auf, die im Folgenden einfach ,, Potential e
genannt und durch e gekennzeichnet werden, wie in der Elektrochemie ublich [55][65].
Die Potentialterme &, emn und &, sind konstant und von der zu messenden Probel6sung
unabhangig. Das Potential am Flussigkeitskontakt (Diffusionspotential, liquid junction
potential) g ist geringfligig von der Zusammensetzung der Probelésung abhéngig, worauf
noch zuriick gekommen wird. Es ist aber das Potential der Glasmembran ey, das sensitiv
auf die Aktivitét der Wasserstoffionen und, unter Umsténden, der Alkaliionen reagiert.

Die messbare Potentialdifferenz zwischen Glas- und Bezugsel ektrode (Klemmenspannung,

E) setzt sich als agebraische Summe der einzelnen ,, Potentiale* zusammen:

E =€ - €Eni- & teény +ej (2.12)

Betrachten wir nun, nach welchem Mechanismus das Membranpotential ey, die lonen-
aktivitéten in der Probeldsung indiziert. Fir den Moment sei der Beitrag des Diffusions-
potentiales g vernachlassigt.

Die nichtkristaline, pH-sensitive Membran wird aus speziellem Glas hergestellt. Die

Ausbildung einer Potenzialdifferenz zwischen der Glasmembran und einer Probel 6sung ist
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zwar seit 1906 bekannt [63], doch das Verstandnis fur e, nahm mehr as 80 Jahre in
Anspruch [64][65].
Nach der Grundidee von Horovitz [66] und Schiller [67] hat Nicolsky die Theorie des

reversiblen lonenaustausches zwischen der Lésung und der ,, Glasphase” aufgestellt [68]:
Na(gas) + Hiagy = H{gass) + Naag) (2.13)
Fur dieses Gleichgewicht gilt eine Austauschkonstante Ky na. Damit soll die experimen-

telle Tatsache beschrieben werden, dass die Glaselektrode in akalischen Lésungen eine
Querempfindlichkeit firr Alkaliionen M* aufweist (, Alkalifehler*):

E=E°+GlIn(a,. +K,, a,.) (214)
G reprasentiert den Nernstschen Steigungsfaktor (59,16 mV/pH bei 25 °C):
G= RT'Fnlo (2.15)

Eisenman hat diese, rein thermodynamische Theorie weiterentwickelt, um eine bessere
Ubereingtimmung mit den gemessenen Potentialwerten zu erzielen [69]. Als Bindungsort
der Kationen wurde (unter anderem) die mit der L6sung in Kontakt stehende, etwa 100 nm
dicke, durch Wasser gequollene Kieselgelschicht (Haber-Haugaard-Schicht oder Quell-
schicht) vermutet.

Die experimentelle Aufklérung der lonenkonzentrationsprofile innerhalb dieser Schicht
startete mit Pionierarbeiten von Boksay et al. [70]. Wichtige Erkenntnisse lieferten spéter
ion bombardment for chemical analysis (IBSCA), nukleare Reaktionsanalyse (NRA) und
Infrarotspektroskopie (fir eine Zusammenfassung siehe [65]).

Diese Ergebnisse veranlassten Baucke 1985, den alternativen Dissoz ationsmechanismus
der Glaselektrode zu entwickeln [71]. Nach seiner Theorie findet an der Glas/L 6sung-
Phasengrenze die Dissoziation der Silanol-Endgruppen © SIOH statt:
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© SIOH g +H,0(ggy = © SiOfg +HaOf1eg) (2.16)

woflr eine heterogene Dissoziationskonstante Kqn mit Oberfléchenaktivitéten a¢gilt. Die
somit entstehende Oberflachenladung verursacht die Ausbildung des Membranpotentials

€m, dasmit a,. der Probeldsung in folgender Beziehung steht [64][65]:

[
en=-GlgKgyn +Glga;S'7O+Glgam (2.17)

OHaH,0

Die ersten beiden Terme sind in erster Naherung konstant und lassen sich in el

zusammenfassen. Damit ergibt sich die bekannte Nernstsche Elektrodenfunktion:

e, =en, +Glga, (2.18)
Das Gleichgewicht 2.16 beschreibt die Funktionsweise der Glaselektrode nicht Uber die
ganze pH-Skala. Es gibt einen Transitions-pH-Wert pHy, wo die Empfindlichkeit fir H
und Alkaliionen M* gleich ist [71]. Bei pH £ pHy—2 zeigt die Elektrode eine selektive pH-
Funktion, und dann ist deren Oberfl&che vorwiegend protoniert (° SIOH).

Im stark alkalischen Bereich, pH 3 pHy+2 kommt es zu einer heterogenen Salzbildung mit
den Alkaliionen an der ionisierten Silica-Oberflache [64][65]:

© SiO{g) +M(Lgy = ° SIOM (2.19)
Eine dhnliche Ableitung mit Oberfléachenaktivitdten und der Assoziationskonstante Kam
flhrt zu einer Nernstschen Gleichung, die 100% Selektivitat auf Alkaliionen beschreibt:

— a0
€, “€nna T6 lgay,- (2.20)

m

Im Ubergangsbereich pHy—2 £ pH £ pHy+2 findet das folgende kombinierte Gleichgewicht
Statt:

° SIOH (s) + Hzo(LSg_) +M E.ng_) = °SOM (s) + H3OE-L33.) (221)

woraus eine gemischte Elektrodenfunktion folgt [64][65]:
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e, =en. tGlg(a,. +KE&, K$, a.) (2.22)
mit
fdon a,0 flo
Ky =Kgny———2  und K&y =Ky =22 (2.23)
fS¢O' fdom

Esist hier aus Platzgrinden nicht méglich, weitere Ergebnisse der Dissoziationstheorie zu
erlautern. Zusammenfassend l&sst sich aber feststellen, dass im Rahmen der Dissoziations-
theorie auch solche experimentellen Befunde Uber die Funktionsweise der Glaselektrode
quantitativ interpretiert werden kénnen, die sich nach dem Austauschmechanismus nicht
beschreiben lassen (siehe [64][65]).

In dieser Arbeit wurden keine Messungen in jenen pH/pNa-Bereichen durchgefihrt, wo
betrachtliche Alkalifehler auftreten konnen (dies wére der Fall z. B. fir pH > 10 und
[Na'] = 1 M). Somit kann die Elektrodenfunktion mit der einfacheren Beziehung 2.18
beschrieben werden.

Andere Probleme bereitet jedoch das Diffusionspotential g. Einsetzen der Gleichungen
2.15und 2.18 in Gleichung 2.12 liefert fur die Zellenspannung fol genden Ausdruck:

E=e, -e, -€ +e,. - GpH*+e;=E’- GpH®+e (2.249)

m,i mH*

Zur Aufrechterhaltung der Linearitét mit pH® in Gleichung 2.24 ist es erforderlich, das
Diffusionspotential g auf einem konstanten Wert zu halten. g hat erst bei pH-Extrema
(pH® <15 oder pH? >12) einen nennenswerten Beitrag, bei denen sich in der
Aushildung von g auch die H" und OH™ lonen beteiligen. Wegen deren speziellem
Transport (Grotthus-Mechanismus) besitzen H* und OH™ eine um eine Zehnerpotenz
grofere lonenbeweglichkeiten als andere lonen. Nach Biedermann und Sillén kann g als
lineare Funktion von [H'], bzw. [OH"] ausgedriickt werden [53]. Diese Naherung fiihrt zur

erweiterten Nernstschen Gleichung der Form:

E=E°- GpH*+j,.[H ]+ g, [OH"] (2.25)

Sollte die Einstabmesskette an Stelle von Pufferlésungen mittels Blanktitration auf pH®

kalibriert werden, gilt die erweiterte Nernstsche Gleichung mit pH®:
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E=E%- GpH®+j . [H ]+, [OH] mit E*=E°+Glgf. (2.26)

Moderne pH-Einstabmessketten konnen im Bereich 1,5< pH® <12 als linearer pH®-
Sensor eingesetzt werden.

2.2.1.3 Ausdehnung der pH-Skala, Aciditatsfunktionen

Die Glaselektrode ist fir Messungen in stark sauren Lésungen nicht geeignet. Bei

pH® < 1,5 kommt es zu Abweichungen von der Nernstschen Linearitét (Saurefehler der

Glaselektrode), die durch Glieder wie ju[H'] in Gleichung 2.26 nur zum Teil beschrieben

werden kénnen.

Fur eine verlassliche pH-Bestimmung im stark sauren Bereich stehen folgende Spezial-

methoden zur Verfligung:

1. Zur Ausdehnung der pH?-Skalain den negativen Bereich hat Hammett die Aciditéts-
funktion Ho eingefiihrt. Es handelt sich dabei um die spektrophotometrische Erfassung
der Aciditst mittels Indikatoren. Die Hammettsche Ho-Funktion wurde durch
substituierte  Nitroaniline fir H,SO,-Lésungen bis zu Ho=-10 konstruiert

[72][73][74].

A fing pKz- | [Hind"] (2.27)

Hg =- lo
R [ind]

Der zweite Term auf der rechten Seite ist spektrophotometrisch messbar. In Kenntnis
der Dissoziationskonstante pK2 kann der Ho-Wert der Probel 6sung berechnet werden.
Da jedes Indikatormolekll nur im eigenen Dissoziationsbereich —1<Hq<pKZ+1
eingesetzt werden kann, miissen Molekile mit Uberlappenden pKE-Werten gewsahit
werden. Die Verbindungen sollten auch strukturverwandt sein, damit das Verhdtnis
fiog Mg+ iN Gleichung 2.27 konstant bleibt.

Neben Hp existieren Aciditatsfunktionen fir andere starke Séuren und Indikator-

molekile [75]. Als ,universale’ Aciditétsfunktion wurde spéter die X-Skala (excess

Ind

acidity scale) eingefuhrt [76][77][78], wobei Einflisse der Protonierung und der
Solvatisierung separiert werden kénnen [79][80].
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2. In Kapitel 3.4 wird ein &hnliches Verfahren fir die Kernresonanzspektroskopie
eingefuihrt, womit sich pH®-Werte im aciden Grenzintervall 0 bis 2 auf 0,02 pH-
Einheiten genau erfassen lassen.

Das lonenprodukt des Wassers pK¢, als obere ,Grenze* der pH-Skala, kann mit einer

anderen Aciditétsfunktion, H_ Uberschritten werden [81].

2.2.2 pD-Skalen und pD-Messungin D,O

Andog zu H,O verléuft die Autoprotolyseresktion in DO und liefert solvatisierte

Deuteronen und Deuteroxidionen:

2D,0 = D0 +0D’ (2.28)

Das aktivitatsbezogene lonenprodukt pK &P betragt bei 25 °C 13,14 nach Gold und Lowe
[82] und 13,17 nach Rondinini et al. [83].

Seit den 1960er Jahren ist bekannt, dass kommerzielle Glaselektroden auch in DO
reproduzierbar funktionieren [84][85]. Neuere Untersuchungen von Baucke ergaben, dass
die Glaselektrode auf Deuteronen in D,O nach dem gleichen Dissoziationsmechanismus
reagiert, wie auf Protonen in H,O [86].

Die pD(S)-Werte primérer Standardpuffer in D,O wurden von Paabo und Bates ermittelt
(siehe Tabelle 2.1) [60]. Die Elektrodeneichung mit diesen deuterierten Pufferldsungen
fuhrt zur , praktischen pD-Skala und zur aktivitatsbezogenen pD?-Skala.

Die Messkette kann aber auch mittels NIST-Pufferlsungen in H,O kalibriert werden. Der
Anzeigewert in D,O liefert dann ,praktische® pHP-Werte, wofir der Standardzustand
(a,+ =1) in verdiinntem H,O vorliegt [86][86]. Zur Umrechnung der Anzeigewerte pHP
in pD wird ein Korrekturglied dgass addiert:

pD = pH® + Oy (2.29)

Fir den Bereich 1< pD < 13 bei 25 °C wurde dgass von mehreren Autoren ermittelt (siehe
[84][87] und die darin zitierten Verdffentlichungen), der Mittelwert betrégt 0,41 + 0,03.

Zu einer pD°-Kalibration der Einstabmesskette sollte eine Blanktitration von DCI in DO
mit NaOD vorgenommen werden, dieser kostenintensive Weg wird jedoch nur selten

beschritten.
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2.2.3 pH-Skalen und pH-Messung in H,O/D,0O L 6semittelgemischen

Nach &hnlichen Prinzipien kénnen pH-Skalen fir H,O/D,0O-Gemische abgeleitet werden.
Dieser Bereich wurde jedoch weniger ausfiihrlich erforscht, es fehlen beispielsweise die
NIST-Standardpuffer fur H,O/D,O-Systeme.

Schon bel der Formulierung der Autoprotolyse stéf3t man auf Komplikationen wegen der

Austauschvorgange zwischen Protonen und Deuteronen,

H,0+D,0 = DH,O' +OD, usw. (2.30)

Die Modellvorstellungen ber die Verteilung der Isotope in diesen Spezies wurden von
Purlee [88] zusammengefasst. Das lonenprodukt von H,O/D,0-Gemischen I&sst sich als
Polynom des prozentualen Deuteriumgehaltes ausdriicken [82][89].

In der vorliegenden Arbeit wird ein Mischsolvens aus 90 v/iv% H,O und 10 v/v% D,O

verwendet. Die Mindestkonzentration von D,O bestimmen NMR-Gesichtspunkte; stabile

L ockkonditionen missen sicher gestellt werden.

Die Aciditatsverhatnisse des L dsemittels H,O/D,0 9/1 liegen nahe zu denen von H;O. In

diesen Losungen werden zwei pH-Skalen benutzt, beide mit dem Standardzustand

(a,+ =1)in100% H20.

1. Die Elektrodeneichung wird mittels NIST-Pufferldsungen in H,O durchgefihrt.
Unkorrigierte Anzeigewerte fur Probel6sungen mit | =0,1 M in H,O/D,0 9/1 liefern
pHP-Werte.

2. Probeldsungen 1 molarer lonenstérke sind solchermal3en nicht ideal, so dass man
anstelle einer Pufferkalibration eine pH®-Kadibration durch Blanktitration in H,O be
| =1M vorzieht. Die unkorrigierten Ablesewerte in H,O/D,O 9/1 werden mit pH®P

bezeichnet, wofir mit guter Naherung gilt:

pH*® @ lg(c, +¢,) (2.31)

2.2.4 Zusammenfassung

Der Vergleich von pK-Werten verschiedener Verbindungen ist nur dann sinnvoll, wenn sie

unter gleichen Bedingungen bestimmt und auf die gleiche pH-Skala bezogen werden. Die
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in dieser Arbeit benutzten pH-Skalen sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst. Die Definition
der betreffenden pK-Werte findet sich in den Kapiteln 2.3.1 und 2.3.2.

Bedingungen der Elektrodenkalibration Bedingungen der pH-Messung

Kalibrationsart | L6.-Mi. | 1[M] | T[°C] | L6-Mi. |I[M] | T[°C] | Skdle | pK

Blanktitration H,O 0,1 25,0 H,O 01 | 250 pH° pK°

Blanktitration H,O 1 25,0 H,O 1 25,0 pH° pK°

NIST-Puffer H.0 - 220 |10%D,0| 01 | 22 pH® | pK™*P
Blanktitration | H,O 1 220 [10%D,0| 1 22 | pH®P | pKeP
NIST-Puffer H.0 - 22,0 D,O - 22 pH® | pK™*P

Tabelle 2.2: Diein dieser Arbeit benutzten pH-Skalen mit der betreffenden Elektrodenkalibration
und den resultierenden pK-Werten

2.3 Makroskopische Protolysegleichgewichte mehrwertiger
Liganden

In der nachfolgenden Diskussion werden Protolysegleichgewichte ein- und mehrbasiger
Séuren, Basen und deren Salze (im allgemeinen: Liganden oder Protolyten) einheitlich

beschrieben.

2.3.1 Dissoziationskonstanten in H,O

Betrachten wir die vollprotonierte Form H,L™ ?* eines n-wertigen Liganden. Esgilt z= n
fur n-wertige Neutralsduren und z = O fur n-wertige Basen.

Die Dissoziation von H,L*" l&sst sich in n diskreten Schritten formulieren, wobei die

Laufvariablei die Protonenzahl in den entstandenen Spezies bezeichnet:

1. Dissoziationssiufe: HL™M2% =y L2 eyt (2.32)
(n-i). Dissoziationsstufe: ~~ H;, L0 2% =  HLO2* 44t (2.33)
n. Dissoziationsstufe: HLE2Y = L +H* (2.34)

Auf dieser makroskopischen Ebene der Beschreibung wird nur die Stéchiometrie der
enstandenen Spezies beachtet, nicht aber die Stelle der Dissoziation.
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Die thermodynamische Behandlung der Gleichgewichte 2.32 bis 2.34 erfolgt durch
aktivitdtsbezogene Dissoziationskonstanten pKZ. Wie bei der Behandlung von
Komplexbildgungsgleichgewichen Ublich, beschranken wir uns hier auf konzentrations-
bezogene Konstanten, die nur bei der betreffenden lonenstérke und Temperatur Glltigkeit
haben.

Die Dissoziationskonstante oder Acitidétskonstante K (als negativer Logarithmus pKs, im
Englischen pKa) lautet fiir den (n—)-ten Deprotonierungsschritt:

o _[HL"D{H']

s,n-i i+1- 2)+ (235)
' [Hia L]

Im Fall einer Pufferkalibration wird a,,. an Stelle von [H] erfasst. Damit ergeben sich
praktische oder gemischte (mixed) Dissoziationskonstanten [90]:

Km’x — [H|L(i-2)+] )aH*

s,n-i i+1- )+ (236)
’ [HiaL 7]

Dain vielen biologischen Studien statt der Blanktitration die einfachere Pufferkalibration
durchgefuhrt wird, besteht Interesse auch an diesen praktischen Konstanten [56]. Im
weliteren Verlauf der Arbeit werden pKsWerte mit dem oberen Index ¢ oder mix nur dann
versehen, wenn diese Unterscheidung von Bedeutung ist.

Die Gleichgewichte 2.32 bis 2.34 rlickwérts betrachtend gelangt man zu Protonierungs-
konstanten Ky i+1 (IogKu,i+1 oder einfach logKi.4):

K _ [Hi+1|_(i»z+1)+] _ 1
P TTHLE 2 D HT K

(2.37)

Insbesondere fir basische Gruppen wird die Protonenaufnahme auch als basische
Dissoziation der konjugierten Saure aufgefasst,
HLOG2* +H,0 =  H L6 29 +OH- (2.38)

mit der betreffenden basischen Dissoziationskonstante Ky, +1 (oder pKp+1):

_[HLC{OH ] Ky,
K =iy T T K K (239)

s,Nn-i
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Schliefllich kann auch die Bildung der Protolysespezies aus den freien Komponenten L*
und H" betrachtet werden:

L +iH* = H,L0-2* (2.40)
Dafir gilt die Stabilitdtskonstante b; (oder logh;), die eine einheitliche mathematische
Beschreibung von Protolyse- und Komplexbildungsglel chgewichten erméglicht:

LTS O Ko,k
I [I-Z-]>{|_|+]| k=n- |+1K k k=1 Kw

(2.41)

Fur die Stabilitétskonstante der volldeprotonierten Spezies L* gilt definitionsgeméf:

bo=1 (2.42)

Die pKs, logKy, pKp- und logb-Werte bilden vier aquivalente Formalismen zur
Beschreibung makroskopischer Protolysevorgange. Fir den Chemiker sind pKsWerte
geldufig, unter ,pK* werden immer Dissoziationskonstanten verstanden. In stdchio-
metrischen Herleitungen und in tabellarischen Konstantensammlungen [91] wird meist die
kompakte logb-Schreibweise benutzt.

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Auswerteprogramm MULTINMRPK ermdglicht

die Iteration von Gleichgewichtskonstanten in allen vier Formalismen (siehe Kapitel 3.7).

2.3.2 Dissoziationskonstanten in D,O und H,O/D,O-Gemischen
Unterschiede der pK-Werte in DO und H,O kénnen auf intramolekulare Effekte und
M ediumeffekte zuriickgef iihrt werden.

1. Die beiden konjugierten Séuren BD" und BH* einer Base B haben unterschiedliche
Nullpunktsenergien. Nach Berechnung der Schwingungsfrequenzen n(B-D) und n(B—
H) wurde mit den Methoden der statistischen Thermodynamik K°/K" = 3,26 abgeleitet
[92][2]. Der Mittelwert zahireicher Messungen ergab sich zu KP/K" » 3[93].

2. Der Mediumeffekt bedeutet eine unterschiedliche Solvatation der Spezies B und BH*
in D20 und H,O und zeichnet sich durch Veranderungen deren Aktivitétskoeffizienten
[55] aus. Wie bereits diskutiert, sind die pH-Skalen in beiden Solvenzien nicht gleich.

Konzentrationsbezogene und praktische Dissoziationskonstanten in DO werden mit den

folgenden Ausdriicken definiert:
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_[DIL"?*]14D"]

(i- 2)+
ixp _ [DiL" 7 ey,
[DiL(i+1- z)+] Klex - (243)

und :
[Di L(|+1- z)+]

KEP
pKP-Werte liegen tendenziell um etwa 0,4-0,7 pK-Einheiten hoher als pkH-Werte [94][95].
Viele Autoren haben gefunden, dass die Differenz pkKP—pK" mit steigenden pK"-Werten
wéchst [96][97][98][268]. Die Korrelationsgleichung in [268] lautet:

pK ® =0,41+1,020 pK " (2.44)

Von Delgado et al. wurde kirzlich aus 138 Konstantenpaaren folgende Korrelations-
gleichung aufgestellt [98]:

pK P =0,32+1,044 pK ™ (2.45)

Diese linearen Ansétze versagen aber fir Zyklame [98] oder wenn intramolekulare
Wasserstoffbriicken vorhanden sind [99].

Trotz der empirischen Korrelationen empfiehlt es sich in der Praxis, pK-Werte in D,O oder
H,0/D,0O-Gemischen mittels NMR-Titration stets erneut zu ermitteln (siehe Kapitel 3).

2.3.3 Aciditatssysteme

Mehrbasige Liganden lassen sich in Abhéngigkeit ihrer Dissoziationskonstanten wie folgt
klassifizieren. Die erstmals in der Dissertation von Grzonka [14] und spéter davon
unabhangig in meiner Diplomarbeit [46] eingefihrte Symbolik fur Aciditétssysteme weist
Andogien zu NMR-Spinsystemen auf.

Unter einem Aciditétssystem erster Ordnung wird ein mehrwertiger Protolyt verstanden,

dessen Dissoziationsschritte nicht Uberlappend, d.h. in getrennten pH-Bereichen, verlaufen:

DpK; = pKi, - pK; ® 3 (2.46)

Die makroskopischen Dissoziationskonstanten sind in diesem Fall den einzelnen Gruppen
zuzuordnen. Ein Beispiel fur das AMX-Aciditétssystem stellt Histidin mit pK; = 1,92
(COOH), pK3 = 6,03 (Imidazoliumgruppe) und pKs = 9,14 (Ammoniumgruppe) dar [100].

Gilt die Beziehung 2.46 fir mindestens zwel, aufeinanderfolgende pK-Werte nicht, gehort
der Ligand einem Aciditatssystem héherer Ordnung an. Als Beispiel fir das AXY-
Aciditétssystem kann Glycylhistidin 11 mit pK; =2,53, pK;=6,783 und pKs;=8,25
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herangezogen werden. Wéhrend die erste Dissoziationskonstante dieses Dipeptids
eindeutig zur Carboxylgruppe zuzuordnen ist, beschreiben pK; und pKs nicht unmittelbar
die Aciditdt der Imidazolium- und Ammoniumgruppe. Die eigene (intrinsische) Aciditét
dieser Gruppen wird in Kapitel 8.4.4.4 durch mikroskopische Dissoziationskonstanten

charakterisiert.

2.3.4 Molenbriiche der Protolysespezies

Die Totalkonzentration des Liganden |&sst sich as Konzentrationssumme aller Protolyse-

spezies ausdriicken:

n .
cl = (LU 1+ @ [HLU 2] (2.47)
j=1

Der Molenbruch der Protolysespezies H;L%"?* gibt deren Stoffmengenanteil beziiglich

der Totalmenge des Liganden an:

_[HLY?] _ by[HT

XHiL“' 2)+ T P (2.48)
CLz- <) b [H* i
a b;[H]
j=0
Damit sind alle Molenbriiche auf eins normiert:
g
a XHIL(irz)+ =1 (2.49)

i=0

Bei Verbindungen mit DpK >3 (Aciditétssysteme erster Ordnung) treten die Protolyse-
spezies in gesonderten pH-Bereichen auf, wo deren Anteil nahezu 100% betrégt (als
Beispiel siehe die Molenbruchverteilung von N-Acetylhistidin 10 in Abbildung 8.85 des
Kapitels 8.4.3.1). Wie in Kapitel 3.5.1 ndher diskutiert, erleichtert diese Eigenschaft die
Auswertung der NMR-Titrationskurven wesentlich. Aciditétssysteme htherer Ordnung
sind daran erkennbar, dass der Maximalantell einer oder mehrerer Protolysespezies nicht

100% betragt (siehe z. B. Abbildung 8.91 in Kapitel 8.4.4.1 flr Glycylhistidin 11).

2.3.5 DieBjerrum-Funktionen

Jannik Bjerrum hat 1941 den revolutiondren Ansatz verdffentlicht, wonach Dissoziations-

und Komplexbildungsgleichgewichte mittels glaselektrodenindizierter Titrationen quanti-
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tativ untersucht werden konnen [101]. Bjerrum hat auch die Konzepte der mittleren
Protonierung und mittleren Ligandierung eingefiihrt, was spéter auch zur Auswahl der
Komplexspezies weiterentwickelt wurde (fir eine Ubersicht siehe die Dissertation von |.
Reimann [50]).

Der mittlere Protonierungsgrad Ny gibt an, wieviel Protonen durchschnittlich an einem

Liganden in Abhangigkeit vom pH-Wert koordiniert sind:

n

g _ared
My =a 1 %%, 6o :I_ni, (2.50)
a b fH7

=0

Der mittlere Dissoziationsgrad h zeigt hingegen an, wieviel Protonen durchschnittlich von

einem Molekil her abdissoziiert worden sind:

=0 -nomy (2.51)

Esgilt also:

ny+h=n (252

Da Gleichgewichte in der vorliegenden Arbeit immer in Richtung Dissoziation behandelt
werden, wird konsequenterweise die Funktion h benutzt. Abbildung 2.1 zeigt die mittlere
Dissoziation fir Histidin und Glycylhistidin an. Diese Darstellung ist fir Histidin
besonders anschaulich: bei h = 0,5, 1,5 und 2,5 kann man die pK-Werte auf der Abszisse
ablesen (,Halbstufenregel*). Bei Glycylhistidin gilt die Halbstufenregel nur fir pK;. Die
bi-Werte, und daraus pK, und pKs sollten as unbekannte Koeffizienten der gebrochenen
rationaden Funktion im Rahmen einer nichtlinearen Regression rechnerisch ermittelt

werden.
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Mittlerer Dissoziationsgrad

Mittlerer Dissoziationsgrad
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Abbildung 2.1: Mittlerer Dissoziationsgrad h der Liganden Histidin (oben, Aciditétssystem erster Ordnung)

und Glycylhistidin (unten, Aciditétssystem héherer Ordnung)

2.3.6 Mittlere Ladung

Die gemittelte Ladung @ des Liganden ergibt sich as die mit den Molenbriichen

gewichtete Summe der Ladungen der einzelnen Spezies H;L(-9*:

& 8
g=a d, o X 60 =A (' - Z)X (i-2)+
HiL H,L H;L
i=0 i=0

+

(253)
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Kombinieren der Gleichungen 2.50, 2.51 und 2.53 fuhrt zu einfacheren Ausdriicken fir die

mittlere Ladung:

g=Ny-z=n-h-z (2.54)

Die Kenntnis der mittleren Ladung ist pharmazeutisch besonders wichtig, denn nur die
neutrale Spezies eines Liganden vermag durch biologische Membranen, wie die Hirn-Blut-
Schranke, ohne einen aktiven Transport zu penetrieren. Die pH-abhangige Ladung ist auch
vom analytischen Aspekt her bedeutsam, z. B. bei Optimierung und Vorausplanung von
RP-HPL C und kapillarel ektrophoretischen Trennmethoden.

2.3.7 Vorausplanung der Titration eines mehrwertigen Liganden bei
konstanter lonenstarke

Zu einer pH-aquidistanten NMR-Titration sollen Probel6sungen mit den folgenden vorge-
gebenen Eigenschaften erstellt werden:

1. Kkonstante Totalkonzentration an Liganden (z. B. ctz. =20 mM)

2. einvorgegebener pH-Wert

3. konstante Gesamtionenstarke (z. B. 1 =1 M).

Beriicksichtigt man die Verdinnung infolge der Zugabe des Titrators, gelten die nach-
folgenden Gleichungen auch fur potentiometrische Titrationen. Weitere Einzelheiten tber

Titrationssimulationen sind in hausel genen Dissertationen nachzulesen [50][175].

2.3.7.1 Analytische Form desLiganden

Als Erstes sollte beschrieben werden, in welcher anaytischen Form (frele Saure, Hydro-
chlorid, Dinatriumsalz, usw.) der zu untersuchende Ligand in die Losung eingefiihrt wird.
Dies geschieht durch zwei Parameter in dieser Arbeit.

Der Protonierungsgrad des Liganden Ny beschreibt, wieviel dissoziierbare Protonen ein
Ligandmolekdl in die Losung einbringt, z. B. Ny=2 fir KH,PO, oder Ny=3 fir
Glutaminsaure Hydrochlorid.

Der zweite Parameter ist der Beitrag der Gegenionen zur Gesamtionenstarke | g:

le=a zng (2.55)
g
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wobel 7y die Ladungszahl und ng der stéchiometrische Koeffizient des Gegenions g
bedeutet. Als Beispiel seien Ig =2 fiir Na,;HPO, (2 Na") oder Ig =1 firr Glutaminsiure
Hydrochlorid (1 CI") genannt.

2.3.7.2 Einstelung des pH-Wertes mittels starker Sdure/Base

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgt durch Zugabe berechneter Menge an einer starken
Séure, wie etwa HNO;3 oder einer starken Base, wie z. B. NaOH. Die Simulationsformel
sollte beide Situationen einheitlich behandeln kénnen. Werden sowohl HNOs as auch
NaOH einer Probel dsung zugesetzt, dann tritt partielle, im Sonderfall totale, Neutralisation
ein. Daher tritt in der Gleichung immer die Differenz der Totalkonzentrationen, C‘HNos—
Chaon auf. Diese Differenz gibt an, wieviel HNO;z, bzw. NaOH die Probelésung enthalten
soll, um die vorgegebene Konzentration von [H'] zu erreichen.

In einer Probelésung mit den Totalkonzentrationen Ciino, . Chaow Und Cj- beschreibt der
Titrationsgrad, wieviel Aquivalente einer starken Base per Ligandmolekiil hinzugefiigt

worden sind:

}\‘aOH ) Ht NO: :pOSIt itive Gegeni - :tegat' Gegeni 2 56
Ive lenionen N ve jenionen
t 2 ( - )
CLz- Ciz

t ist positiv, wenn NaOH-, aber negativ, wenn HNOs-Uberschuss vorhanden ist. Der
zweite Term in Gleichung 2.56 berlicksichtigt den Einfluss der mit dem Liganden
eingebrachten Gegenionen.

Die Protonenbilanz besagt, dass die mit HNOs; und dem Liganden eingebrachten Protonen
entweder als freie Teilchen [H'] oder an dem Liganden gebunden zugegen sind:

n .
Gl - o = Cimo, - Chaow + Ny o€z = [H]-[OH ]+ IHLE ] (257)
i=1
Kombinieren der Gleichungen 2.50 und 2.57 fiihrt zu einem Ausdruck, der den mittleren

Dissoziationsgrad enthlt:

Cho. ~ Cnoon + Ny Gz = [H']-[OH ]+cl. (n- h) (2.58)

HNO3 NaOH
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Umstellen dieser Gleichung auf h fiihrt zu einer Beziehung, die den Gedankengang von
Jannik Bjerrum verdeutlicht, wie Stabilitétskonstanten der Protolysespezies aus potentio-
metrischen Titrationen berechnet werden:

F o, G Co - HTHIOHT]

C=

H (259)

Die Totalkonzentrationen der Komponenten sind an jedem Titrationspunkt bekannt, [H']
wird mit der Glaselektrode gemessen, der Dissoziationsgrad h ergibt sich daraus nach
Gleichung 2.59. Aus dem Dissoziationsgrad sind die Stabilitétskonstanten nach Gleichung
2.51 zu berechnen.

Durch Kombinieren der Gleichungen 2.56 und 2.59 ergibt sich:
[OH]-TH'], .

C=

t=n-h+ (2.60)
Wiahrend h den aktuellen Dissoziationsgrad des Molekills unabhéngig von den Total-
konzentrationen und der analytischen Form des Liganden charakterisiert, trifft dies nicht

fr den Titrationsgrad t zu.

2.3.7.3 Einstelung der Gesamtionenstarke mittels | onenpuffer

Die bislang in die Probelsung eingefuihrten Komponenten machen bereits einen Teil der

einzustellenden Gesamtionenstarke | aus. Dabei tragen ale Protolysespezies und die

bereits erwahnten Gegenionen des Liganden zur lonenstérke bei:

_ 11 v L8 2 (-0l _ = 1 g 2 u

= Zile +8 (- 22 HILC P ly = E-{16+8 (- 2° %000y (261)
27 i=0 27 i=0 E

Dariiber hinaus befinden sich in der Losung H*, OH™ und die Gegenionen der zur pH-

Einstellung eingebrachten HNO3; oder NaOH:

1 N B
I, = 5{[H 1+[OH" 1+ Giino, + Chiaort | (262)

Hypothetisch sollte stets soviel lonenpuffer (z. B. NaNOs) zugegen sein, dass eine Soll-

lonenstérke | konstant gehalten werden kann:



30 2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

C;\laNO3 =1-1-1; (2.63)

Das I&sst sich punktuell, nicht aber streng wahrend der gesamten Titration verwirklichen.

2.3.8 Simulationsformel fir mehrere Liganden

Wenn sich in der Lésung mehrere Liganden befinden, sind die Gleichungen 2.57, 2.58 und
2.63 fir jede Verbindung mit einem neuen Glied zu erweitern. Diese algemeinere
Berechnung wurde in der Excel-Datei ,Nmr-planxIs‘ verwirklicht. Mit diesem Excel-

Makro wurden alle NMR-Titrationen der vorliegenden Arbeit vorausgeplant.

2.3.9 Bestimmung von makr oskopischen Dissoziationskonstanten

Seit der Pionierarbeit von Jannik Bjerrum gilt die glaselektrodenindizierte Titration als die
Methode der Wahl zur pK-Bestimmung. Details tber deren Durchfiihrung und Auswertung
finden sich in einer Rethe von Monographien [176][177]. Potentiometrische Titrationen
erfordern die Mindestislichkeit von 102 M des zu untersuchenden Liganden tiber den
ganzen pH-Bereich.

Fur Verbindungen mit Chromophorgruppen kann die pK-Bestimmung durch UV-Vis-
Spektroskopie bei einer wesentlich geringeren Konzentration erfolgen [118].

Theorie und Praxis der NMR-spektroskopischen pK-Bestimmung werden in Kapitel 3
ausfihrlich diskutiert.

AuRer diesen Techniken werden makroskopische Dissoziationskonstanten auch mit
Fluoreszenzspektrometrie, Kaorimetrie, Konduktometrie [103], Polarographie oder aus
der pH-abhangigen Loslichkeit der Verbindung [104] ermittelt (fir eine Ubersicht siehe
[102][105]).

2.4 Mikroskopische Protolysegleichgewichte zweiwer tiger
Liganden

In der mikroskopischen (submolekularen, gruppenspezifischen) Behandlung der Protolyse
mehrwertiger Liganden wird auch die Stelle der Dissoziation beachtet. Die vorliegende
Arbeit enthdlt theoretische Entwicklungen und Modellbeispiele nur fir zweibasige
Systeme.
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2.4.1 Mikroskopisches Dissoziationsschema, Mikrokonstanten

Das mikroskopische Dissoziationskonzept wurde 1895 von Wegscheider eingefuihrt [106],
gefolgt im Jahre 1923 durch das grundlegende Werk von Niels Bjerrum [107]. Seitdem
werden mikroskopische Gleichgewichtssysteme mit zahlreichen Symboliken beschrieben.
Heute sind insbesondere die Nomenklaturen nach Hagele und Arendt [10], nach Hill [108]
und nach Rabenstein und Nosza [46] gebrauchlich. Abbildung 2.2 zeigt diese Reprasen-
tationen am Beispiel einer zweibasigen Saure. In der vorliegenden Arbeit findet eine vierte,

gemischte Nomenklatur Verwendung, die im Folgenden in Details besprochen wird.

Hill-Nomenklatur (Dissoziation) Hagel e/Arendt-Nomenklatur (Dissoziation)
1 BA
BA BB
prhov ] b
0 H 12 1AAH |B:B
H |: 2 H
‘\ / AB
B BB
k21 K:A |: kAB
K K K
H,L HL 2. 12| HL L. HL 2. L®
Noszél-Nomenklatur (Krotonierung) Unsere Nomenklatur (Dissoziation)
BA
A
AB AA BB
1—H
[ L L
2L—H
\ / \ AB,, /
k, Koy
K K
Lz S HL HL | HL HL . 12

Abbildung 2.2: Mikroskopische Protolysegleichgewichte einer zweibasigen Séure in vier Représentationen.
Unten werden jeweils die betreffenden makroskopischen Gleichgewichte dargestellt
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Gegeben ist eine zweiwertige Séure, deren dissoziierbare Gruppen mit 1 und 2 durch-
nummeriert sind. Bezeichnet man den jeweiligen Dissoziationszustand dieser Gruppen mit
A (Acid) oder B (Base), so entstehen die Buchstabensequenzen AA, AB, BA und BB
(Hagele/Arendt Nomenklatur [10]). Diese Buchstabensequenzen gelten as eindeutiges
Kennzeichen fir jede Spezies in dem mikroskopischen Dissoziationsschema (Abbildung
2.2, die Ladung der Mikrospezies ist zur Vereinfachung weggelassen). Es ist ersichtlich,
dass die Makrospezies HL™ in Form zweler Mikrospezies BA und AB vorliegt, die sich nur

in der Stelle der Protonierung unterscheiden:

[HL'] = [BA]+[AB] (2.64)

Es handelt sich dabei um einen Sonderfall von Tautomerie, woflr der Begriff
» Protoni erungsisomerie vorgeschlagen wird.
Die gruppenspezifische Dissoziation der Mikrospezies wird mittels mikroskopischer
Aciditétskonstanten k (oder pk) charakterisiert:

o Z[BAIH'T | _[ABIH] |, _[BBIH'] | _[BBIH"]

i ' 2 ’ M2 — ’ 21 — (265)
[AA] [AA] [BA] [AB]

Hierin identifiziert die letzte Ziffer der Mikrokonstante die in der betreffenden Reaktion
deprotonierende Gruppe, das ist ein Element der Hillschen Nomenklatur. Die Mikro-
konstanten gelten als Mal? fur die gruppenspezifische Acidité (intrinsic, site-specific
acidity) in jedem Protonierungszustand des Moleklls.

Kombinieren der Massenwirkungsausdriicke 2.35 und 2.65 mit der Bilanzgleichung 2.64

fuhrt zu Beziehungen zwischen Mikro- und Makrokonstanten [107]:

kitk,=K;  und  kir+koi =Kt (2.66)

Das Tautomerenverhéltnis kr beschreibt den Aciditatsunterschied der Gruppen [107]:

=[BAI_k[HT _k Ky (267)
[AB] Kk H*] k, kK

Fir Gruppen, die durch Zufall oder aus Symmetriegriinden identische Aciditét besitzen,
gilt kr = 1 (siehe Kapitel 2.4.5.1).
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Aus Gleichung 2.67 folgt, dass das Konzentrationsverhétnis der Mikrospezies BA und AB
unabhéngig vom pH-Wert ist. kr gibt auch das Besetzungsverhdtnis der beiden
dternativen Dissoziationspfade, AA® BA® BB und AA® AB® BB, wieder.

2.4.2 Wechselwirkungsparameter

Der Wechselwirkungsparameter Ej» (als negativer Logarithmus pEj,) gibt an, in welcher
Weise die Aciditét der Gruppe 1 durch die Dissoziation an der Gruppe 2 beeinflusst wird

[107]:
k21 k12
=2 - 2 2.68
B = = (2:68)
Die aciditétsmodifizierende Wechselwirkung der Gruppen kann induktiv (through-bond),
elektrostatisch (through-space) oder durch eine Wasserstoffbriicke erfolgen. Der Regelfall
ist die negative Kooperativitét der Gruppen (logEiz < 0, pEiz > 0), wenn die Protonierung

an einer Stelle die Protonenaffinitét an einer anderen Gruppe reduziert.

2.4.3 Stabilitatskonstanten und Molenbr iche der Mikrospezies

Die Stabilitdtskonstanten der Mikrospezies, k, werden in Anaogie zu den bereits in
Kapitel 2.3 besprochenen b-Werten eingefiihrt [14][46][107]. Fur das zweibasige System
in Abbildung 2.2 gelten folgende Ausdriicke:

__[AA] _ _

Kgg ©1 und Kkapn = ————— = kikp, = kok 2.69
BB AA [BB][H+]2 N2 2721 ( )

_ [BA] _ 1 _ [AB] _ 1
=———— =" und Kkpyg = —-—=-" 2.70
" BRI ke * " BBIHT Kt (270

Die b- und k-Stabilitétskonstanten sind durch die folgenden Beziehungen verknipft:

bo = kBB o 1, bl = kBA +kAB und bz = kAA (271)

Die Zahlenwerte sind zwar fur die vollprotonierte und volldissoziierte Spezies immer
gleich, deren Unterscheidung durch andere Buchstaben macht jedoch deutlich, dass sie zu

verschiedenen Ebenen der Behandlung gehdren.
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Die Molenbriiche x der Mikrospezies geben deren Anteil bezlglich der Totalkonzentration
des Liganden an. Aus Gleichung 2.64 folgt:

Xg- = Xga- FXag (2.72)

2.4.4 Gruppenspezifischer Dissoziationsgrad

Der Dissoziationsgrad von Gruppe 1 (dissociation fraction) ist gleich der Molenbruch-

summe derjenigen Mikrospezies, die Gruppe 1 im deprotonierten Zustand enthalten:

Kga[H]1+1
A, =Xp, T Xon = BA 2.73
LT 00 T g g )IH T+ [T @7
Ein analoger Ausdruck gilt fir Gruppe 2:
Ay =Xpp + Xgg = Kog[H '] 1 (2.74)

1+ (Kga +Ku)H T +K s [H]?

Diese Funktionen zeigen &dhnlichen sigmoiden Verlauf zwischen Dissoziationsgrad 0
(protoniert) und 1 (dissoziiert), wie das makroskopische Analogon h in Abbildung 2.1.
Die a-Dissoziationsgrade sind aus pH-abhéngigen spektroskopischen Daten zuganglich
(siehe Kapitel 2.4.5.3). Die Logarithmen der unbekannten k-Werte werden durch simultane
Anpassung der Gleichungen 2.73 und 2.74 berechnet (multiple nichtlineare Regression,
Details siehe Kapitel 3.7.2). Aus den k-Stahilitétskonstanten sind die k-Mikrokonstanten
nach den Gleichungen 2.69 und 2.70 zuganglich.

Die Summe der a-Funktionen fiihrt zum makroskopischen ,, brutto” Dissoziationsgrad:

a;+a,=h (2.75)

Betrachtet man die Mikrogleichgewichte in Richtung Protonierung, kénnen analogerweise
gruppenspezifische Protonierungsgrade (protonation fraction) abgeleitet werden, die

traditionsgemald [24][145] alsf bezeichnet werden:

+ 12
Kag[H 1+kaa[H'] =1-a, (2.76)

f1 = Xag + Xan = " e
1+ (Kga +kag)[H']+kaa[H*]?
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+ +12
f2 = Xga + Xan = KoalH ]+ka[H ] zela (2.77)
1+ (kpa +kag)[H'] +kaa[H']
f+f,=ny (2.78)

2.4.5 Bestimmung von Mikrokonstanten

Die aus der Potentiometrie zuganglichen Makrokonstanten pK; und pK, geniigen im
Generalfal nicht, das mikroskopische Dissoziationsschema vollsténdig aufzulsen. Diese
Aussage wird durch folgende, von Bjerrum stammende Herleitung verdeutlicht [107].
Kombinieren der Gleichungen 2.66 bis 2.68 fihrt zu einem Ausdruck, der die pK-
Differenz mit dem Wechselwirkungsparameter pE;, und dem Tautomerenverhétnis kr

verknUpft:

DpK = pK, - pK; = pE, +Ig(1 k. k) = pE, +Ig§é+k +— (2.79)
kr g

Aus dieser Gleichung kénnen beide Unbekannten, pE;, und kr, nicht gleichzeitig berechnet
werden.
Auch in Gleichung 2.71 findet man drei unbekannte k-Stabilitétskonstanten gegeniiber
zwei logb-Werten, so dass der Freiheitsgrad des mikroskopischen Gleichgewichtssystems
drei ist [46]. Man braucht somit neben pKi, pK: ene Zusatzinformation struktur-
spezifischer Natur (z. B. pEj, oder k), um die Konzentration aler Mikrospezies zu

berechnen [46].

2451 Spezalfall: symmetrische zweibasige Liganden

Sind die beiden Protolysezentren infolge der Molekilsymmetrie &quivalent, liegt die nétige
Zusatzinformation auf der Hand: die Gruppen besitzen die gleiche Aciditét, d.h. kr = 1. In
diesem Grenzfall geniigen die potentiometrisch zugénglichen pK-Werte zur Berechnung

aler vier unbekannte Mikrokonstanten:

pk = pk, = pK;+1g2  und  pky, = pky = pK;- 192 (2.80)

Bei jedem pH-Wert gelten dann folgende Zusammenhénge fur die Konzentration der

Mikrospezies:



36 2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

[(HL]
2

[AA] © [H,L], [BA] =[AB] = und [BB] ° [L*] (2.81)
Durch Einsetzen von kr = 1 in Gleichung 2.79 und Umstellen kann der Wechselwirkungs-
parameter ausgedriickt werden [107]:

PE, =pK; - pK;- 1g4 (2.82)

2.4.5.2 Deduktive Abschatzung von Mikrokonstanten

Die nétige Zusatzinformation kann auch aus Aciditétsangaben strukturverwandter Mole-

kiile gewonnen werden. Hier werden zwei solche deduktive Methoden angefiihrt. Die erste

basiert auf der chemisch-préparativen Blockierung einiger funktioneller Gruppen, der
anderen liegt die Ubertragbarkeit der Wechselwirkungsparameter zu Grunde.

1. Die ldee der chemischen Funktionalisierung stammt von Wegscheider [106]. Zur

Aufklérung der Mikrodissoziation eines mehrbasigen Liganden werden einige Proto-
lysezentren blockiert. Die so gewonnenen Abkdmmlinge enthalten weniger Gruppen,
so dass deren pK-Werte einfacher, z. B. mittels Potentiometrie, bestimmbar sind. Sehr
haufig wird eine partielle Veresterung vorgenommen, wobei die nichtdissoziierte
Carboxylgruppe COOH durch deren Methyl- oder Ethylester COOR imitiert wird
[110]. Die Gite der Néherung hangt davon ab, inwieweit diese Estergruppe ale
Einflisse imitieren kann, die die urspringlich vorhandene COOH-Gruppe auf die
anderen Protolysezentren im Molekil austibt.
Zur chemischen Blockierung werden auch andere chemische Anaogien ausgenutzt.
Eine der besten Naherungen ist es, die Carboxylgruppe durch die isoelektronische,
isostere und im —I-Effekt sehr naheliegende Carboxamidgruppe zu substituieren. Die
wichtigsten Analogien sind mit Beispielen in Tabelle 2.3 zusammengefasst.

Gruppe Modell Beispiel [Ref.]
COOH COOCH;s Glycin [110], Citronensdure [112][113]
COOC;Hs Glutaminsdure [111]
COOH CONH, Asparaginsdure [13]
NH; NHCOCHS3 Tobramycin [114]

Tabelle 2.3: Die bislang benutzen Analogien zur deduktiven Abschétzung von Mikrokonstanten
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2. Durch Substitution eines zweibasigen Liganden mit zusétzlichen Gruppen verandert
sich der Wechselwirkungsparameter der urspringlich vorhandenen Gruppen in
geringerem Mal3e, as die Mikrokonstanten selbst [115]. Somit kénnen pE-Werte in
zweibasigen Liganden gemessen und mit guter Naherung auf kompliziertere Systeme,
die das gleiche Gruppenpaar im gleichen kovalenten Abstand enthalten, Ubertragen
werden [277].

Die deduktiven Methoden waren der einzige Weg der Mikrokonstanten-Berechnung vor

der Verbreitung der spektroskopischen Techniken. Sie sind auch heute unerlasslich, wenn

die unterpopulierte Mikrospezies, z. B. die nicht zwitterionische Form von Phenylaanin, in
so kleinem Anteil auftritt, dass deren Beitrag zum spektroskopischen Signal kleiner as der

Messfehler ist [1][40].

2453 Experimentelle Bestimmung von Mikrokonstanten

Protonierungsisomere (Mikrospezies) existieren in wasseriger Losung immer nebenein-
ander, sie sind mit analytischen Methoden untrennbar. Infolge der rapiden, diffusions-
kontrollierten Kinetik sind deren eigene Spektren nicht zuganglich, nur das Gesamt-
spektrum. Die experimentelle pk-Bestimmung erfolgt durch Kombination der potentio-
metrischen Titration mit spektroskopischen Methoden, womit die Dissoziation einzelner
Gruppen verfolgt werden kann.

Wenn das Protolysezentrum gleichzeitig einen UV-Vis-Chromophor darstellt (wie etwa
Phenol, Thiol, Pyridin, Anilin, usw.), kann Spektrophotometrie angewandt werden. pH-
abhangige Absorptionsmessungen werden bei jener Wellenldnge durchgefihrt, die nur fir
diese Chromophorgruppe charakteristisch ist. Der gruppenspezifische Dissoziationsgrad
ergibt sich nach:

A(PH) - A,

ai(pH) = A- A
- A

(2.83)
Die Absorptionen Ay, und A_ werden bei solchen pH-Werten aufgezeichnet, bei denen
HoL und L dominant vorliegen. In diesen Spezies befinden sich beide Gruppen im
vollsténdig protonierten, bzw. dissoziierten Zustand. Sollte der Dissoziationsgrad von
Gruppe 2 spektrophotometrisch nicht erfasst werden kénnen, dann bietet Gleichung 1.82

einen weiteren Weg zur Berechnung der Mikrogleichgewichte.
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Nach diesem Prinzip wurden Mikrokonstanten erstmals fiir Cystein bestimmt [109], die
Auflistung weiterer Beispieleist auf Seite 29 in [1] zu finden.

Unter dem Namen PHOTO_T wurde von G. Hagele und C. Arendt eine Verbundtechnik
erstellt, die die computergesteuerte Aufnahme der pH-abhangigen UV-Vis-Spektren mi
Hilfe einer Tauchsonde ermdglicht [10]. Unter der Annahme von selektiven Wellenldngen
werden Mikrokonstanten mit dem Programm WINMIKRO von C. Arendt berechnet [11].

In kirzlich publizierten Verdffentlichungen wurden Versuche gemacht, die Annahme
selektiver Wellenléngen aufzuheben. Im Generalfall, wenn beide Gruppen signifikant zum
UV-Spektrum beitragen, konnen die einzelnen Mikrospezies nicht unterschieden werden,
solange nur die pH-Abhangigkeit der Spektren beachtet wird [117][118]. Erst wenn die
UV-pH-Titration auch bel verschiedenen Temperaturen [117] oder in Gegenwart eines
organischen Cosolvens [118] durchgefiihrt wird, sind unter giinstigen Bedingungen die
Spektren einzelner Mikrospezies zugénglich.

Da sich spinaktive Kerne (*H, **C, ¥N) in nahezu allen Liganden befinden, reprasentiert
die NMR-Spektroskopie eine viel algemeinere Messtechnik zur Untersuchung der Mikro-
dissoziation. Hierbei wird Uber einige Spins des Molekils angenommen, dass deren
chemische Verschiebung selektiv die Deprotonierung einer einzigen Gruppe indiziert:

d(pH)- dy,.

a;(pH) =
! dp - dy

(2.84)
Die wichtige Entscheidung, ob ein Kern einen gruppenspezifischen Sensor darstellen kann,
ist ein Hauptthema der vorliegenden Arbeit. Der NMR-spektroskopischen Bestimmung
von Mikrokonstanten wird das ganze Kapitel 5 gewidmet.

Zum Abschluss sollte noch erwéahnt werden, dass Mikrokonstanten auch durch Raman-
Spektroskopie [119], IR-Spektroskopie [120], Fluoreszenzspektrometrie [121][122] oder
kalorimetrische Titrationen [123][124][125] ermittelt wurden.

2.45.4 Theoretische Berechnung von Mikrokonstanten

Insbesondere in der pharmazeutischen Forschung besteht der Bedarf an Computer-
programmen, die pK-Werte aus der Molekilstruktur nach linearen Beziehungen der Freien

Enthalphie- (LFER) vorhersagen kénnen [2]. Mit einer Software dieser Art, SPARC kann
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man sogar mikroskopische Dissoziationskonstanten berechnen [126]. Zur Zeit werden aber
fir kleinere Molekiile noch die Experimentalmethoden der pk-Bestimmung bevorzugt.

Bel Enzymen ist die Kenntnis der intrinsischen Aciditét einiger Gruppen von besonderem
Interesse beziiglich der katalytischen Aktivitdt oder Stabilisierung der Sekundérstruktur
durch Salzbriicken. Durch Isotopentechnik eingefiihrte oder angereicherte NMR-Kerne wie
3C oder **N kénnen die Dissoziation dieser Gruppen anzeigen (, reporter nuclei®).

Fir Biopolymere spielen theoretische Berechnungen wie die LOsung der Poisson-
Boltzmann-Gleichung zur Aufkl&ung der rdumlichen Ladungsverteilung eine viel

bedeutendere Rolle.
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3 NMR-UNTERSUCHUNG MAKROSKOPISCHER
PROTOLYSEGLEICHGEWICHTE

3.1 lonenspezifische NM R-Par ameter

Nimmt ein Ligand an einer Protolyse- oder Komplexbildungsreaktion teil, verandern sich
im Prinzip die chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten aller spinaktiven
Kerne. Manchmal é@ndern sich auch die Halbwertsbreiten einiger Resonanzsignale. Die fir
jede Protolyse- oder Komplexspezies individuellen Werte dieser Spektrenparameter nennt
man ionenspezifische Parameter. Sie kénnen wichtige Strukturinformationen Uber die
betroffene Spezies enthalten, und deshalb ist deren Bestimmung ein Hauptziel der NMR-
Titrationen.

Nahezu alle Protolysereaktionen verlaufen in wésseriger Losung diffusionskontralliert, mit
einer Reaktionsgeschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung von 10° bis 10° M~s™ [129].
Ein Richtwert fir die Dissozationsverschiebung eines Protons bei Bo =500 MHz ist ca
0,3 ppm, d.h. 150 Hz. Der Protonenaustausch findet somit schnell” in der NMR-Zeitskala
statt (fast exchange regime). Es treten im Spektrum dynamisch gemittelte Resonanzsignale
auf [128], woraus die NMR-Parameter der Einzelnspezies im Generafall nur durch
Berechnung zugénglich sind.

Betrachten wir die NMR-Titration eines Liganden H.,L in m=1,2,...,M Titrations-
schritten und unter Beobachtung von k=1, 2, ..., K Homo- oder Heterokernen. In
Kenntnis vom pH-Wert und der Stabilitatskonstanten b; lassen sich die Molenbriiche der
Protolysespezies Xy, m am Messpunkt m nach Gleichung 2.48 berechnen. Die
experimentell zugéngliche chemische Verschiebung des k-ten Kernes setzt sich aus den
Molenbriichen und ionenspezifischen chemischen Verschiebungen der Einzelspezies HiL

zusammen:

n
o

<Ok > =X m Ak F X m Gkt F Xan m ik = A XL mdhee (32)
i=0

" Ein in der NMR-Zeitskala langsamer Protonenaustausch wird in wasseriger Lésung hauptséchlich bei
Enzymen beobachtet [130][131].
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Die Ladungen der Protolysespezies werden im Folgenden erst dann gekennzeichnet, wenn
deren Betrag von Bedeutung ist.

Die durch Dissoziation bewirkte Anderung der chemischen Verschiebung, Ddy, wird as
Dissoziationsverschiebung (im Englischen dissociation shift, titration shift) oder

Dissoziationsgradient bezeichnet:

d:hl:ll_dk :dH\ka - dHHlek (32)

Die gleiche dynamische Mittelung findet im Fall der Kopplungskonstanten statt, so werden

ionenspezifische Kopplungskonstanten Jy, ;i und deren Gradienten definiert:

n
o

<Jm ik > = X0 m L, ke Xae m I kP Xn m Ihon ik = A X m Jn, ke (33)
i=0

D:'ftlLij =JhL, ik 7 JHiaL, jk (34)

Kernspezifische Halbwertsbreiten der Protolysespezies, Dny; .« Wwerden nach
ahnlichen Prinzipien in Kapitel 4.1.1 eingefihrt.

3.2 Grundlagen der chemischen Verschiebung von Ligand-
kernen

Wenn ein Molekill einem aulReren Magnetfeld By ausgesetzt ist, herrscht am Ort des k-ten
Kernes infolge der Abschirmung der Elektronenhiille eine um den Betrag s«Bo geringere
Feldstarke [202]:

Bk =Bo(1-s) (35)

Sy ist dabei die Abschirmungskonstante (im Generalfall ein Tensor), die experimentell
unzugénglich ist. Die messbare chemische Verschiebung d, wird immer auf die
Resonanzlinie einer Referenzsubstanz bezogen:

_n'nref _Sref's

d
N et 1-s ref

»S g - S (3:6)
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Die Abschirmungskonstante setzt sich ngherungsweise aus drei Komponenten zusammen:

s =sda+s P45 (3.7

Der diamagnetische Beitrag s 2 >0 beschreibt die abschirmende Wirkung von Kreis-
strémen, die in der Elektronenhiille durch By induziert werden. Im *H-NMR iberwiegt
dieser Term und wurde in vielen Félen proportional zu der am betreffenden Proton
herrschenden Elektronendichte gefunden [134]. s @@ lasst sich nach der Lambschen
Formel berechnen [132] und gibt fir ein isoliertes, kugelsymmetrisches Atom die

vollsténdige Abschirmung wieder.

Dem durch s f** <0 charakterisierten Paramagnetismus liegen Anregungen der Valenz-
elektronen in energetisch tiefliegenden unbesetzten Orbitalen zugrunde. s f** kann nach
der Karplus-Pople-Gleichung berechnet werden [135]. Dieser Beitrag ist nur bei schweren

Kernen wie **C oder 3'P bedeutend, bei *H-NMR kann er vernachl&ssigt werden [136].

Im dritten Term s § werden ale weiteren Effekte zusammengefasst. Dazu gehdren die
magnetische Anisotropie von rédumlich naheliegenden Gruppen und Ringen, elektrische
Feldeffekte anisotroper C-X Bindungen und van-der-Waals-Effekte [133][202]. Protonen,
die sich ,am Rand" des Molekiils befinden, sind zudem auch intermolekularen Effekten,
wie etwa Aggregations- oder Lésungsmittel effekten in erhthtem Mal3e ausgesetzt.

Die durch s ¢ beschriebenen Effekte hdngen auch mit der Konformation des Molekils
zusammen. Krzlich wurde von Perczel und Csaszér eine Studie Uber Formyl-L-Valinamid
verdffentlicht, wobei direkte Korrelationen zwischen dy bzw. dc und quantenchemisch
berechneten Diederwinkeln gefunden wurden [137]. Ahnliche Ansétze kénnten kiinftig die
Mdoglichkeit eréffnen, die Gerlistkonformation von Proteinen alein aufgrund chemischer
Verschiebungen vorauszusagen. Es ist jedoch fraglich, ob solche einfache Korrelationen
auch in Gegenwart von (de)protonierbaren Gruppen zu erwarten sind, denn die pH-
abhdngige Ladung der Gruppen vermag einen viel grolReren Effekt induktiver oder
elektrostatischer Natur auf d auszuliben. Gerade diese Einfllisse werden im weiteren

Verlauf der vorliegenden Arbeit studiert.
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3.2.1 Dissoziationsver schiebungen im *H-NMR-Spektrum

Das Hauptinteresse dieser Arbeit liegt nicht nur in den chemischen Verschiebungen d
selbst, sondern auch in deren Dissoziationsgradienten Dd. Bei Deprotonierung einer
Gruppe nimmt die Elektronendichte in deren Umgebung zu. Bei den benachbarten C-H
Protonen beobachtet man im Regelfall eine Hochfeldverschiebung der Resonanzlinien, da
im 'H-NMR die durch s {1 beschriebenen induktiven Effekte relevant sind. Der Betrag
von Ddy nimmt mit steigender Anzahl der , isolierenden” Sigmabindungen zwischen dem
Protolysezentrum und dem betreffenden Spin ab. Aufgrund dieser Beobachtung kénnen
selektive ,, Sensorprotonen” zur Verfolgung der Dissoziation einzelner Gruppen ausgewahit
werden (siehe Kapitel 5.2). In mehrwertigen Liganden, wie etwa Polyamino-
polycarbonsduren [24][25] oder Zyklamen [138][139][142], wo ein Proton durch mehrere
benachbarte Basezentren beeinflusst wird, findet man zum Teil auch Tieffeld-
verschiebungen.

Aus Dd-Werten vereinfachter Modellverbindungen haben Sudmeier und Reilly 1964 eine
empirische Beziehung vorgeschlagen, die Dd in Polyaminopolycarbonsauren als Linear-
kombination der Protonierungsgrade der einzelnen Gruppen ausdriickt [24][25]. In diesem
Ansatz werden vor alem induktive und elektrostatische Effekte beriicksichtigt. Wenn
jedoch die Protolyse auch mit einer wesentlichen Konformationsanderung begleitet wird,
beschreibt die Sudmeier-Reilly-Gleichung die Realitét nicht mehr quantitativ [138][139].
Eine weitere Diskussion Uber die Sudmeier-Reilly-Gleichung im Zusammenhang mit

mikroskopischer Dissoziation findet sich in Kapitel 5.3.

3.2.2 Dissoziationsver schiebungen im **C-NM R-Spektrum

In dc ist der paramagnetische Beitrag dominant, so bewirkt die Dissoziation einer
benachbarten Gruppe tendenziell eine Tieffeldverschiebung der **C-Resonanzlinien. Man
findet aber auch hier Ausnahmen (siehe [143][144][145][146] und die darin zitierten
Veroffentlichungen). Mit steigendem Abstand vom Protolysezentrum nimmt der Betrag
von Ddc ab, mit der seit langem bekannten Ausnahme von a-Aminoséuren, wo die
Deprotonierung der a-Aminogruppe einen grolReren Shift am b-K ohlenstoffatom als am C?
bewirkt [40][144]. Dieser Befund lasst sich im Rahmen der LEFS-Theorie (linear electric
field shift theory) von Batchelor et al. interpretieren [144].
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Von besonderem Interesse ist das empirische Modell von Rabenstein und Sayer, womit dc
fir Aminosiuren und Analoga aus Substituentenkonstanten von CHs, NH3, NH,, COOH
und COO™ Gruppen zusammengestellt wird [145]. Zur Berechnung der “C-
Verschiebungen flr jeden Protonierungszustand von Polyaminen wurde eine dhnliche

empirische Beziehung mit ,,amine shift parameters’ abgeleitet [147].

3.2.3 Dissoziationsver schiebungen im **P-NM R-Spektrum

Dissoziationsbedingte Anderungen von dp bei phosphorhaltigen Liganden werden im
Arbeitskreis von G. Hégele Uber zehn Jahre lang sorgféltig dokumentiert. Im Folgenden
koénnen aus Platzgrinden nur die wichtigsten hauseigenen Erkenntnisse und Literatur-
ergebni sse zusammengefasst werden.

In Abwesenheit von weiteren Protolysezentren weist das *'P-Signal bei aliphatischen
Phosphon- und Phosphinsduren [15], 1-Hydroxyphosphonsduren [148] wie auch bel
Pyrophosphaten [171] eine Hochfel dver schiebung wahrend der Dissoziation auf.

In Gegenwart von anderen dissoziierbaren Gruppen wird der Ablauf der *'P-NMR-
Titrationskurven uneinheitlicher. Bei a- und b-(Aminoalkyl)phosphonsduren findet man
eine Hochfeldverschiebung beim Dissoziationsschritt PO;H™ ® PO? , aber eine wesent-
lich groRere Tieffeldverschiebung fir NHE ® NH, [15][149][150]. Eine friihe Interpreta-
tion dieses Phanomens war die Anderung der Hybridisierung des Stickstoffatoms wahrend
der Protolyse [149]. Polyazamakrocyclische Methylenphosphonate verhalten sich ghnlich
[151][152][153][154]. Die Beobachtung erscheint allgemeinguiltig, da das Minimum der dp
vs. pH Titrationskurve immer der zwitterionischen Spezies mit protonierten Ammonium-
und dissoziierten Phosphonatogruppen entspricht (siehe [154] und die darin zitierten
Veroffentlichungen). Auch ene Tieffeldverschiebung wurde bei  Aminomethyl-
phosphinoxiden verzeichnet, wo alerdings am Phosphorkern selbst keine Deprotonierung
stattfindet [20].

Die bislang erwéhnten Beispiele verdeutlichen, dass neben dem , Direkteffekt”, d.h. der
Hochfeldverschiebung infolge der eigenen Dissoziation, auch ,Ferneffekte*, durch
Einflusse weitliegender Gruppen auf dp eine Rolle spielen.

Bei Bis- und Trisphosphonséuren [155] sowie Phosphonopolycarbonsduren [21] und
Phosphonoanaloga der Asparaginsiure [156] weisen die **P-NMR-Titrationskurven

diverse Maxima und Minima auf, abhéngig auch davon, ob die aciden Gruppen eine
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vicinale oder geminale Stellung einnehmen. Bemerkenswert sind die betragsmafig
geringfugigen Dissoziationsgradienten der technisch und in der Humanmedizin relevanten
1,1-Bisphosphonate, wobel auch eine Verbreiterung der Resonanzlinien in bestimmten pH-
Bereichen zu beobachten ist [173][175].

Zusammenfassend wird festgelegt, dass dp einer Phosphon- oder Phosphingruppe im
Generafall auch durch Dissoziationsvorgange entfernter Gruppen beeinflusst wird. Aus
diesem Grund diirfte der 3'P-Kern zur selektiven Verfolgung der eigenen Dissoziation

zwar in vielen glinstigen, aber nicht in allen Féllen eingesetzt werden.

3.3 Experimentelle Aspekte von NMR-Titrationen

NMR-gestiitzte Sdure-Base-Titrationen lassen sich unter experimentellen Gesichtspunkten
folgendermal3en eingliedern.

In titrationsgradabhangigen NMR-Messungen werden die NMR-Spektren bei vorge-
gebenen, meist aquidistanten Titrationsgraden aufgenommen. Bei vordefinierten pH-
Werten handelt es sich um eine pH-abhéngige NMR-Titration, deren Vorausplanung in
Kapitel 2.3.7 erdrtert wurde. Der generelle Begriff NMR-Titration schliefdt beide
Situationen ein.

Wenn die Klassifizierung nach dem Spektrentyp erfolgt, gibt es beispielsweise *H- oder
B3C{*H}-NMR-Titrationen. In einer durch *H/**C{'H} bezeichneten NMR-Titration [23]
werden bei jedem Dosierschritt ein *H- und ein **C{*H}-Spektrum aufgenommen
(multinukleare NMR-Titration). Wenn die Uberlappung der Resonanzsignale die
Gewinnung der d vs. pH-Profile fur Einzelkerne verhindert, wird bei jedem pH-Wert ein
geeignetes 2D-Spektrum vermessen, was z. B. zu einer pH-abhéngigen TOCSY-NMR-
Spektrenreihe fuhrt [157].

Bel einer Smultantitration werden mehrere Liganden in der gemeinsamen Probel sung
titriert. Wie in Kapitel 3.5.1.1 naher erlautert, lassen sich auf diese Weise pK-Differenzen
um eine GroRerordnung genauer bestimmen als durch NMR-Titration der einzelnen
Verbindungen.

Nach den Erfahrungen im Arbeitskreis von G. Hégele ist das Bo-Feld in den heutigen
Cryomagneten in solchem Mal3e stabil, dass das Locksystem fur die Dauer der NMR-
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Titration ausgeschaltet werden kann [14][158]. In dieser Weise lassen sich NMR-Titration

auch in 100% H,O verwirklichen.

Beziiglich der experimentellen Durchfiihrung kénnen NMR-Titrationen in folgende vier

Gruppen unterteilt werden. Der Ligandverbrauch dieser Techniken wird bei einer Ligand-

konzentration von 5 mM und fir 32 Titrationsschritte verglichen.

1. NMR-kontrollierte Titration
Die Gerdte- und Softwareentwicklungen fir automatisierte NMR-kontrollierte
Titrationen gehen im Arbeitskreis von G. Hégele auf die Mitte der achtziger Jahre
zurlick [14][15][16].
Das heutige Setup verlangt den Einbau eines Durchfluss-Probenkopfes [15]. Der
Ligandenverbrauch ist durch das Gesamtvolumen der Titrationsanlage und des
Schlauchsystemes bestimmt und betrégt z. Z. etwa 0,4 mmol fir das DRX 200 und
0,1 mmol fir das DRX 500 Spektrometer [158].
Die NMR-kontrollierte Titration verlangt zwar zeitaufwandige Vorbereitung mit dem
Einbau des Durchfluss-Probenkopfes, andererseits erzielt man bei dieser Titrationsart
mehr Titrationsschritte pro Zeiteinheit im Vergleich zu Einzelprobenmessungen, da
zeitaufwandiger Austausch der NMR-Rohrchen und  Magnetfeld-Optimierung
(shimming) entfallen. Der Hauptvorteil der Messmethode ist, dass nur eine Proben-
16sung hergestellt wird und dann vollautomatisiert 32, 64 oder gar 128 Titra-
tionsschritte durchgefiihrt werden konnen. Das entspricht etwa 6 nmol Ligand-
verbrauch pro Titrationsschritt.
Der neueste Stand der Entwicklung sowie die Durchfiihrung von NMR-kontrollierten
Titrationen werden in den Dissertationen von S. Augner [158], C. Uhlemann [159] und
S. Hermens [175] detailliert beschrieben.

2. Einzelproben-NMR-Titration oder Konstant-Volumen-Titration
Konventionell werden NMR-Titrationen in Form von Einzelproben durchgefihrt.
Hierbei werden Probeldsungen von ca. 3 ml mit konstanter Gesamtionenstarke und
Ligandkonzentration erstellt, deren pH-Wert mit einer Glaselektrode unter kontrol-
lierter Temperatur und Ruhren gemessen wird. Anschliellend werden die Proben in
einzelne NMR-Rohrchen eingefillt. Die pK-Werte der zu untersuchenden Substanz

werden in vorangegangenen potentiometrischen Titrationen bestimmt. Somit lasst sich
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nach den Uberlegungen in Kapitel 2.3.7 eine sehr prézise Kontrolle der lonenstérke
verwirklichen.
Der Ligandenverbrauch fir die oben angefiihrten Bedingungen betragt ca. 15 nmol per
Titrationsschritt.

3. Einrohrchen-Titration
Die zeitaufwandige Vorbereitung von Einzel proben entfalt und der Ligandenverbrauch
lasst sich auf ca. 0,1 nmol pro Titrationsschritt reduzieren, wenn man die ganze
Titration in einem NMR-Réhrchen (mit einem Fillvolumen von ca 0,7 ml) ausfuhrt.
Der Titrator wird in dieses R6hrchen in 10 bis 50 m VVolumenschritten dosiert. Der pH-
Wert wird anschlieffend mit einer speziellen, ins NMR-Rohrchen hineinpassenden
Glaselektrode ermittelt. Auf diese Weise st jedoch das Rihren nicht praktikabel und es
kommt zu einer schieppenden Elektrodenantwort, bzw. groferer Ungenauigkeit der
pH-Messwerte. Ein weiteres Problem ist hierbei, dass durch das Herausziehen der
Elektrode das Gesamtvolumen und die Stoffmengen veréndert werden (Tropfen an der
Glaselektrode verbleibt).

4. , Elektrodenlose” Titration
Zur Aufhebung aler, mit der Glaselektrode zusammenhangenden, Probleme wurde in
der vorliegenden Arbeit das Konzept der , elektrodenlosen” Titration eingeftihrt. Die
ganze Titration wird dhnlich zur Einréhrchen-Titration in einem NMR-Rohrchen
durchgefiihrt, aber in Gegenwart von mehreren einwertigen Liganden. Die chemische
Verschiebung dieser sog. NMR-Indikatormolekille spiegelt den aktuellen pH-Wert
wider. Es handelt sich dabei methodisch um eine Smultantitration bei konstanter
lonenstérke von 1,0 M. Der Ligandverbrauch bleibt genauso gering wie bei der
Einréhrchen-Titration (etwa 0,1 mmol pro Titrationsschritt).
Die theoretischen Grundlagen der neuen Methode werden im nachfolgenden Kapitel
dargestellt, wahrend die experimentellen Bedingungen in Kapitel 7.3.2 und die
Ergebnisse in Kapitel 8.1 nachzulesen sind.
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3.4 EineneueTitrationsart: die, elektrodenlose® NMR-
Titration

In diesem Kapitel werden der Einfachheit halber die Symbole pH® und pK® verwendet,
obwohl diese Methode tatséchlich fiir das Lésungsmittelgemisch H,O/D,0 9/1 entwickelt
wurde, wobei pH®® und pK®® gelten (siehe Kapitel 2.2.4).

3.4.1 Grundlagen der pH®-Messung mit NM R-Indikator molektilen

Als NMR-Indikatormolekll fungiere hier eine einwertige Sdure HL mit der bekannten
Dissoziationskonstante pK ©. Beobachtet wird die gemittelte chemische Verschiebung <d>
eines NMR-Kernes mit den Grenzwerten d, und d,, . Wie l&sst sich nun der pH*-Wert
aus <d> berechnen?

Die Anwendung der dynamischen Mittelung der chemischen Verschiebungen (Gleichung
3.1) fuhrt zu:

d K€ +dy [H]

<d >=dyx +dy Xy =P 2 3.8

LA HL AHL K°+[H+] (38)

Durch Umstellen auf [H'] und Logarithmieren erhdlt man den Grundzusammenhang der
rein NM R-spektroskopischen pH®-Messung:

dy - <d >

H® =pK® +1
pH"=pl g<d>-dL

(3.9
Mit welcher Genauigkeit lasst sich der pH®-Wert auf diese Weise bestimmen? Eine der
Fehlerquellen ist der NMR-Messfehler in <d>. Die drei bekannten Variablen, die sog.
Indikatorparameter pK®, d, und d, stammen aber ebenfals aus (vorher durch-
gefuhrten) Messungen und sind demnach auch mit gewisser Unsicherheit behaftet.

Alle vier Variablen werden im statistischen Sinne als unabhéngige Zufalsvariablen mit
Normalverteilung aufgefasst. Deren Messfehler wird durch die Standardabweichung s
beschrieben. Die Anwendung des Gauss’schen Gesetzes der Fehlerfortpflanzung [160] auf

Gleichung 3.9 liefert fir die Gesamtvarianz von pH® folgenden Ausdruck:

, _@pHG , @fpH° O, @pHO_, apHS_,
= B B :SdL (310)

Sp _gﬂpK°$S§KC R TPTE AR T %Sdz“ T
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Nach Ausfihrung der partiellen Ableitungen ergibt sich:

g2 =g?2 +(d|_ - dp)?s s +(<d >'d|_)23dzHL +(dp - <d >)23dZL

. 3.11
T (In10)*(dy - <d »)*(<d >-d\)? -

Der Fehlerbeitrag der Dissoziationskonstante pK® ist konstant, wahrend selbige der
chemischen Verschiebungen tber <d> vom pH®-Wert abhangig sind.

In welchem Bereich l&sst sich pH® am genauesten bestimmen? Dazu sollte die Minimum-
stellevon s ch (Gleichung 3.11) ermittelt werden, indem man die erste partielle Ableitung

2 + . . . .
vons nach [H'] gleich Null setzt. Unter Verwendung der Kettenregel ergibt sich:

TS pe _ TS f<d>_ (3.12)
H'] T<d> q[H"]

Durch algebraische Manipulationen, die hier aus Platzgriinden nicht angefthrt werden,
|&sst sich zeigen, dass der erste Multiplikator nie Null wird. Folglich muss die zweite
partielle Ableitung gleich Null sein:

T<d>_(du -d)XKS-[H']) _ (3.13)
H*] (KE+[H)?

Die Losung dieser Gleichung ist [H*] = K¢, was verdeutlicht, dass die pH®-Messung am

Punkt der Halbneutralisierung am genauesten ist.

Die Prézision der 'H-NMR-spektroskopischen pH®-Messung wird am Beispiel der

Dichloressigsdure illustriert. Die in Abschnitt 3.4.3 skizzierte Bestimmung der

Indikatorparameter fuhrt zu: pK® =1,06+0,01, d, =6,067+0,001 ppm und d, =

6,328 + 0,001 ppm. Der typische 'H-NMR-Messfehler wurde in dieser Arbeit zu etwa

+ 0,001 ppm ermittelt (siehe auch [23]). Nach diesen Angaben wurde die Unsicherheit der

pH® -Bestimmung nach Gleichung 3.11 simuliert und in Abbildung 3.1 dargestelt.

Die Ergebnisse der Fehleranalyse werden in folgenden zwel Punkten zusammengefasst.

1. Ein NMR-Indikatormolekiil kann nur im eigenen , Pufferbereich®, pH® = pK®+ 1 zur
pH® -Bestimmung angesetzt werden. Wie im Abschnitt 2.2.1.3 diskutiert, gilt Analoges
fir UV-Indikatormolekiile bei Erfassung der Hammettschen Aciditétsfunktion Ho.

2. Innerhalb des Pufferbereiches kann aber eine Messgenauigkeit von + 0,03 pH°-

Einheiten oder besser erzielt werden. Diese Prézision ist sogar bei pH-Extrema
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erreichbar, was fir eine pH®-Messung mit der Glaselektrode nach den Erl&uterungen

in Kapitel 2.2.1.2 nicht mehr zutrifft.

0,20

o o

= =

o o
| |

Standardabweichung von pH®
o
[=)
(52}

0,00 T T T T T T T ]
10 05 00 05 10 15 20 25 30
pH®

Abbildung 3.1: Mit Hilfe der Dichloressigsiure 20 erreichbare Prézision der pH*-Messung

3.4.2 Abdeckung der ganzen pH°®-Skala mit NMR-Indikator molekilen

Da jedes NMR-Indikatormolekil nur in seinem engen Pufferbereich als pH®-Sensor
fungiert, muss eine ltickenlose pH®-Erfassung mit einem geeigneten Gemisch von NMR-
Indikatoren erfolgen.

Bei der Auswahl von pH°®-Sondenmolekiilen gelten folgende vier Gesichtspunkte.

1. Jedes Indikatormolekil fuhrt neue Peaks ins Spektrum ein. Dieser Beitrag sollte
mdglichst aus einem Singulett bestehen. Der Resonanzpeak sollte nicht mit anderen
Linien tberlappen. Auf der breiteren Skala der *'P- und **C-NMR-Spektroskopie wird
solch eine stérende Uberlappung weniger wahrscheinlich.

2. Es ist gunstig, wenn das Indikatorsingulett durch mehrere magnetisch &quivalente
Spins erzeugt wird. Die Konzentration des Sondenmolekiils kann dann niedriger
gehalten werden, folglich wird dessen pH-abhéngiger Beitrag zur Gesamtionenstérke
auch geringer.

3. Ein Indikatormolekil darf in keinerlei Wechselwirkung oder gar chemische Reaktion
mit der zu untersuchenden Substanz treten. Besondere Beachtung soll dabei elektro-

statisch oder durch Wasserstoffbriicken verbundenen lonenpaaren gelten. Zur
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Erkennung solcher Phénomene sollten die Grenzverschiebungen der Indikatormolekile
in mehreren elektrodenlosen Titrationen verglichen werden. Eine, den Messfehler
ubertreffende Anderung von d, oder d,, kann darauf hindeuten, dass die betroffene
Sondenverbindung nicht nur an Protolysegleichgewichten teilnimmt und deshalb nicht
zur Berechnung des pH-Wertes herangezogen werden sollte.

4. Die Verbindung sollte einbasig sein oder nur Dissoziationsstufen erster Ordnung
aufweisen, wie z. B. Phosphorsaure. Die Indikatorparameter pK®, d, und d,
missen vor der elektrodenlosen Titration durch unabhéngige NMR-Messungen
bestimmt werden.

Nach diesen Kriterien wurde in dieser Arbeit eine Reihe von pH°-Sondenmolekiilen

ausgewdhlit. Die Bedingungen der Vermessung und die Ergebnisse werden in den Kapiteln

7.3.2 und 8.1 beschrieben.

3.4.3 NMR-spektroskopische Bestimmung sehr kleiner pK>-Werte

Die unter 1,5 liegende Dissoziationskonstante einer S&ure HL l&sst sich durch glas-
elektrodenindizierte Titrationen nicht reproduzierbar ermitteln. Zu diesem Zweck wurde in
der vorliegenden Arbeit eine spezielle *H-NMR-Titration entwickelt.

Einzelproben dquidistanten pHC-Wertes wurden mit ¢, = 0,02 M und einer konstanten
lonenstérke von 1 M durch Zugabe von berechneten Mengen an HNO; und NaNOs (evt.
NaOH) erstellt. Die Zusammensetzung wird nach dem Rechenweg in Kapitel 1.3.7.
vorausgeplant, wozu aber auch derjenige pK °-Wert gebraucht wird, der wiederum das Ziel
der Messung darstellt. Das erfordert eine iterative Vorgehenswei se.

Nach einem Schétzwert von pK “© aus der Literatur wird die in Kapitel 2.3.7 diskutierte
Vorausplanung der Einzelprobentitration durchgefiihrt, und die Probelésungen werden
erstellt.

Liegt der geplante pH®-Wert einer Probe hoher a's 2, wird der tatsichliche pH®-Wert mit
der Glaselektrode gemessen, die zuvor durch eine geeignete Blanktitration kalibriert
wurde. Bei Proben mit pH® < 2 wird jedoch der exakte pH®-Wert der Losung nach den
folgenden Uberlegungen berechnet.

Die Ladungshilanz fur das betrachtete Elektrolytsystem lautet:

[Na']- [NO3]+[H"]-[L']=0 (314
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Geht man von der vollstdndigen Dissoziation von HNOz; und NaNO; aus, so gelten

folgende Ausdriicke:

[Na'] :Clt\laN03 und [NO;3]= C;\laNO3 "‘CLNO3 (3.15)

Nach Literaturangaben ist der Dissoziationsgrad von Salpetersdure bei c,ﬂNOS >2 M nicht
mehr vollsténdig [163] und diese Tatsache stellt eine klare Grenze der Methode dar.
Substituieren der Ausdriicke fur [Na'] und [NO3] in Gleichung 3.14 und Umstellung auf
[H™] fihrt zu:

[H*]=ciino, +[L] (3.16)

Diese Gleichung enthdlt zwar noch zwei Unbekannte, [H*] und [L-]. Letztere lasst sich

aber aus der aktuellen, gemittelten chemischen Verschiebung <d> berechnen nach:

L d <d >
[L ]_uCHL —ﬁch (3.17)
ChL HL = G-
In Kenntnis der Grenzverschiebungen d . und d,  kann nun [L-] berechnet werden, die
nach Gleichung 3.16 wiederum zu [H'], bzw. pH® fihrt. Aus den <d> vs. pH® Daten wird
die bereits verbesserte Naherung pK®® der gesuchten Aciditétskonstante nach der

folgenden Formel,

HAL ] Gy - <d >0

ko = gH DAL & 3.18
P g [HL] gé{ d >-d. (318)
oder vorzugsweise mittels nichtlinearer Regression berechnet. Falls die Abweichung
zwischen pK®©@ und pK®® gréRer als 0,3 ist, sollen die ganze Vorausplanung, die
Probenvorbereitung und die NMR-Messungen mit dem Wert pk ©® wiederholt werden.
Dain dieser zweiten Messreihe die Kontrolle der lonenstérke strenger ist, steigt auch die

Genauigkeit der erhaltenen Dissoziationskonstante.

3.4.4 Vergleich mit bislang ver 6ffentlichten Simultantitrationen

Es existieren bereits NMR- und UV-spektroskopische Simultantitrationen, womit die

~elektrodenlosen” Titrationen verglichen werden konnen.
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Die UV-spektroskopische Bestimmung der Hammettschen Aciditétsfunktion (Kapitel
2.2.1.3) weist besonders viele Ahnlichkeiten auf, der pH-Wert wird in beiden Félen aus
dem spektroskopisch ermittelten Dissoziationsgrad eines ,,Indikatormolekiils* berechnet.
Wéhrend aber beim Hammettschen Ansatz sich immer ein Indikatormolekdl in der
Probel6sung befindet, enthdlt die Lésung in einer , elektrodenlosen* Titration gleichzeitig
ale pH-Sondenmolekiile.

In den in Kapitel 3.5.1.1 erwahnten NMR-Simultantitrationen wird der pH-Wert gar nicht
berechnet, die pK-Differenz wird unmittelbar aus den gemessenen <d>-Werten der

Testsubstanz und einer Referenzsubstanz erhalten.

3.5 Ubersicht iiber die bislang entwickelten
Auswer tungskonzepte von NMR-Titrationen

Unter NMR-Titrationskurve des k-ten Kernes (im Englischen chemical shift titration
curve) wird im Folgenden die Funktion <d,> = f(pH) verstanden, die in Kurzform auch as
d(pH) bezeichnet wird. Die Auswertung dieser Funktion liefert die individuellen
chemischen Verschiebungen dy, , der einzelnen Protolysespezies HiL. Sollten die unter
NMR-Messhedingungen gliltigen pK-Werte unbekannt sein, miissen diese ebenfalls aus
den NMR-Titrationskurven berechnet werden.

Die gleichen Verfahren kdnnen zur Berechnung der ionenspezifischen Kopplungs-

konstanten Jy, i ausden <Jy> vs. pH Messkurven herangezogen werden.

3.5.1 Sonderfélle: Aciditatssystemeerster Ordnung

Die Auswertung gestaltet sich besonders einfach fur Liganden mit wohlseparierten pK-
Werten. Wie bereits in Kapitel 2.3.4 angedeutet, gibt es fir diese Molekile pH-Bereiche,
wo jewells eine Protolysespezies dominant vorliegt, so dass deren ionenspezifische
chemische Verschiebung auf der Ordinatenachse abgelesen werden kann (siehe z. B. N-
Acetylhistidin in Abbildung 8.88 aus Kapitel 8.4.3.2). Die Wendepunkte der NMR-
Titrationskurven, die fir ale Kerne gleich sind, geben unmittelbar den pK-Wert an
(,, Halbstufenregel“) [164]. In der Praxis wahlt man fir die pK-Bestimmung jenen Spin mit

der grofdten Dissoziationsverschiebung aus [171].
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Die Verlésslichkeit der pK-Werte kann gesteigert werden, wenn nicht nur den
Wendepunkt, sondern alle Messpunkte in die Auswertung einbezogen werden. Fir jeden
sigmoiden Abschnitt der NMR-Titrationskurve gilt folgender Zusammenhang zwischen
der gemessenen chemischen Verschiebung <d> und den ionenspezifischen Grenzwerten d.
und d:

_dy +dyy 0P

<d> 1+10P¢-PH

(3.19)
Die drei unbekannten Parameter d., dy. und pK werden durch nichtlineare Regression
ermittelt. Es gibt zwar auch linearisierte Formen von Gleichung 3.19, wie die Henderson-
Hasselbach-Gleichung, doch liefern diese im statistischen Sinne keine erwartungstreuen
Fehlerschatzungen fir die Parameter [179].

Sollte ein Abschnitt der d vs. pH-Kurve fehlen, z. B. weil das betroffene Signal im aciden
pH-Bereich unter dem Solventpeak verschwindet, kann dy. Uber Gleichung 3.19 nur mit
einer erhdhten Standardabweichung berechnet werden. Hierfur stellt die Linearisierung

nach Giralt et al. [168] eine wesentlich verlasslichere Auswertungsmethode dar.

35.1.1 Prézise Bestimmung der pK-Differenz mit NMR-Simultantitration

Die pK-Differenz zweier Verbindungen lasst sich in einer NMR-Simultantitration um mehr
as eine GroRenordnung genauer ermitteln als die pK-Werte selbst [165][166][167]. Der
Grund daflr liegt im Messfehler der mit Einstabmessketten erfassten pH-Werte. In
Einzel probentitrationen geht der pH-Wert in die Berechnung ein, wéhrend in den NMR-
Simultantitrationen die pK-Differenz ohne die Kenntnis des aktuellen pH-Wertes, nur aus
den chemischen Verschiebungen zugénglich ist [165][166][167]. Auf diese Weise haben
Rabenstein und Mariappan den subtilen ">N-Isotopeneffekt, d.h. die pK-Differenz von
[™N]- und [“N]-Glycin zu 0,00962 +0,00011 bestimmt, die bei der Aufkldrung
enzymatischer Umsetzungen dieser Aminosaure eine Rolle spielt [165]. Wiirden hingegen
die pK-Werte aus den d vs. pH Profilen beider Verbindungen berechnet, ergabe sich deren
Differenz zu 0,0096 + 0,0127 [165].

Perrin und Fabian haben einen anderen Ansatz zur Auswertung von NMR-Simultan-

titrationen entwickelt [166][167], der in der vorliegenden Arbeit zur Bestimmung von pK,4
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der Aminophosphinophosphonséure 2 (HL) in bezug auf pKr
(hydroxymethyl)aminomethan (HT) verwendet.
Umstellung der Gleichung 3.19 auf den zu eliminierende [H*] fiihrt zu:

<d;>-dyr _,, <d >-dy
dyr- <d; > 4dHL' <d, >

[H']=K;

Aus dieser Gleichung wird die experimentell zugéngliche <d, > ausgedriickt:

(d - dy)>(<dy >-dy)

<d,  >=<d;>+
ST @ K<y >-dp) + K (dyr - dr)

Hierin reprasentiert K™ die relative Aciditét der Liganden:

_Ka
Kr

K und  pK™ =DpK =pK; - pK,

3,05

Aciditat von HT ist groRer
3,00 -

2,95

<d > [ppm]

2,90 -

2,85

Aciditat von HL ist groRer

von Tris

(3.20)

(3.21)

(3.22)

2,80 T T T T
3,50 3,55 3,60 3,65 3,70

<d+> [ppm]

3,75

Abbildung 3.2: Bestimmung der pK-Differenz von TRIS 21 und der Aminophosphonséure 2 nach der

Perrin-Fabian-Methode [166] (eigene Messung)

Wie aus Abbildung 3.2 ersichtlich, wiirde sich bei pKyr = pKy. eine Gerade ergeben. Die

konvexe Kurve deutet auf pKyr > pKpe hin. Zur Ermittlung der pK-Differenz wurde ein

Turbo-Pascal-Programm entwickelt, das Gleichung 3.21 an die Messdaten anpasst. Die
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Regression lieferte das folgende Ergebnis: DpK =pK+ - pK, = 0,822 + 0,006. Weitere
Einzelheiten Uber diese NMR-Titration werden in Kapitel 8.2.1.4 beschrieben.

Zum Abschluss soll erwdhnt werden, dass die obigen DpK-Bestimmungen nur flr
einbasige Liganden oder Aciditétssysteme erster Ordnung méglich sind. Die in Gleichung
3.21 dargestellte Eliminierung des pH-Wertes ist bei der Uberlappung mehrerer

Dissoziationsschritte nicht moglich.

3.5.2 Aciditatssysteme hoherer Ordnung

Wenn die Dissoziationsschritte einer Verbindung Uberlappen, konnen die ionen-
spezifischen Parameter dy,  nur rechnerisch ermittelt werden. Die Auswertung gestaltet
sich leichter, wenn die Stabilitatskonstanten der Protolysespezies (oder die Dissoziations-
konstanten) genau bekannt sind. Mit einem groRReren numerischen Aufwand sind die

Berechnungen verkniipft, wenn logb- oder pK-Werte mititeriert werden sollen.

3.5.2.1 DieDissoziationskonstanten sind bekannt

Sind die unter NMR-Messbedingungen gultigen pK- oder logb-Werte genau bekannt,
konnen die Molenbriiche x, ., nach Gleichung 2.48 berechnet werden. In Kenntnis der
Molenbriiche sind dy, « as lineare Unbekannte von Gleichung 3.1 durch lineare
Regression oder implizite Regression zuganglich. Diese Verfahren werden in Details in der

Dissertation von C. Pfaff beschrieben [173].

3.5.2.2 DieDissoziationskonstanten sind nicht bekannt

pK-Werte werden konventionell durch potentiometrische Titrationen ermittelt. Es gibt aber
Unterschiede in den optimalen Messbedingungen fur Einzelproben-NMR-Titrationen und
Potentiometrie.

Als Losemittel werden in NMR-Titrationen DO oder D,O/H,O Mischsolvenzien
verwendet, um das Einlocken des Magnetfeldes zu gewéhrleisten. Wahrend die typische
Ligandkonzentration bei der Potentiometrie 1 bis 10 mM betrégt, gelten 5 bis 50 mM fur
*H- und *P{*H}-NMR, bzw. 50 bis 200 mM fiir *C{*H}-NMR [15]. Im Regelfall werden
NMR-Spektren bei Raumtemperatur (22°C) aufgenommen’. Fir Potentiometrie ist

" Die am Ort der NMR-Probe herrschende Temperatur kann allerdings von der Raumtemperatur geringfiigig
abweichen [174].
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T=25°C der internationale Standard. Des Weiteren wurde in den meisten bisher
verdffentlichten NMR-Titrationen auf die Kontrolle der lonenstérke nicht geachtet.

Diese Unterschiede haben zur Folge, dass die potentiometrisch ermittelten pK-Werte unter
den NMR-Messbedingungen nicht mehr glitig sind. Die im Arbeitskreis von G. Hagele
entwickelten NMR-kontrollierten Titrationen stellen in dieser Hinsicht Ausnahmen dar,
denn es wird neben der titrationsgradabhéngigen Spektrenreihe eine potentiometrische
Titrationskurve E(V;) unter den gleichen Messbedingungen mit aufgenommen. Dieser
zusétzliche Datensatz ermdglicht eine viel aussagekréftigere Auswertung, wie in der
Dissertation von S. Hermens diskutiert wird [175].

In der vorliegenden Arbeit wurden meist NMR-Titrationen in Form von Einzelproben-
messungen durchgefihrt, wobei man eine viel genauere Kontrolle der lonenstérke erzielen
kann und keinen zeitaufwandigen Austausch des NMR-Probenkopfes braucht. Diese

Messungen liefern NMR-Titrationskurven <d>= f(pH), aus denen nicht nur die

ionenspezifischen NMR-Parameter, sondern auch die Dissoziationskonstanten zu

berechnen sind.

Die rein NMR-spektroskopische pK-Bestimmung besitzt auch Vorteile Uber die

konventionelle potentiometrische Titration.

1. Zahlreiche Substanzen natirlicher oder industrieller Herkunft enthalten protolytisch

aktive Verunreinigungen oder liegen als Diastereomerengemisch vor [21]. Bei der
Auswertung der potentiometrischen Titrationskurve lassen sich Beitrage der Einzel-
verbindungen im Generalfal nicht separieren. Versuche zur simultanen Berechnung
individueller pK-Werte fiihren zu mehrdeutigen L6sungen [15].
Die Peaks im "H-, *C- oder *'P-NMR-Spektrum des Gemisches sind dagegen mittels
2D-NMR-Experimente den einzelnen Verbindungen zuzuordnen. Die Analyse der
<d> vs. pH-Profile liefert derart die wahren pK-Werte der Substanzen. Naturgemaf3
dirfen die Komponenten des titrierten Gemisches untereinander keine chemische
Reaktion aufweisen.

2. Bel potentiometrischen Titrationen sind spezielle Malnahmen erforderlich, die CO,-
Absorption aus der Atmosphére zu verhindern. Diese entfallen bei NMR-Titrationen,

da CO, dabei keine stérende Komponente darstel It.
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3. Die NMR-spektroskopischen pK-Bestimmungen kénnen auch in komplexen Matrizen
wie Blutplasma erfolgen, wenn die Substanz in geeigneter Konzentration vorhanden
ist. Mit Hilfe von derart ermittelten Dissoziationskonstanten kann wiederum der pH-
Wert der BioflUssigkeit durch in vivo-K ernresonanzspektroskopie erfasst werden.

4. Durch geeignete NMR-Simultantitrationen lassen sich pK-Werte bel pH-Extrema
(Kapitel 3.4.1) oder die pK-Differenz zweier Verbindungen (Kapitel 3.5.1.1) um
mindestens eine GrélRenordnung genauer bestimmen als mit den Ublichen potentio-

metrischen Titrationen.

Schon zuvor wurden Auswerteprogramme verdffentlicht, die gleichzeitig ionenspezifische

Parameter und pK- oder logb-Werte iterieren (siehe Tabelle 3.5). Die Grundlage dieser

Auswertung ergibt sich durch Einsetzen der Definition der Molenbriiche (Gleichung 2.48)

in Gleichung 3.1:

2\ .

S W MUY LN WY U
1+by[H']+..+b,[H] & b[H']

i=0

Im Rahmen einer nichtlinearen Regression werden die unbekannten Parameter dyy, , und
bi so lange optimiert, bis eine gute Ubereinstimmung der gemessenen und berechneten
<dkm>-Werte erreicht ist.

Seit den 1980er Jahren ist es bekannt, dass bei Aciditétssystemen héherer Ordnung die
nichtlineare Regression aus den Titrationskurven einzelner Kerne unterschiedliche Stabili-
tatskonstanten (oder pK-Werte) liefert, obwohl die Gite der Anpassung in jedem Fall
hervorragend (>95%) ist [40][146][171][23]. Diese Beobachtung wird am eigenen Beispiel
von Glycylhistidin illustriert (siehe Abbildung 3.3 und Tabelle 3.4). Die tellweise
aulBerordentlich grof3e Abweichung der pK-Werte lasst sich auf der mikroskopischen
Ebene der Behandlung erkléren. Die Sudmeier-Reilly-Gleichung besagt, dass die Dissozia-
tionsverschiebung Ddq der einzelnen Kerne aus unterschiedlichen Beitrdgen der
Uberlappend dissoziierenden Imidazolium- und Aminogruppe besteht (siehe Kapitel 5.3).
Die Spins H' und H? erfahren einen gréReren Einfluss der acideren Imidazoliumgruppe,

liefern somit scheinbar niedrigere pK-Werte als die Protonen H’ und H® in der
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Nachbarschaft des basischeren Stickstoffzentrums. Gerade diese Unterschiede kdnnen im
Endeffekt zur Bestimmung der mikroskopischen Dissoziationskonstanten fihren (siehe
Kapitel 5.2).

S el
C=C—C—C—N—C—C—NH;
[\ e b de
HN N

\ A

C

,'42

Abbildung 3.3: Strukturformel von Glycylhistidin 11

aus der Titrationskurve des Kernes pK1 pK2 pKs
H! 2,51 (12) 6,82 (4) 8,27 (32)
H? 2,90 (35) 6,82 (4) 8,21 (38)
H3 2,40 (4) 6,79 (5) 8,17 (30)
H* 2,40 (1) 6,65 (3) 7,46 (5)
H® 3,20 (4) 6,88 (10) 8,55 (36)
H’ 1,791 (3) 8,478 (6) 8,693 (6)
H® 1,66 (11) 7,27 (8) 8,50 (4)
simultan alle Kerne 2,62 (6) 6,830 (9) 8,36 (1)

Tabelle 3.4: Aus den NMR-Titrationskurven einzelner, bzw. aler Kerne iterierte Dissoziationskonstanten
von Glycylhistidin 11 (eigene Messung, Auswertung mit dem Programm MULTINMRPK).
In Klammern wird jeweils die Standardabweichung der letzten Ziffer angefihrt

Bezieht man hingegen ale kernspezifischen Titrationskurven di(pH) in eine simultane
Auswertung ein (multiple nichtlineare Regression), erhdt man einen einzigen,
gemeinsamen Satz der pK-Werte [146][171][23]. Dann missen allerdings auffer den n pK-
Werten zusétzlich (n+1) ionenspezifische chemische Verschiebungen pro NMR-Kern, also
insgesamt n+K-(n+1) Parameter gleichzeitig optimiert werden. Diese erhdhte Parameter-
anzahl stellt spezielle Anforderungen an den verwendeten Iterator.

Die verschiedenen Konzepte und Programme zur Auswertung von NMR-Titrationen seien
in Tabelle 3.5 zusammengefasst.
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Programm [Ref.] | Spezies | Eingabedaten Methode Ergebnis
GAUSS[173] HiL d(Xmi) gewichtete lineare Regression du
d(Xms) implizite Regression Xmj O
PKA-I [42] HiL | Mehrered(pH) | multiple nichtlineare Regression | dy 11,1, PK|
PHFIT [146]
TIFIT [171]

HYPNMR [23] | HiLiM,,, | Mehrere dy(pH) | gewichtete multiple nichtlin. Regr. d;, b;

CANPOD [175] | HiLM, E(V,) nichtlineare Regression Igb;
d(x) lineare Regression d;

MULTINMRPK? HiL | Mehrered(pH) | Gewichtete multiple nichtlin. Regr. | dy .., PK;

Tabelle 3.5: Uberblick der Auswerteprogramme zu NMR-Titrationen. ® diese Arbeit

3.6 Zielsetzungen der Programmentwicklung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte ein Programm zur simultanen Auswertung von
mehreren NMR-Titrationskurven di(pH) erstellt werden. Es sollte im Vergleich zu bereits
bestehenden Programmen folgende neue Funktionalitéten besitzen.

1. Die vier Formalismen fur makroskopische Sdure-Base-Gleichgewichte, pKs, logK, pKp
oder logb sollen frei wéhlbar sein zur Untersuchung, welcher Formalismus die
Konstanten mit dem kleinsten Fehler und Korrelation liefert.

2. Alternativ zu der bewshrten multiplen Regression soll die Anwendbarkeit der
Zidfaktorenanalyse (Target-Faktorenanalyse, TFA) zur makroskopischen Auswertung
von multinuklearen NMR-Titrationen erprobt werden.

3. Auf Grund der Ergebnisse der makroskopischen Auswertung sollen die Eingabedaten
fur eine mikroskopische Auswertung moglichst automatisch, mit wenigen Benutzer-
eingaben erstellt werden.

4. Die neu eingefihrten normierten NMR-Titrationskurven sollen die Auswahl gruppen-

spezifischer Sensorkerne unterstiitzen (siehe Kapitel 5.5).
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3.7 DasProgramm MULTINMRPK

Im Folgenden wird die Funktionsweise des objektorientierten C++-Programms
MULTINMRPK (Multinukleare NMR-Bestimmung von pK-Werten) dargestellt. Der Ablauf
der Auswertung ist in Abbildung 3.4 zusammengefasst. In den nachfolgenden Kapiteln

werden die einzelnen Schritte und die zugrundeliegenden Algorithmen in Details erl&utert.

Einlese der Messdaten Startwerte der Parameter | | Typ der Gleichgewichts-
aus Datei *.dat aus Datei *.par konstante einstellen

¢ ¢ ¢

Auswahl des Iterationsverfahrens

' * '
Parameterauswahl: Parameterauswahl:
PKi dp K PKi
Abstrakte Faktorenanalyse
L evenberg-Marquardt- - ¢
Parameteroptimierung Zieltransformation durch
i Simplex-Parameteroptimierung
Fehleranalyse auf ) $
Grund der Hesse-Matrix ‘ Monte Carlo-Fehleranalyse
(1 l ]
Berechnung simulierter Kurven Ausgabe der Fitkurven
mit den optimierten Parametern in Datel * fit
Statistische Beschreibung Ausgabe der Ergebnisse
der Kurvenanpassung in Datei *.out
Ende der makroskopischen
Auswertung

Abbildung 3.4: Schematisierter Ablauf der makroskopischen Auswertung von NMR-Titrationen
im Programm MULTINMRPK
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3.7.1 Eingabedaten, Hauptmeni

Die Messdaten werden aus einer Textdatei *.dat eingelesen. Die erste Spalte enthélt immer
pH-Werte, die Ubrigen bestehen aus den gemessenen chemischen Verschiebungen <dm>.

Im Hauptmeni des Programms kann man den Typ der zu optimierenden Gleichgewichts-
konstanten einstellen, die zu minimierende Ziefunktion und das Wichtungsschema

auswahlen und anschlief3end die Parameterschatzung starten.

3.7.2 Multiple nichtlineare Regression

Die bewahrtesten Methoden zur iterativen Anpassung simulierter Kurven an Experimen-
telle basieren auf dem Prinzip der kleinsten Fehlerquadrate (least-squares parameter
estimation). Eine detaillierte Beschreibung dieser Verfahren fillt Monographien
[279][180], hier werden nur jene Aspekte dargestellt, die fur die vorliegende Arbeit von
direkter Relevanz sind.

Eine wichtige Voraussetzung der Methode ist, dass die unabhangige Variable pH, die der
chemometrischen Nomenklatur folgend als x-Vektor bezeichnet wird, fehlerfrei ist’. Jede
dynamisch gemittelte chemische Verschiebung <d> (oder abhangige Variable, yi) wird
zudem als normalverteilte Zufallsvariable mit einer Standardabweichung von s, . (in

Kurzform: s ) aufgefasst.

3.7.2.1 Parameterauswahl, Startwerte

Zur Iteration konnen beliebig viele Gleichgewichtskonstanten und ionenspezifische
Parameter freigegeben werden. Die Startwerte fir die Gleichgewichtskonstanten missen
vom Benutzer eingegeben werden und zumindest eine grobe Naherung an die tatséchlichen
Werte darstellen. Die Startwerte fur dy,,. werden auf Grund der Messdaten und Gleich-
gewichtskonstanten automatisch erzeugt.

Alle Parameter werden in einem gemeinsamen Start-Parametervektor p zusammengefasst
und simultan iteriert. Sollten zur Iteration keine Stabilitétskonstanten logb, sondern pKe-,
logK,- oder pKy-Werte freigegeben werden, werden diese in den Parametervektor p as
solche gelagert und optimiert. Erst zur Berechnung der Zielfunktion werden diese

Konstanten nach Gleichung 2.41 in logb umgerechnet.

" Diese Voraussetzung trifft in der Realitét nicht zu. In der Dissertation von C. Pfaff wird ein Auswerte-
verfahren dargestellt, womit die Fehlerbeitrége der pH-Werte beriicksichtigt werden konnen [173].
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3.7.2.2 Zidfunktion, Datenwichtung

Eine Besonderheit von MULTINMRPK besteht darin, dass nicht alle Kerne in die simultane
Regression einbezogen werden miissen. Es kénnen auch die Titrationskurven nur K¢£ K
Kerne ausgewertet werden.

Die zu minimierende Zielfunktion lautet nach dem Prinzip der kleinsten Fehlerquadrate wie

folgt:

.
A Wk (V2% - y&6)2 ® min! (3.24)

Die Datenwichtung verringert den Einflul? der mit gréfRerem Fehler behafteten Messwerte
auf die gesamte Kurvenanpassung.

Mit kernspezifischen Wichtungsfaktoren w,, wird berlicksichtigt, dass chemische
Verschiebungen im *H-, **C- und *'P-NMR mit verschiedener Genauigkeit zu erfassen sind
[23]:

|~

K
mit N,, = é Mz
k=1S k

Wy = (325)

1
N, s

N

Die Ungenauigkeit chemischer Verschiebungen ist von der digitalen Auflésung der
betreffenden Spektren abhéngig, typische Werte betragen s.,=0,001ppm und
S up= S 15c= 0,01 ppm (siehe z. B. [23]).

Bei bestimmten Titrationsgraden kann es auch dazu kommen, dass die chemische
Verschiebung eines Kernes infolge Peakverbreiterung oder spektraler Uberlappung viel
ungenauer oder gar nicht bestimmbar ist as in anderen Bereichen der NMR-Titration. In

diesem Fall kommt die kern- und messpunktspezifische Datenwichtung zum Einsatz.

oOx

Y

. o

Wik =~ 2 mit Nw:a 2
wS m,k k=1 m=1S mKk

=

(3.26)

Die Standardabweichungen fur einzelne Messpunkte miissen aus einer zusétzlichen
Textdatei (*.err) eingelesen werden.

Sollten jedem NMR-Kern und jedem Messpunkt wéhrend der Kurvenanpassung der
gleiche Einfluss erteilt werden, so wird die Datenwichtung ausgeschaltet (w,, ,=1). Die

Normierungsfaktoren N, in den Gleichungen 3.25 und 3.26 dienen gerade dazu, dass die
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Ergebnisse gewichteter und nichtgewichteter Regressionen untereinander vergleichbar
bleiben [179].

Werden alle yqf -Werte nach der Symbolik in [179] in der M x K¢Datenmatrix Y und die
nach der Modellfunktion (Gleichung3.23) berechneten yncif‘kc -Werte in Matrix F
angeordnet, ergibt sich folgende Matrixgleichung:

Y =F(x,p)+E (3.27)

wobei Matrix E die Messfehler en, enthélt. In dieser Schreibweise l&sst sich die
Zielfunktion (Gleichung 3.24) kompakter formulieren:

U(p) =[Y - F(p)]" W XY - F(p)] ® min! (3.28)

3.7.2.3 Parameteroptimierung nach der Levenberg-Marquardt-Methode

Die iterative Optimierung der Parameter erfolgt nach dem von Levenberg [182] und
Marquardt [183] modifizierten Gauss-Newton-Verfahren. Die Berechnung wird vom
vorangegebenen Parametervektor p© aus gestartet. Der erste Iterationsschritt liefert einen
bereits verfeinerten Parametervektor p® nach dem folgenden Algorithmus.

Die Grundlage des Gauss-Newton-Verfahrens bildet die lokale lineare Naherung der
nichtlinearen ModelIfunktion F(p) um den Punkt F(p©) als:

F(p)» F(p?)+3{p- p”] (329)
Hierin représentiert J die Jacobi-Matrix der ersten partiellen Ableitungen von F nach den
einzelnen Parametern p;, die im Programm MULTINMRPK numerisch berechnet wird.

Einsetzen der Gleichung 3.29 in Gleichung 3.28 fihrt zur Iterationsformel der Gauss-
Newton-Methode [179]:

2p® =p® - p@ =(3TWJI) ITW(Y - F) (3:30)
Da Gleichung 3.29 nur eine lokale N&herung darstellt, konvergiert dieses VVerfahren nur in

der Umgebung des optimalen (unbekannten) Parametervektors p©. Weit von diesem

Punkt entfernt ist die Hesse-Matrix

H=J"WJ (3.31)
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nahezu singul&r (det H » 0) und damit nicht invertierbar.
Die Invertierbarkeit von H wurde durch Addieren von | |, wobei | den nach Marquardt

benannten Parameter und | die Einheitsmatrix darstellt, wesentlich verbessert [182][183],

2p® =p® - p@ = ITWJI+1 1)1 ITW(Y - F) (332

Somit wird die Konvergenz auch aus einem weitliegenden Parametervektor p©
gewdhrleistet. Das robuste Levenberg-Marquardt-Verfahren ist deshalb die Methode der
Wahl fir nichtlineare Regression geworden.

In aufeinander folgenden lterationsschritten werden immer bessere Schatzwerte der
Parameter, p®, p@, usw. erlangt. Die lIteration wird abgebrochen, wenn sich die
Parameterwerte kaum mehr andern: ||Dp|| < 10°° oder die Zielfunktion , klein genug* wird:

U(p) < ca. 10~ (beide Kriterien sind im Programm MULTINMRPK einstellbar).

3.7.2.4 Fehlerrechnung

Ein wesentlicher Vorteil der Methode der kleinsten Fehlerquadrate besteht darin, dass sie
zu den optimierten Parametern p®" auch eine statistisch begriindete Fehlerschétzung
liefert. Die Varianz-Kovarianzmatrix der Parameter, Cp, wird aus der Hesse-Matrix des

letzten lterationsschrittes berechnet:

Cp =rms”>H " =rms’ JTWJ)* (3.33)

Der rms-Wert (root-mean-square) quantifiziert die mittlere Abweichung zwischen

gemessenen und berechneten Kurven:

rms= Y ) (o) (3.34)
K"M - P
Im Nenner geben K¢M die Anzahl aler Messpunkte, P die Anzahl der optimierten
Parameter und deren Differenz (K¢M — P) die Anzahl der Freiheitsgrade an. Die Glte der
Anpassung ist akzeptabel, wenn rms in der Grolenordnung der Messfehler (z. B.
0,001 ppm im *H-NMR) liegt (fir andere Kriterien siehe Abschnitt 3.7.2.5).
Die Standardabweichung (Fehlerschétzer) s; der i-ten Parameter ergibt sich als Wurzel aus

dem i-ten Diagonalelement (Varianz) von C,. Noch interessanter ist die Frage, ob die
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Parameter untereinander korreliert sind. Der Korrelationskoeffizient r;; zwischen

Parameter p; und p; definiert sich tber:

Gij

4/GiiCj

Die rij-Werte liegen zwischen —1 und +1. Im Falle von |ri;| » 0 sind im Prinzip beide

ri,j = (335)

Parameter p; und p; aus den Messdaten ,genau”, d.h. mit kleinen Fehlerschranken,
bestimmbar. Fir nichtlineare Parameter folgt jedoch aus |r;;| » O nicht direkt, dass sie im
statistischen Sinne voneinander unabhangig waren.

Noch wichtiger ist der Fall, wenn zwei Parameter untereinander eine hohe Korrelation
aufweisen, |rij] » 1. In dieser Situation kénnen die Parameter nicht verlésslich ermittelt
werden, denn die Anderung eines Parameters kann durch eine Verschiebung des Anderen
kompensiert werden. Haufig werden dabei unrealistisch grofRe Standardabweichungen
erhalten. Die Hauptkomponentenanalyse von C kann in solchen Félen verborgene
Zusammenhange unter den Parametern zu Tage bringen [179].

Die Untersuchung der Korrelation von Gleichgewichtskonstanten untereinander, bzw. mit

den ionenspezifischen NMR-Parametern stellt ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit dar.

3.7.25 Residual-Analyse und Giite der Kurvenanpassung

Die statistische Beschreibung der Kurvenanpassung ist der einzige Punkt, wo der in C++
umgesetzte Originalcode aus[179] erganzt wurde.
Fir jede k-te NMR-Titrationskurve werden sog. Residuen r,,,, gebildet

ke = Yine = Youke (3.36)
zur Beurtellung, ob die Abweichungen tatséchlich die anfangs angenommene Gaul3sche
Normalverteilung mit dem Mittelwert m und der Varianz s2 aufweisen:

_(x-m)®
e x° (3.37)

1

yi:S\/E

Das arithmetische Mittel” m  der Abweichungen sollte fiir jede Messkurve Null betragen:

T Streng genommen werden aus den Residuen nur Schatzwerte der Momente gebildet.
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¥
my =4 - (3.38)
m=1
Der Mittelwert der Abweichungen und die Standardabweichung der Residuen sollen beide
den instrumentellen Fehler annéghern. Die Varianz der k-ten Observablen, m x ergibt sich
as Differenz beider GroRRen [50][197]:

(T - n’lk)2

= (3.39)

y
=a
m=1
Die Symmetrie (Schiefe, skewness) der Residuenverteilung wird durch das dritte Moment
charakterisiert und sollte bel einer symmetrischen Verteilung gleich Null sein [50][197]:
8 (N - "’1,k)3

My =a

o (340
m= .

Das vierte Moment der Verteilung, die Wolbung (kurtosis) sei fir eine Gausssche

Normalverteilung gleich 3 [50][197]:

_ & (- my)?

My = n%l T, (341)
Zur Beurteilung der Gite der Kurvenanpassung (goodness-of-fit, GOF) dienen im
Programm MULTINMRPK drei Kriterien.
Der rms-Wert wurde bereits besprochen (siehe Gleichung 3.34).
Der urspriinglich fur die Réntgenkristallographie eingefiihrte Hamiltonsche R-Faktor wird
auch fur Titrationskurven verwendet [198]. Er beschreibt die Gite der Anpassung relativ
zu den quadrierten Messwerten y,,,, und istim Idealfall gleich Null:

§ 2
a. Wm,krm,k
ot 3.42
E ; (342)
a Wik Ymk

m=1

Das dritte Kriterium ist das ,Goodness-Of-Fit%"* GOF% [179], das fUr eine gute
Anpassung Uber 99% liegen soll:



68 3 NMR-UNTERSUCHUNG MAKROSKOPISCHER PROTOL Y SEGLEICHGEWICHTE

. o .
7 M -1 y
GOF%W=}L d fkm M- b 100% (3.43)

{18 Yem (B Y2 /MIXKM - D,

3.7.3 Ein neues Auswertungskonzept: die Zielfaktorenanalyse (TFA)

Faktorenanalyse ist ein mathematisch-statistisches Mittel zum Extrahieren und
Komprimieren der Information aus grofien Datenmatrizen in wenige lineare Komponenten
(Faktoren). Eine ausfhrliche Beschreibung Uber faktorenanalytische Methoden und deren
chemische Anwendungen ist in der Monographie von Malinowski nachzulesen [184].

Im Folgenden wird nur das im Programm MULTINMRPK implementierte Spezialverfahren,
die Ziefaktorenanalyse oder Target-Faktorenanalyse (target factor analysis, TFA) naher
dargestellt. Die meisten chemischen Anwendungen der TFA liegen in der Gemisch-
analytik.

Die Zielfaktorenanalyse wurde kirzlich zur pK-Bestimmung amphoterer Arzneimolekiile
aus pH-abhangigen Spektrenreihen angewandt [185]. Die Grundlage der Auswertung
bildet in diesem Fal das Lambert-Beersche Gesetz (fur Vereinfachung auf eine

Schichtdicke von | = 1 cm angewandt):

A=CE (3.44)

Hierin werden die gemessenen Absorptionen in der Datenmatrix A angeordnet. Die
Spalten von Matrix C enthaten die pH-abhangigen Konzentrationsprofile und die Zeilen
von Matrix E die Spektren der einzelnen Protolysespezies. Die unbekannten Matrizen C
und E werden in folgenden zwei Schritten berechnet [184][185].

Als erstes wird die abstrakte Faktorenanalyse von A durchgefiihrt. Daraus ergibt sich die
Anzahl der linear unabhéngigen Komponenten, die unter gewissen Bedingungen die
Anzahl der lichtabsorbierenden Spezies angibt [9][186]. Man erhélt somit die ,, abstrakten*
Matrizen C**' und E®", die noch keine chemische Bedeutung haben.

Wahrend der Zieltransformation (Target-Transformation) werden die gesuchten pK-Werte
iterativ so lange variiert, bis eine Transformationsmatrix T gefunden ist, womit C**" und
E®Y in die ,wahren®, chemisch signifikanten Konzentrationsmatrix C und Spektrenmatrix

E Uberfihrt werden.
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Die dynamische Mittelung der chemischen Verschiebungen (Gleichung 3.1) I&sst sich in

Matrixschreibwei se ausdriicken wie folgt:

A=XD (3.45)

In der M x K-Datenmatrix A werden die gemessenen chemischen Verschiebungen <dmy>
angeordnet. Die Spalten der unbekannten M x S‘Molenbruchmatrix X enthalten die pH-
abhangigen Molenbriiche aller S=n+1 Protolysespezies, wdhrend die Zeilen der Sx K-
~NMR-Matrix* D aus den ebenfalls unbekannten ionenspezifischen chemischen Ver-
schiebungen bestehen.

Es l&sst sich beim Vergleich der Gleichungen 3.44 und 3.45 erkennen, dass die
Auswertung von UV- und NMR-Titrationen ein mathematisch vollig analoges Problem
darstellt, die mit faktorenanalytischen Methoden erstmalsin dieser Arbeit ausgenutzt wird.
Da die Vorgehensweise von TFA nicht so allgemein bekannt ist, wie die der multiplen
Regression, wird der im Programm MULTINMRPK angesetzte Algorithmus etwas

eingehender erortert.

3.7.3.1 Abstrakte Faktorenanalyse

Im ersten Schritt wird untersucht, wieviel linear unabhangige Komponenten (sog. primare
Faktoren) die titrationsabhéngigen chemischen Verschiebungen beeinflussen.

Zu diesem Zweck wird aus der experimentellen Datenmatrix A die K x K-Kovarianzmatrix
Ca aufgestellt:

Ca=ATA (3.46)

Die Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) von Ca liefert
einerseits K reelle Eigenwerte | 1>1,>...>1¢3 0, die in der Diagonalmatrix L
angeordnet werden, andererseits K orthonormale Eigenvektoren vi, Vo, ..., vk, die die
Spalten von Matrix V bilden:

Ca=V'LV (3.47)
Die Hauptkomponentenanalyse wird nach dem Jacobi-Verfahren durchgefiihrt [179]. Die

gesuchte Anzahl der priméren Faktoren ergibt sich as Rang von Ca, der gleich dem

(generalisierten) Rang der urspriinglichen (nichtquadratischen) Datenmatrix A ist [184][9]:
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Rang(A) = Rang(C ) = min{Rang(X), Rang(D)} £ min{M, K, S} (348)

Zur Anwendbarkeit der Matrix-Ranganalyse missen folgende Ungleichheiten gelten fir

die Anzahl der Messungen (M), der Kerne (K) und der Spezies (S):

M>K>S (3.49)

Bei der NMR-Titration einer mehrbasigen Séure kann es dazu kommen, dass nicht genug
NMR-Kerne (K) zur Verfigung stehen, da letztere durch die Konstitution der Verbindung
bereits bestimmt sind. In diesem Fall kann die Faktorenanalyse nicht durchgefihrt werden.
In einer UV-pH-Titration besteht solche Gefahr nicht, die Messung kann bei ,beliebig
vielen" Wéllenlangen (K) erfolgen.

Wird Gleichung 3.49 erflllt, ist:

Rang(A) £ S (3.50)

Dadie Datenmatrix A aus der Molenbruchmatrix X und der NMR-Matrix D besteht (siehe
Gleichung 3.45), kann die Ungleichheit in Gleichung 3.50 in zwei Fallen gelten.
Zum Ersten kann sich der Molenbruch einer Spezies as lineare Kombination derer von

anderen Spezies zusammensetzen (lineare Abhangigkeit in Molenbruch-Matrix X):

Rang(X) £ S (3.51)

Dies ist der Fal bei den Molenbriichen von Mikrospezies und deshalb kann die
Faktorenanalyse flr eine mikroskopische Auswertung in dieser Form nicht eingesetzt
werden.

Zum Zweiten konnen die ionenspezifischen chemischen Verschiebungen eines Kernes as
lineare Kombination derer von anderen Kernen ausgedriickt werden konnen (lineare
Abhéangigkeit in NMR-Matrix D), wie es manchmal fir geminale Methylenprotonen
geschieht:

Rang(D) £ S (352)
In anderen Fallen ist es Uber Gleichung 3.50 prinzipiell moglich, die Anzahl der Spezies

mit unterschiedlichen NMR-Parametern zu ermitteln. Flr Protolysespezies von HyL ist
diese Information bekannt: S=n + 1, deshalb wird die Ranganalyse von NMR-Matrizen in
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der vorliegenden Arbeit an Séure-Base-Systemen getestet (Ergebnisse: siehe Abschnitt
3.7.5). Die Bestimmung der Anzahl der in einem Metall-Ligand-Proton-System gebildeten
Spezies ist jedoch komplizierter [50]. Die Ranganalyse von UV-Datenmatrizen wurde seit
langem zu diesem Zweck eingesetzt [184][9][186]. Einen neuen Anwendungsbereich stellt
zur Zeit die Untersuchung der Peakhomogenitét in dreidimensionalen HPLC-DAD-UV-
und HPCE-DAD-UV-Chromatogrammen dar [187]. Es ist jedenfalls zu beachten, dass die
Matrixranganalyse nur dann eindeutige Ergebnisse liefert, wenn die Spektren der einzelnen
Komponenten sich stark unterscheiden.

In der Praxis ist die Datenmatrix A mit Messfehlern behaftet, so dass immer K von Null
verschiedene Eigenwerte erhalten werden [184][186]. Darunter befinden sich F , grof3e”
(primére) Eigenwerte, die die chemische Information tragen. Die ubriggebliebenen (K—F)
Eigenwerte sind betragsmafiig nahezu Null (sekundére Eigenwerte) und beschreiben nur
den Messfehler. Die sekundéren Eigenwerte werden wéhrend der Datenkomprimierung
~weggeworfen® (siehe Kapitel 3.7.3.2).

Haufig gibt es aber keinen grofenordnungsméligen Sprung zwischen priméren und
sekundéren Eigenwerten. Zur Feststellung der Anzahl der Komponenten werden konti-
nuierlich neue Kriterien entwickelt [184]. Im Programm MULTINMRPK stehen zu diesem
Zweck die ,klassischen” Funktionen von Malinowski zur Verfligung (fir Definitionen
siehe [184]): die residual standard deviation (RSD), die imbedded error function (IE) und
die factor indicator function (IND), sie zeigen ale ein Minimum bei der korrekten Anzahl
der Faktoren F. Fur NMR-Datensétze erwies sich IND als am besten geeignet.

Die Ermittlung der Anzahl Faktoren nach den verschiedenen Funktionen wird in
Abbildung 3.5 an einem gemessenen Beispiel illustriert.

In diesem Zusammenhang soll noch die graphische Matrixrang-Analyse von Lachmann
erwdhnt werden, wobel die Dissoziationsverschiebungen verschiedener Kerne gegen-
einander aufgetragen werden und daraus auf die Anzahl und Uberlappung der

Dissoziationsstufen gefolgert werden kann [171].
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x. Eigenwerte

Abbildung 3.5: Bestimmung der Anzahl der Faktoren in der *H/*P{*H} -NMR-Titration von [N-(P-
Methyl phosphinoylmethyl)-N-methyl]aminomethanphosphonséure 1 (8 Kerne) nach logarithmierten
Eigenwerten, RSD-, |E- und IND-Funktion. Alle Kriterien deuten darauf hin, dass die pH-abhangige
Spektrenreihe durch vier Protolysespezies (F = 4), d.h. drei pK-Werte, beeinflusst wird

3.7.3.2 Datenkomprimierung

Die priméren Eigenwerte werden in der Diagonale der komprimierten Eigenwertmatrix L
angeordnet. Aus den dazugehdrenden priméren Eigenvektoren, V., V,, ..., Vi wird
spaltenweise die abstrakte NMR-Matrix, D®¥ gebildet. Diese Matrix hat zwar die gleiche
Dimension wie die unbekannte ,,ionenspezifische* NMR-Matrix D, besitzt aber noch keine
chemische Deutung. Aus dieser reinen mathematischen Lésung gelangt man zur ,, wahren*
ionenspezifischen NMR-Matrix D erst durch die Target-Transformation (siehe im néchsten
Abschnitt).

Das gleiche gilt fiir die Matrix der abstrakten Molenbriiche, X :

XPS = A (DFINT (353)
Die (K—F) Eigenwerte und Eigenvektoren, die nur die Messfehler beschreiben, werden

nicht in L und D® eingehen. Deshalb entspricht die Faktorkomprimierung eigentlich
einer Glattung der Messdaten [184].
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3.7.3.3 Zidtransformation

Aus den ,abstrakten” Matrizen D** und X®¥ kénnen durch unitére Transformation
beliebig viele D und X Matrizen abgeleitet werden [184]. Unter chemischen Gesichts-
punkten heisst das, dass die Molenbriiche und NMR-Parameter der Einzelspezies ohne
zusétzliche Informationen Uber das Gleichgewichtssystem nicht eindeutig berechnet
werden konnen.

Als chemische Zusatzinformation wird ausgenutzt, dass die Elemente der Molenbruch-
matrix X nach Gleichung 2.48 berechnet werden. X wird somit eine Funktion der
unbekannten Gleichgewichtskonstanten im Parametervektor p.

Man legt die Startwerte der Gleichgewichtskonstanten im p©® fest und berechnet damit
eine Test-Molenbruchmatrix X', die auch ,Zielmatrix" (target) genannt wird. Daraus

wird durch Matrixalgebra die sog. Target-Transformationsmatrix T erstellt,

T=(L)H(v)Tx™ (354)

womit die Testmatrix X' in die prognostizierte (predicted) Matrix XP™ umgerechnet

wird:

xpred = xtest 7 (3.55)

Falls XP®™ und X' gut bereinstimmen, werden die ,wahre* Transformationsmatrix T
und gleichzeitig die chemisch signifikanten Gleichgewichtskonstanten gefunden. Die
Suche nach der optimalen T gibt Anlass zu einem Parameteroptimierungsproblem: die
Gleichgewichtskonstanten werden nach einer Iterationsstrategie so lange variiert, bis die
Ubereinstimmung zwischen XP® und X erreicht wird.

Als zu minimierende Zielfunktion stehen zwei Funktionen im MULTINMRPK zur Ver-

fligung. Die bekannteste ist die SPOIL-Funktion von Malinowski [184]:

K
SPOIL=§ RET\

k=0

® min! (3.56)

Hierin dienen AET (apparent error in target), REP (real error of prediction) und RET
(real error of target) als Hilfsvariablen (Details: siehe [184]):
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M
a e - xm)?

AET, = ml* (3.57)
é a tkl .

RER, =1/ &= F+1(K '=:) (3.58)

RET, =+ AET? - RER? (3.59)

Als zweite Zielfunktion wurde in der vorliegenden Arbeit die quadrierte Abweichung der

Matrizen XP® und X', eigentlich eine |least-squares-Zielfunktion, eingefiihrt:

Ups = (XP - X T(xPed . x'™=Y @ min! (3.60)

Die Erfahrungen zeigen, dass in der Regel die Zielfunktion U s das schérfste Minimum im
Parameterraum aufweist (siehe Kapitel 3.7.5.2).
Mit der ,wahren Molenbruchmatrix T wird zum Abschluss die Matrix der ionen-

spezifischen chemischen Verschiebungen D berechnet:

T 1p®¥ = pre (3.61)

Man sollte hier beachten, dass (n+1)-K Elemente von D keine weiteren, zu optimierenden
Parameter darstellen, im Gegensatz zur multiplen Regression, wo sie die Mehrzahl der
unbekannten Parameter ausmachen. Die Verringerung der Parameterzahl und dadurch die
Méglichkeit einer einfacheren Parametersuche sind zwei wichtige Vorteille des TFA-
Ansatzes (siehe die Ergebisse in Kapitel 3.7.5).

3.7.3.4 Simplex-Parameteroptimierung

Die Minimierung der Zielfunktionen SPOIL oder U.s erfolgt nach der in Numerical
Recipes verdffentlichten ,Amoba‘ Version [188] der Simplexmethode [189], die ohne
Anderung tibernommen wurde.

Zur Optimierung von P Parametern wird aus P+ 1 Punkten im Parameterraum ein
»Simplex* aufgestellt und die Zielfunktion wird fur jeden Apex berechnet [189][190]. Der
,beste* Punkt mit dem kleinsten Wert der Zielfunktion wird immer behalten, wéhrend die
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anderen P Apizes (Parametervektoren) nach geometrisch interpretierbaren Trans
formationen wie Spiegelung, usw. verschoben werden. Am Ende der Iteration ,zieht* sich
das Simplex um den besten Parametervektor p®) zusammen. Weitere Einzelheiten tiber
den Simplex-Algorithmus finden sich in [189][190].

Es werden wahrend der Simplexmethode keine Jacobi- und Hesse-Matrizes aufgestellt,
worauf die Fehlerschétzung der iterierten Gleichgewichtskonstanten basieren konnte. Es
wurde zwar 1988 eine ergénzende Fehleranalyse zur Simplexmethode entwickelt [191], die
auch im MULTINMRPK angesetzt wurde. Es stellte sich aber heraus, dass die zugrunde-
liegende quadratische N&herung der Fehlerhyperfléche fur die nichtkonventionellen Zid-
funktionen SPOIL oder U.s keine Gultigkeit mehr besitzt. Diese Fehleranalyse lieferte
unredlistische oder in vielen Féllen gar keine Standardabweichungen fiir die optimierten
Parameter.

3.7.35 MonteCarlo Fehleranalyse

Eine robustere, verlasdichere Fehlerrechnung lésst sich durch Monte Carlo-Methoden
verwirklichen [192][193][194][195][196].

Aufgrund des optimierten Parametervektors p©™ werden die ,wahren* Molenbruch- und
NMR-Matrizen X®® und D®® erstellt, woraus sich eine fehlerfreie, berechnete

Datenmatrix A®° ergibt, die die experimentelle A-Matrix annahert:
AGC = xpred ppred @ A (3.62)
Fir jede NMR-Titrationskurve werden anschlief}end Residuen r., . berechnet tiber
Tk = 8y - Ak (363)
Im TFA-Ansatz werden n Gleichgewichtskonstanten aus K-M Messdaten optimiert, somit

betragt die Anzahl der Freiheitsgrade per Titrationskurve int(M—/K). Daraus folgt fir den
rms-Wert der k-ten NMR-Titrationskurve:

1 Y
= /7 - 3.64
S int(M - n/K),?;lr (364)

Mit den so gewonnenen rms-Werten wird eine simulierte Monte Carlo Datenmatrix A™

erzeugt:
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alle) = apyic +1msc Qe (3.65)

Die gaussverteilten Zufallszahlen g, vom Mittelwert O und der Varianz 1 werden nach
dem Algorithmus ,,gasdev* aus Numerical Recipes[188] berechnet.
An der simulierten Datenmatrix A(™ werden alle Schritte der Auswertung, d.h. die Haupt-
komponentenanalyse, die Faktorenkomprimierung und die Simplex-Parameteroptimierung
durchgefiihrt, die einen neuen , optimalen® Parametervektor p™ liefern.
Insgesamt werden MC Monte Carlo-Schritte (,, virtuelle Experimente") ausgefihrt, daraus
erhdlt man MC , optimale’ Parametervektoren. Die statistische Behandlung dieser Grund-
gesamtheit liefert dann die gesuchten Standardabweichungen der einzelnen Parameter p;,
wiefolgt.
Das Stichprobenmittel desi-ten Parameters ergibt sich als

<p >z Méc p™ @p™ (3.66)

MC

Da < p > im statistischen Sinne eine erwartungstreue Schatzung darstellt, sollte sie den
aus der experimentellen A-Matrix gewonnenen p{® gleich sein. Die gefundene Uberein-
stimmung der Gleichgewichtskonstanten betrégt etwa 0,02 pK-Einheiten.

Die Standardabweichung des i-ten Parametersist:

s — 1 “é',c( '(mc)_< _>)2 (367)
» e 14 (P P :

Es sollten hinreichend viele Monte Carlo-Schritte ausgefuihrt werden, bis eine konstante,
von MC unabhangige Standardabwei chung erreicht wird. Die Erfahrungen zeigen, dass die
optimale Zahl der Monte Carlo Schritte zwischen 100 und 150 liegt.

Die Standardabweichungen der ionenspezifischen chemischen Verschiebungen werden in
analoger Weise berechnet. Das ermdglicht einen direkten Vergleich mit den Standard-

abweichungen aus der multiplen Regression.
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3.7.4 Ausgabeder Ergebnisse

Die optimierten Parameter kdnnen in einer Datel *.par gespeichert werden. Die
angepassten d(pH)-Kurven werden as x,y-Textdatei (*.fit) gespeichert, die z. B. mit

Microsoft Excel eingelesen und graphisch dargestellt werden kénnen.

3.7.5 Numerische Erfahrungen mit MULTINMRPK

Diein Kapitel 3.6 geschilderten Aspekte wurden an acht NMR-pH-Datensdtzen mit jeweils
4 bis 9 beobachteten Kernen studiert. Der grofdte Teil dieses Datenmaterials stammt aus
eigenen Messungen, die “*C{*H}-NMR-kontrollierte Titration von Phenylephrin wurde
von J. Ollig [15] durchgefiihrt. Besonders anspruchsvoll war die Anayse im Falle von
Verbindung 5, wo die simultane Anpassung von acht kernspezifischen Titrationskurven die
gleichzeitige Optimierung von 35 Parametern verlangte. Es stehen aber 288 Messwerte zur
Verfligung, so dass das System nicht unterbestimmt ist.

Die Parameterschatzungen wurden jeweils vom selben Parametervektor p© gestartet. In
der multiplen Regression wurden ale Gleichgewichtskonstanten und ionenspezifischen
NMR-Parameter gleichzeitig verfeinert. In der TFA wurden nur Gleichgewichtskonstanten
optimiert durch Minimierung entweder der SPOIL-Funktion (Gleichung 3.56) oder der neu
eingefihrten U s-Zielfunktion (Gleichung 3.60).

Auf eine detaillierte Auflistung der Ergebnisse wird hier aus Platzgriinden verzichtet, die
wichtigsten Merkmale der Datensétze und die gewonnenen pK-Werte werden in Tabelle
3.6 aufgefuhrt.
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V. NMR- Anzahl der Anzahl Anzahl pKs-Werte nach der
Kerne Protolysespezies Daten- Parameter Auswertungsmethode
Wahre | nach | nach | punkte | MR | TFA MR TFA mit TFA mit
Anzahl | Eig. | IND SPOIL Uis
1 |2%P,4™H| 3 3 3 126 20 2 0,69 (2) 0,79(6) | 0,76 (14)

5,22 (2) 523(4) | 524(4)

2 |3%p,5"H| 4 4 | 4 288 | 35 | 3 | 1,202(5) | 1,316(8) | 1,32(1)
3108(6) | 310(1) | 3,10(1)
771(2) 772() | 7722

5 [1%P,3"H| 3 3 2 256 14 2 2,4644 (6) Keine 2,05 (1)

4,520 (9) | Konvergenz | 5,30 (2)

9 5'H 2 2 3 30 11 1 7,147 (8) Keine 7,146 (4)
Konvergenz

10 6'H 3 3 3 60 20 2 2,83(2) 2,84(2) 2,84(2)

7158(4) | 716(1) | 7.16(1)

11| 7™ 4 4 | 4 154 | 31| 3 262(6) | 246(18) | 234(6)
6830(9) | 684(4) | 684(3)
8,36 (1) 833(3) | 835(2

12| 9™ 4 4 | 4 180 | 39 | 3 254(2) 253(4) | 253(3)
6911(6) | 690(2 | 690(1)
9692(9) | 9702 | 970(1)

Ph.| 9%c 3 3 4 531 29 2 9,135 (3) 9,12 (1) 9,12 (1)
10,212(4) | 10,25(2) |10,230(9)

Tabelle 3.6: Durch multiple Regression (MR) und Zielfaktorenanalyse (TFA) berechnete pK-Werte von
ausgewahiten Model lverbindungen (V.). Die Anzahl der Spezies wurde in der abstrakten Faktorenanalyse
nach Eigenwerten (Eig) und der IND-Funktion von Malinowski ermittelt. Der Datensatz von Phenylephrin
(Ph.) wurde von J. Ollig vermessen [15]

3.75.1 Einflussder zu iterierenden Gleichgewichtskonstante

Mit Hilfe der multiplen Regression wurde untersucht, welcher Formalismus der Gleich-
gewichtskonstanten zur Iteration am besten geeignet ist.

Die Optimierung in pKs-, pKg- und logK-Formalismen erwiesen sich im statistischen Sinne
as vollig dquivalent. Werden die optimierten pKg- und logK-Werte Uiber die Gleichungen
2.39 und 2.37 in pKs umgerechnet, stimmen sie mit den Ergebnissen der pKs-Iterationen
auf mindestens funf Nachkommastellen Uberein. Nicht nur die Schétzwerte der Parameter,
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sondern auch deren Standardabweichungen und Korrelationskoeffizienten bzw. die
minimierte Zielfunktion sind gleich.

Es wurden aber Unterschiede zwischen den Optimierungen in pKs- und in logb-
Formalismen gefunden. Durch pKs-Iterationen wurde im Regelfall ein niedrigeres
Minimum der selben Zidfunktion erreicht als bei der logb-Optimierung. Die gefundenen
Optima liegen jedoch im Parameterraum nicht voneinander entfernt, die Abweichung der
aus logb umgerechneten und der direkt iterierten pKs-Werteist kleiner als 0,005. Die logb-
Werte weisen tendenziell betragsmaliig groflere Korrelationskoeffizienten untereinander
und mit einigen mitoptimierten ionenspezifischen chemischen Verschiebungen auf als die

pKs-Werte.

3.75.2 Vergleich der Zielfaktorenanalyse mit der multiplen Regression

Zum Vergleich der beiden Auswertungskonzepte wurden fir jeden Datensatz pKs-Werte
von gleichen Startwerten ausgehend iteriert. In drei Fallen wurde keine Konvergenz mit
der SPOIL-Zielfunktion der TFA erreicht (siehe Tabelle 3.6).

Die Abweichung der resultierenden pKs-Werte wird im Folgenden als statistisch
signifikant betrachtet, wenn die durch TFA berechneten pKs-Werte auRerhalb den in
multipler Regression gewonnenen Fehlerschrénken (+ 1s) liegen. Wie aus Tabelle 3.6
hervorgeht, lieferten die beiden Auswertungsverfahren in diesem Sinne die gleichen pKs-
Werte fur alle Verbindungen mit drei Ausnahmen.

Die Abweichung der Anzahl der priméren Faktoren und der wahren Anzahl der Protolyse-
spezies kann darauf hindeuten, dass die ionenspezifischen chemischen Verschiebungen
voneinander nicht unabhangig sind (lineare Abhangigkeit in der NMR-Matrix D). In diesen
Fallen war das Versagen der Methode nicht unerwartet.

Woran kann nun der in [185] berichtete Erfolg der TFA-Methode bei der UV-
spektroskopischen pK-Bestimmung und ihr Misserfolg bel NMR-Titrationen liegen? Die
Antwort steckt in der Anzahl der Observablen, die nach Gleichung 3.49 viel grof3er alsdie
der Protolysespezies sein sollte. Wie bereits angedeutet, kann man in UV-pH-Titrationen
bei gentigend vielen Wellenldngen messen, um diese Bedingung zu erfillen, wahrend die
Anzahl der beobachteten spinaktiven Kerne haufig nicht ausreichend ist. Allerdings sollten
die Ergebnisse der abstrakten Faktorenanalyse und die statistischen Eigenschaften
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(Standardabweichungen, Korrelationskoeffizienten) der optimierten Parameter auch bel

UV-Titrationen Uberprift werden, um eventuell mehrdeutige L dsungen auszuschlief3en.

3.8 Zusammenfassung der Auswertungskonzepte

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ergaben, dass die Iteration von pK-Werten
aus numerischen Gesichtspunkten Vorteile gegeniiber logb-Iterationen besitzt.

Es wurde auch festgestellt, dass die multiple nichtlineare Regression die Methode der
Wahl zur simultanen Auswertung mehrerer NMR-Titrationskurven verbleibt. In der Ziel-
faktorenanalyse kann man zwar die Anzahl der zu iterierenden Parameter drastisch (um 70-
90%) reduzieren, die Methode ist jedoch von Natur aus beziiglich linearer Abhangigkeiten
der Datenmatrix A sehr empfindlich und liefert in vilen Félen mehrdeutige und unter
chemischen Gesichtspunkten unrealistische Ergebnisse.

Aus diesem Grund werden im weiteren Verlauf der Arbeit die durch multiple Regression

gewonnenen Ergebnisse dargestellt und diskutiert.
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4 DASPROGRAMM LAOTIT—SIMULATION
TITRATIONSABHANGIGER K ERNRESONANZSPEK TREN
HOHERER ORDNUNG

Die Visualisierung titrationsabhangiger NMR-Spektrenreihen in Form von Kontur- und
Stackplots stellt einen wichtigen Schritt der Interpretation dar. Im Arbeitskreis von
G. Hégele werden Programme zu diesem Zweck seit 1989 erstellt [14][256]. Die neueste
Entwicklung ist das Programm MULTIPLE NMR GRAPHICS von C. Pfaff [173].

Es ist besonders anschaulich, wenn diese Spektrenreihen auch simuliert werden kénnen.
Die ersten Ansétze dafir stellen in der Disseldorfer Arbeitsgruppe GENTIT, SFSm und
WINPROT [50] dar, mit denen aber nur die protolysebedingte Wanderung eines einzigen
Singuletts simuliert und abgebildet werden kann.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte ein Programm erstellt werden, womit titrations-
abhangige Spektrenreihen erster oder héherer Ordnung simuliert werden konnen. Das
Programm sollte die in der wésserigen Komplexchemie wichtigen | = %2-Spins behandeln
kénnen (*H, °C, P, usw.).

Den Ausgangspunkt der Programmentwicklung bildete das Turbo-Pascal-Programm
MiINILA von U. Weber und G. Hagele [200], in Anlehnung an LAOCOON von Castellano
und Bothner-By [201]. Vielen Einschrénkungen von MINILA, wie etwa eine maximale
Spinzahl von 7, lag die MS-DOS-basierte Speicherverwaltung zu Grunde. Es erschien
daher notwendig, den Algorithmus in Programmiersprache C++ unter Microsoft
Windows® umzusetzen.

Die Funktionsweise des hier entwickelten objektorientierten C++-Programms LAOTIT

(Laocoon-Titrationssimulator) wird in Abbildung 4.6 dargestellt.
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Abbildung 4.6: Flussdiagramm des Programms LAOTIT. Die Erklarung der Variablen befindet sich im
nachfolgenden Text
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Die Eingabe beginnt mit der Anzahl Messpunkte (Titrationsschritte) M und der Anzahl
Soezies S. Die Molenbriiche der Spezies lassen sich fur jeden Messpunkt z. B. mit
WINSCORE [50] berechnen. LAOTIT ist somit nicht auf Protolysespezies HiL beschrankt, es
konnen auch Metall-Ligand-Proton-Komplexe beliebiger Stéchiometrie behandelt werden.

Darauf folgt die Eingabe der individuellen NMR-Parameter aler Spezies. Jede Spezies
kann aus mehreren isolierten Fragmenten, d.h. miteinander nicht koppelnden Spin-
systemen, bestehen (siehe Kapitel 4.1.2). Die Anzahl aler Fragmente wird durch F
bezeichnet. Fur jedes Fragment f=1, 2, ..., F sind die Anzahl der Spins K;, die Massen-
zahlen der Spins (1SO-Werte), die Resonanzfrequenzen, die Kopplungskonstanten und die
kernspezifischen Linienbreiten einzugeben.

Zum Abschluss sind die untere/obere Frequenzgrenze nmin/Nma Und die Anzahl der
spektralen Punkte S festzulegen. Im Fall eines heteronuklearen Spinsystems sollte auch
der |SO-Wert des zu simulierenden Spektrums angegeben werden.

Nach der Eingabe der Parameter wird bei jedem Titrationsschritt m das Spektrum
simuliert. Die Berechnung vollzieht sich separat fur jedes Fragment f. Als erstes erfolgt die
dynamische Mittelung der Resonanzfrequenzen (oder aquivalenterweise: der chemischen

Verschiebungen) und der Kopplungskonstanten:

S

Nime> = A Xl ik (4.2)
i=1
S

<Jtmkj> = a XmItik,i (42

i=1

Ahnlich wie WINDAISY und andere Spinsimulatoren ermoglicht LAOTIT auch die
Behandlung kernspezifischer Halbwertsbreiten Dn,, (in Hz). Bisher ist keine algemein-
gliltige Theorie zur Vorhersage von titrationsbedingten Anderungen der Halbwertsbreiten
bekannt. Deshalb ist es von Bedeutung, die gemessene Spektrenreihe nach verschiedenen
Halbwertsbreitenmodellen zu simulieren versuchen. Wesentliche Anderungen in Dnyj,
wahrend einer Titration konnen auf Anderungen der intramolekularen Mobilitét (z. B.
wegen Wasserstoffbriicken) oder langsame Austauschvorgénge [130][131] hindeuten.

Im Programm LAOTIT stehen vier Halbwertsbreiten-Modelle zur Verfiigung.
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Im einfachsten Modell bleiben die Linienbreiten der Resonanzsignale im Verlauf der
Titration konstant. Auch eine globale Halbwertsbreite kann einheitlich fir das ganze
Spektrum festgelegt werden.

In dem empirisch eingefiihrten , linearen Mittelungsmodell“ werden die kernspezifischen

Halbwertsbreiten nach den Molenbriichen der Spezies x,, gemittelt:

<Dnysfmk > = és.lxi,mDnl/Z, fik (4.3
i=
Die kernspezifischen Halbwertsbreiten Dny,, ¢ ; « sollen in diesem Fall fur jedes Fragment
f aller Speziesi einzeln vorgegeben werden.
Das gleiche gilt fur das phanomenologisch eingefiihrte , reziprokale Mittelungsmodell”
(Halbwertsbreitenmodell = 2), das von einer Konstante abgesehen die Mittelung der
effektiven T, Relaxationszeiten beschreibt:

1 g X
<Dnyz ¢ mk > ) .a=1 Dnl)j:f,i,k 4
Das vierte Modell erméglicht, Halbwertsbreiten fir jeden Kern an jedem Messpunkt
einzeln vorzugeben. Damit kénnen unter Anderem sprunghafte Anderungen in Dny,,
simuliert werden ([15][175]).

Nach der dynamischen Mittelung der NMR-Parameter tber alle Komplexspezies kommt es
zur Berechnung der Frequenzen und Intensitdten der Resonanzlinien | =1, 2, ..., L des
betrachteten Fragments f. Zusitzlich wird fiir jeden Ubergang eine ,linienspezifische®
Halbwertsbreite errechnet. Diese Méglichkeit ist noch in wenigen heute gebréuchlichen
Simulatoren (z. B. WINDAISY) verwirklicht und deshalb einer getrennten Diskussion im
Abschnitt 4.1.1.4 wert. Alle Ubergénge werden in einem Objektarray gespeichert.
Nachdem die obige Rechnung Uiber alle Fragmente vollzogen ist, wird ein Lorentzspektrum
erstellt. Die spektrale Intensitdt wird as Funktion der durchlaufenden Frequenz n
(Pmin £ N £ Nmax) Nach der Lorentzfunktion berechnet (siehe Abschnitt 4.1.2).

Die aufeinander folgenden Spektren werden in eine *.txt-Datei mit einem Dateiformat
abgespeichert, die mit der neuesten Visualisierungssoftware von C. Pfaff [173] direkt
eingelesen und dargestellt werden kann.

Im Folgenden werden die wichtigsten Schritte der Simulation ausfuhrlicher beschrieben.
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4.1.1 Quantenmechanische Ber echnung eines Spinsystems (Fragmentes)

Die quantenmechanischen Grundlagen und die Losung der Schrédinger-Gleichung sind fur
verschiedene Spinsysteme allgemein bekannt. In diesem Kapitel wird der Themenkreis in
Anlehnung an Gunthers Lehrbuch [202] nur in solchem Umfang diskutiert, woraus sich der
hier programmierte Algorithmus verstehen lasst. Auf weitere grundlegende Veroffent-
lichungen sei hier nur hingewiesen [203][204][205][206] .

In diesem Kapitel genligt es, die Diskussion auf ein Fragment f zu beschranken, was
zugunsten einer klaren Darstellung eine vereinfachte Schreibweise ermdglicht.

Gegeben sind K°© Ky Kerne mit |1 =% Die Verschiedenheit der Spins wird durch die
Massenzahl, SOy ausgedriickt. Vorgegeben sind ferner die Resonanzfrequenzen,
Kopplungskonstanten und kernspezifische Halbwertsbreiten der Spins nach der folgenden,

vereinfachten Schreibweise:

Ne © <Ngmic>r Jj © <Jgmje> und  Dnyop © <Dnyjppmi > (45)

Zid ist es, die quantenchemischen Uberginge des Spinsystems theoretisch zu ermitteln
und fir jede Resonanzlinie | deren Frequenz n, relative Intensitét |, und eigene
Linienbreite Dny,; zu berechnen. Aus diesen Ergebnissen wird anschlie3end das Lorentz-
spektrum generiert (siehe Abschnitt 4.1.1.5).

4111 Berechnung der Energieniveaus

Nach der Quantenmechanik sind die Energiewerte E; eines Spinsystems im Magnetfeld
gequantelt und das System kann nur in bestimmten Zusténden, den Stationér- oder Eigen-
zustanden, existieren, die durch die Wellenfunktionen y; reprasentiert werden. E und y i
sind Eigenwerte, bzw. Eigenfunktionen der zeitunabhéngigen Schrodinger-Gleichung
[202],

Hy =By, (4.6)

Der Hamilton-Operator H setzt sich aus zwei Termen zusammen [202]:

N PO S PV
H=-and.(K+a a Ikl (DK (4.7)
k=1 j=lk=j+1



86 4 DASPROGRAMM LAOTIT

Hier beschreibt die erste Summe die potentielle Energie der Spins im Magnetfeld By in
Abwesenheit von Kopplungseffekten und die zweite Doppelsumme die Spin-Spin-
Kopplungsenergie, beides in der Frequenzeinheit Hz ausgedriickt. Der Kernspin-Operator
(k) vom Spin k besteht aus den Komponenten 1,(k), I,(k) und i,(k) wobei —z in
Ausrichtung des auf3eren Bo-Magnetfeldes liegt.

Das Operator-Eigenwertproblem 4.6 lasst sich numerisch in seiner Matrixreprésentation
|6sen, wie esin der nachfolgenden, vereinfachten Ableitung geschildert wird.

Das Kernmoment eines einzigen Spins mit | =%z kann in Bezug auf das polarisierende
Magnetfeld By entweder eine parallele oder eine antiparallele Stellung einnehmen, diese
sind gemeinsame Eigenzustande der kommutierenden Operatoren 1,, 12 und H [202].
Diese Eigenfunktionen werden durch die Symbole b und a bezeichnet, die dazu-
gehdrenden Eigenwerte betragen m =-1/2 und my = +1/2.

Zur Behandlung von Mehrspin-Systemen werden orthonormierte Basisproduktfunktionen
j k durch Permutation der elementaren a- und b-Spinfunktionen aufgestellt, und jeder wird
der Totalspin mr aus den Magnetquantenzahlen der einzelnen Kerne my(k) zugeordnet:

m; (k) (4.8)

Qiox

my =

=~
i

1

Fir den algemeinen Zweispin-Fal (AB-System) erhdlt man folgende vier
Produktfunktionen: j ; =bb (mit my=-1), jo=ab, j 3=ba (beides mit my =+1) und
ja=aa (mit myr=-1). Durch Einwirken des Hamilton-Operators auf diese

Basi sfunktionen entsteht die Hamilton-Matrix H:

§aaflaa) faalH[ab) (aa[ba) (aa H[bb)0

H o @(&\b\l-!\aa) (ab[H|ab) (ab[H|ba) <ab\|—!\bb>Q 4.9)
gba\lj\aa> (ba\l—J\ab) (ba\l—J\ba) (ba\l—J\bb)g
gbb|Hlaa) (bb|H|ab) (bb|H|ba) (bb|H|bb)g

Nach der Berechnung der einzelnen Matrixelemente wird ersichtlich, dass die symme-
trische Hamilton-Matrix reelle Zahlen in einer Blockstruktur enthalt:

éH;, O 0 O0u
€0 Hxp Hy 00U

H = €0 Hip Hyp O0UY (4.10)
§0 0 0 HuH
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Zur Loésung der Eigenwertaufgabe wird H durch unitdre Transformation mit einer
geeigneten Matrix U auf Diagonalform gebracht, die gerade die gesuchten Energieniveaus
Ex (in Hz) enthalt:

é&& 0 0 Ou
€0 E, 0 o0l

€ 0 E 04
€0 0 0 EY

UMU =D = (4.11)

Die Matrix U besteht aus den Eigenvektoren von H, deren Komponenten nach dem
Variationsprinzip die ,Mischung* der Basisfunktionen j in den Eigenfunktionen y
beschreiben [202]. j 1 und j 4 fallen mit den Eigenfunktionen zusammen, wéhrend sich y »

und y 3 aus den Basisfunktionenj , und j 3, mischen“:

yi1=us(@a)=aa (4.12)
Y 2 =Uxp(@ab)+uy(ba) (4.13)
Y 3 =Ug(@b) +ugs(ba) (4.14)
Y 4 = Ug(bb) = bb (4.15)

Im Falle von K Spins betragt die Zahl der Basisproduktfunktionen P= 2%, es gibt
demzufolge ebensoviele Eigenzustédnde und Energieniveaus. Die Hamilton-Matrix H
besitzt aber ebenfalls eine Blockstruktur aus K+1 Untermatrizen. Die Dimension dieser
Untermatrizen H™ gehorcht der m-ten Zeile des Pascalschen Dreieckes erster Ordnung
(m=0,1,...K):

dimH ™ :gfng (4.16)

Die maximale Grof3e, wofUr Arbeitsspeicher reserviert werden muss, betragt:

. e K 6 o
max{dlmH(m)}—g’.ent(Klz)g << dimH =2% (4.17)
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Die Untermatrizen H® und H™® bestehen aus einem einzelnen Element, so brauchen diese
nicht mehr auf Diagonalform gebracht werden. Daraus folgt, dass die Basisfunktionen
ji1=aa..aundj p=bb...b gleichzeitig die Eigenfunktionenj ; undj p sind.

Die Elemente der mten Untermatrix H™ werden unter Anwendung des Hamilton-
Operators aus den betreffenden Basisproduktfunktionen hergeleitet. Fir die Diagonal-
elemente H{ gilt folgender Ausdruck, der aus dem Zeemann-Term und dem

Kopplungsterm besteht [202]:

R K
P =0 ol ) =- &

1%t K
nem () tza a JiTik (4.18)
1 j=1 k=j+1

Hierin ist Ty, = +1, wenn in der betreffenden Basisfunktion j , die Kerne j und k parallele
Spineinstellung aufweisen, ansonsten gilt Ty = —1.

Die nichtdiagonalen Elemente zwischen zwei Basisfunktionen j , und j 4 enthalten den

Mixingterm [202]:

HE =G o[H q>:%JikUJk (4.19)

wobei Uk =1, wennsich j , und j 4 nur durch Vertauschen der Spinfunktionen der Kerne j
und k unterscheiden, ansonsten gilt Uk = 0.

Die Hamilton-Matrix I&sst sich blockweise diagonalisieren, was einen grof3en Gewinn an
Rechenzeit bedeutet. Die Diagonalisierug erfolgt Ublicherweise nach dem Jacobi-
Verfahren und die resultierenden Eigenwerte E; bzw. Eigenvektoren u™ werden fir jede

Untermatrix H™ separat abgespeichert.

4.1.1.2 DieNaherung erster Ordnung (X-Approximation)

Eine Spin-Spin-Kopplung wird a's schwach bezeichnet, wenn fiir das koppelnde Kernpaar
folgende Beziehung gilt:

nj'nk

>10 (4.20)
J ik

Je grof3er das obige Verhdltnis ist, desto kleiner wird das entsprechende Nichtdiagonal-

element in der Hamilton-Matrix. Da die Voraussetzung 4.20 im Fale eines hetero-
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nuklearen Kernpaars (ISO;t 1SO) immer erfullt wird, konnen die betreffenden
Nichtdiagonalelemente willkirlich zu Null gesetzt werden (Néherung erster Ordnung oder
X-Approximation). Da in Abwesenheit von nichtdiagonalen Elementen der
rechenintensivste Schritt, die Diagonisierung der betreffenden Untermatrix, wegfalt, fuhrt
die X-Approximation im Programm LAOTIT zu einer weiteren Beschleunigung des

Algorithmus.

4.1.1.3 Berechnung der Ubergangsfrequenzen und I ntensitaten

Betrachtet wird der 1-Quanten-Ubergang (Dmyr=1) zwischen den Stationérzustanden y; und
y;. Die Frequenz der betreffenden Resonanzlinie | ergibt sich als Differenz der

Energieniveausin Hz:

n =E;-E (4.22)

Der Ausdruck fur die Linienintensitét 1, wird folgenderweise abgeleitet. Nach den Uber-
legungen in Abschnitt 4.1.1.1 setzt sich der Eigenzustand y; aus Basisproduktfunktionen

j p zusammen, die alle den gleichen Totalspin mr = m-1 besitzen:

K o
m-15

o’ (m-1);
Yi=a Uplp (422)

p=1
Hierin ist u™Y der i-te Eigenvektor der Hamilton-Untermatrix H™™. Ein ahnlicher
Ausdruck gilt fir den Eigenzustand y;, in dem die Komponenten des Eigenvektors u(Jm)

der Hamilton-Submatrix H™ auftreten:
ao
_ <r>nﬂ (m);
Yyi=aUglq (4.23)
g=1
Nach der Auswahiregel finden Ubergange zwischen solchen Basisfunktionen j , und j q
statt, die sich nur in der Einstellung eines einzigen Spins unterscheiden [202]. Bezeichnen
wir diesen Spin durch k. Das Ubergangsmoment My fiir j ,® j q wird mit dem Erzeugungs-
operator (raising operator) f*(k) definiert, der den Spin k vom b-Zustand in j , in a-

Zustand in j o Uberfuhrt:



90 4 DASPROGRAMM LAOTIT

M =G [T (K)j ) (4.24)

Mg l&sst sich in der Matrixreprésentation folgendermal3en berechnen:

My =u{TDulm (4.25)

Das Ubergangsmoment l&sst sich auch zwischen den Eigenzustdnden y; und y; inter-

pretieren:

My =@ ®ly ;) (4.26)

Aus der Linearitét des Schiebeoperators f*(k) folgt:

X

M, (4.27)

i QJ°X

U

Ko K
My =@ @y )=a( »fl" K o)=
k=1 =

=~
-
~

Die (relative) Intensitét der |-ten Linie I, ist gleich dem Quadrat des gesamten Ubergangs-

momentes:

a0

||:Mij2:§a M, T (4.28)
k=1 @

Die Anzahl aller theoretisch moglichen Ubergénge (Resonanzlinien) berechnet sich aus

den Dimensionen der Submatrizen H™™® und H™ zu;

K aeK &Ko (2K)|
L=k &= kD (4.29)

4.1.1.4 Linienspezfische Halbwertsbreiten

Eine Besonderheit des Programms LAOTIT besteht darin, dass fur jede Resonanzlinie eine
eigene, , linienspezifische' Halbwertsbreite Dy, berechnet wird.

Es wird davon ausgegangen, dass sich ein Ubergang aus Einzelspin-Ubergéngen j /®j 4
zusammensetzt, deren Wahrscheinlichkeit nach den Uberlegungen im vorangehenden

Kapitel proportional zu M ist.
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Die linienspezifische Halbwertsbreite Dny, wird nun als eine gewichtete Summe der kern-

spezifischen Werte Dny aufgefasst, mit den Wichtungsfaktoren M2:

MZDNy, o
DE N (4.30)
M

Qo=

~
11

DNy =

=~
~N

i QJ°X

1

Der Ubergang kann jenem Spin , zugeordnet* werden, der den gréRten Koeffizienten M?
hat. In Spinsystemen hoherer Ordnung gibt es allerdings auch Kombinationslinien, wobei
die M*Beitrage der anderen Kerne nicht gleich Null sind, so trifft diese Zuordnung zu
einem Kern nur in N&herung. Dieses Kriterium geniigt aber zur Entscheidung, dass im
Falle z. B. eines heteronuklearen H,P-Spinsystems eine berechnete Linie im *H- oder im
®p.gpektrum dargestel It werden soll.

4.1.15 Spektrumsimulation eines Fragmentes

Bei einer Spektrumsimulation sollte die spektrale Intensitédt S(n) fir jede Frequenz
Nmin £ N £ Nimax berechnet werden. S(n) setzt sich aus Teilintensitéten aller Resonanzlinien |

nach der Lorentz-Formel zusammen:

& I

sh)=a - R (4.31)
=1 € an-n oY
p >XOny;z €L+4 zu
& Dny o 4

4.1.1.6 Kontrollsumme zur Spektrumsimulation
Zur Beurteilung der Giite der Simulation steht im Programm LAOTIT die Gesamtintensit&t

aller Resonanzlinien zur Verfiigung, deren Wert betragt fir K homonukleare Spins:

L
Ql =Kek? (4.32)

-

Diese Gleichung gilt nur fir homonukleare Spinsysteme. Wenn das zu simulierende Spin-
system aus K Homo- und K¢ Heterokernen besteht, muss Gleichung 4.32 mit dem hier
empirisch eingefiihrten Faktor K/(K+K¢ multipliziert werden.
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In Kontrollsimulationen verschiedener Spinsysteme wurde festgestellt, dass die theore-
tischen und gefundenen Gesamtintensitaten im Regelfall auf +107° % Ubereinstimmen,
was den quantenchemischen Teil des Programms verifiziert.

Fir eine erfolgreiche Simulation sollten auch die Spektrenparameter Nyax—Nmin Und Sl so
eingestellt werden, dass selbst schmale Peaks durch gentigend viele spektrale Punkte

reprasentiert werden. Empfohlen sind mindestens 20 Datenpunkte pro Halbwertsbreite.

4.1.2 Spinsysteme aus mehreren Fragmenten

Mit der Anzahl der spinaktiven Kerne steigt die Grofe der zu diagonalisierenden
Hamilton-Matrizen und dadurch die Simulationszeit exponentiell an. Es ist deshab von
Bedeutung, isolierte ,Spininseln“, sog. Fragmente, getrennt simulieren und die
entsprechenden Teilspektren zum Gesamtspektrum addieren zu kdnnen.

Im Programm LAOTIT konnen fur jede Komplexspezies mehrere Fragmente f definiert
werden, um die Simulation zu beschleunigen. Zudem kann jedes Fragment mit einem
,»Statistischen Gewicht” w; multipliziert werden. So kénnen beispielsweise die Resonanz-
linien zweier &quivaenter Ethoxygruppen nur einmal mit w;=2 simuliert, aber mit
doppelter Intensitét dargestellt werden, im Vergleich zu Fragmenten mit wg = 1.

Der Ausdruck fir das Lorentzspektrum von mehreren Fragmenten f mit jewells Ls Linien
lautet:

-

wi |
o (4.33)

Qo
Qo

Sn) = 2
&, @ -ny 93

SReBAITPRE @-+4ﬁ; U
8 Dnya it bld

_.,
11
-
1,
U

4.1.3 Anwendungsbeispiel: Spektrumsimulation von Phosphinothricin 6
In Phosphinothricin 6 liegt ein heteronukleares AFGMNQ3X-Spinsystem vor:

e
HOOC—C—C—(IZ—PX—OH
H

|
NH, H® HY CH§

Die 200,13 MHz H-NMR-Titration von Phosphinothricin und deren Auswertung wird
ausfuhrlich in Kapitel 8.3.4.3 beschrieben. Hier sollen nur die Aspekte der Simulation der
Spektrenreihe diskutiert werden.
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Die Direktsimulation des neun-Spin-Falles mit 512 Energieniveaus und 43758 Ubergangen
ist zwar mit LAOTIT mdglich, aber nicht praktikabel. Die Berechnung pro Spektrum nahm
ca. 6 Minuten in Anspruch auf einem 330-MHz-Pentium I1-Rechner.

Die Option Fragmentierung ermdglicht aber die Zerlegung des Spinsystems in zwei
,Spininseln“, AFGMNX und QsX. Dabei wird ausgenutzt, dass die Methylprotonen H®
keine Kopplungen mit den Methylenprotonen H" und HM aufweisen. Da das Fragment
QsX ein Dublett mit dreifacher Intensitdt aufweist, kénnen zur weiteren Beschleunigung
die Fragmente AFGMNX und QX mit den statistischen Gewichten w; =1 und w, =3
simuliert werden. In dieser Weise konnte die Simulationszeit pro Spektrum auf dem
gleichen Rechner auf 12 Sekunden pro Spektrum reduziert werden.

Abbildung 4.7 zeigt die gemessene und simulierte Spektrenreihe in Form von Stackplots,
abgebildet mit MULTIPLE NMR GRAPHICS[173].
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pH¢

\ \
2,3 2,2 2,1 2,0 1,9 1,8 1,7
'H chemische Verschiebung [ppm]

I T
2,3 2,2 2,1 2,0 1,9 1,8 1,7 1,6
'H chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung 4.7: Oben: Ausschnitt der gemessenen, pH®-abhéngigen 200,13 MHz H-Spektrenreihe von
Phosphinothricin 6 (FGMN-Teil des AFGMNQ;X-Spinsystems, 0,020 M in H,0O, | =0,1 M, T =22 °C)
Unten: der gleiche Ausschnitt der Spektrenreihe, simuliert mit LAOTIT
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5 NMR-UNTERSUCHUNG MIKROSKOPISCHER
PROTOLYSEGLEICHGEWICHTE

5.1 Einleitung

Die meistbewahrten Experimentalmethoden zur Untersuchung mikroskopischer Protolyse-
gleichgewichte stellen UV- und NMR-Titrationen dar. Erstere kann nur in Gegenwart von
geeigneten Chromophorgruppen, aber auch bei niedrigerer Konzentration der Testsubstanz
angewandt werden. Die Kernresonanzspektroskopie hingegen ist universeller einsetzbar,
da nahezu alle organischen Liganden spinaktive Kerne wie *H oder **C enthalten.

Der Informationsgehalt der gemessenen <d> vs. pH Titrationskurven reicht immer aus, die
Dissoziationsgleichgewichte auf der makroskopischen Ebene aufzuklaren’. Viel
schwieriger ist aber die Entscheidung, ob ein Spin selektiv auf die Dissoziation einer
einzigen Gruppe reagiert und somit al's selektives Sensoratom die Mdglichkeit einer mikro-
skopischen Beschreibung eréffnet. Ein Hauptziel der vorgelegten Arbeit ist es, objektivere
Kriterien zur Auswahl der Indikatorkerne zu entwickeln (siehe die normierten Titrations-
kurven in Kapitel 5.5).

In Kapitel 2.4 wurde das mikroskopische Dissoziationskonzept fir zweibasige Liganden
bereits dargestellt. Da in dieser Arbeit experimentell nur zweibasige Systeme untersucht
wurden, wird die Diskussion im Folgenden auf diese Systeme beschrénkt. Das dreibasige
Mikrodissoziationssystem kann nach &hnlichen Prinzipien behandelt werden [209]. In
Gegenwart von vier oder mehr Gruppen sind aber spezielle Auswertungsverfahren
erforderlich. Die eingehende Darstellung dieser Methoden wirde den Rahmen der
vorliegenden Arbeit sprengen, so sl auf einschldgige Referenzen nur hingewiesen
[46][116][199].

" Es kann aber vorkommen, dass die NMR-Kerne auf die Dissoziationsvorgéange unempfindlich reagieren,
d.h. Dd zu klein ist. In diesem Fall kénnen naturgeméf3 keine verlésslichen pK-Werte berechnet werden.
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5.2 Selektive Verfolgung der gruppenspezifischen Dissoziation

Es gilt die folgende Beziehung zwischen der dynamisch gemittelten chemischen
Verschiebung des k-ten Spins am m-ten Messpunkt und den Molenbriichen der Makro-
bzw. Mikrospezies:

<Umk > =i, kX,L,m TdaskXam +dsa kXBa,m AL KX m (5.1
Die Ladungen aler Spezies werden der Einfachheit halber weggel assen.
Es wird nun angenommen, dass der k-te Kern ein selektives Sensoratom zur Verfolgung
der Dissoziation von Gruppe 1 darstellt, d.h. deren chemische Verschiebung sei vom

Protonierungszustand der Gruppe 2 unabhdngig. Dann gelten folgende Ausdriicke
[40][15]):

dagk =dp, e uUnd  dga =d (5.2
Einsetzen der Gleichung 5.2 in Gleichung 5.1, Berlicksichtigung der Normierung der
Molenbriiche und Umstellen auf den Dissoziationsgrad a; von Gruppe 1 fihrt zu:

Ay <dmk >

a1 =Xgp X = (53
deL,k - dL,k
Der Dissoziationsgrad von Gruppe 2 wird durch den I-ten Spin angezeigt:
az =Xag X :7(1'—'2'"" - <G > (54)

Ay - diy

Die Voraussetzung nach Gleichung 5.2 ist in der Praxis gelegentlich nicht (streng) zu
erflllen. Im Folgenden wird untersucht, welche Kernsorten am besten zur selektiven
Verfolgung der Dissoziation geeignet sind.

Wie bereits in Kapitel 3.2 angedeutet, dominiert in der *H chemischen Verschiebung der
diamagnetische Beitrag. Wenn sich ein Proton in vicinaler Stellung zu einem Protolyse-
zentrum befindet und von anderen Gruppen durch mehr als drei s-Bindungen , isoliert” ist,
belegen etliche experimentelle Befunde dessen Gruppenselektivitdt [210]. Nach diesem

Prinzip wurden Mikrokonstanten in erster Reihe fur solche Peptide und Aminoséuren
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bestimmt [40][211][5], bei denen die funktionellen Gruppen durch mehr als drei
Einfachbindungen isoliert vorliegen.

Im 2C-NMR iiberwiegt hingegen der paramagnetische Term in der Abschirmung, so
kommen Protolyseeinfllisse von weitliegenden Gruppen auch zum Ausdruck. Aus diesem
Grund mussen *C-Kerne zur selektiven Verfolgung der gruppenspezifischen Deproto-
nierung sorgféltig ausgewahlt werden [40][15].

Die mikroskopische Protolyse von biorelevanten Inositolphosphaten wurde in der
Arbeitsgruppe von B. Spiess durch *'P-NMR-Titration charakterisiert. Fir diese
Phosphatester C-O-PO3H, belegen zahlreiche experimentelle Befunde, dass die dp vs. pH
Titrationskurve hauptséchlich die eigene Dissoziation der Phosphatgruppe widerspiegelt
[209][213], obwohl dieskurzlich in Frage gestellt wurde [199].

Wie bereits in Kapitel 3.2.3 angedeutet, reagiert dp in Phosphonaten und Phosphinaten im
Generalfal nicht auf die eigene Dissoziation, deshalb sollte der Phosphorkern als selektive
Dissoziationssonde nicht angesetzt werden. Die Ergebnisse in den Kapiteln 8.1 und 8.2
belegen diese Sicht.

5.3 Der nichtselektive Fall: die Sudmeier-Reilly-Gleichung

Im Generalfall erfahren die spinaktiven Kerne die Protolyseeinflisse beider Gruppen. Zu
einer quantitativen Beschreibung wurde 1964 von Sudmeier und Reilly ein Modell
verdffentlicht [24][25]. Die erste Modellvorstellung liegt darin, dass zu <d> beide
Gruppen proportional zu deren Protonierungsgrad f beitragen [128]. Die zweite Annahme
besagt, diese pH-abhangigen Beitrage der Protolysezentren seien linear additiv:

<dg >-d , =C> i +C o0 (5.5)

Die Sudmeier-Reilly-Gleichung (SR-Gleichung) wurde urspriinglich mit Protonierungs-
shift-Koeffizienten C,; formuliert. Da in der vorliegenden Arbeit ale Gleichgewichte in
Richtung Dissoziation behandelt werden, wird Gleichung 5.5 mit der folgenden Notation
umgesetzt:

Ddy =dp, k- <dx >=5¢1%a1+ S22 (5.6)
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Dd, bedeutet hierin die aktuelle, pH-abhangige Dissoziationsverschiebung des k-ten
Kernes. s; sind die Sudmeier-Reilly-Koeffizienten in der Einheit ppm. a; bezeichnet
schlieflich den pH-abhangigen Dissoziationsgrad der Gruppen. Die maximale Anderung
der chemischen Verschiebung ist gleich dem in Kapitel 3.1 eingefiihrten Dissoziations-
gradienten:

Dk max = Dy Ok =i k- Ak = Sca+ Scz (5.7)

Es wird vorausgesetzt, dass die SR-Gleichung 5.6 fir jeden Kern k und jede Messung m

gilt und auch in Matrixschreibweise formuliert werden kann als:

D=SA (5.8)

Die Datenmatrix D enthélt die experimentellen Werte Cd,,,, die zwei Spalten der Matrix
S bestehen aus den SR-Koeffizienten s ; und in den zwei Zeilen von Matrix A befinden
sich die Dissoziationsgrade a, , und a, .

Sudmeier und Reilly haben die s-Koeffizienten aus Dissoziationsgradienten von
aliphatischen (Poly)aminen und (Poly)carbonséuren berechnet, um sie anschlieend zur
Aufklérung der Dissoziationsabfolgen linearer Polyaminocarbonsduren einzusetzen [24].
Seitdem wurde die Methode auch an anderen Verbindungsklassen angewandt. Die SR-
Koeffizienten geben hauptséchlich induktive oder elektrostatische Einfllisse der Protolyse-
zentren wieder. Es stellte sich heraus, dass die Additivitdt der Gruppenbeitrage nur dann
gewdhrleistet ist, wenn die réaumliche Orientierung der Gruppen Uber den ganzen pH-
Bereich unverandert bleibt. Dies ist nicht der Fall bei Polyaza- und Oxaaza-Makrocyclen,
wo die SR-Koeffizienten keine ,, Konstanten“ darstellen, sondern selbst pH-abhangig sind
[138][139].

Obwohl die SR-Gleichung fir viele Systeme nur ndherungsweise funktioniert, stellt dieser
Ansatz zur Zeit die einzige Mdglichkeit dar, Bd als Funktion des Dissoziationszustandes
der Gruppen zu behandeln.

Zum Abschluss wird in der vorliegenden Arbeit erstmals ein Ausdruck abgeleitet, der den
Zusammenhang zwischen den ionenspezifischen Parametern der Makrospezies, den SR-

Konstanten und den Mikrokonstanten k; und k,, bzw. dem Tautomerenverhaltnis kr angibt:
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Sk + Sk, —d .+ Sca +HKrSe2
=dLk

Ouik =dig + (5.9

5.3.1 Einsatzmdglichkeiten der Sudmeier-Reilly-Gleichung

Das SR-Verfahren kann in Abwesenheit selektiver Sondenatomen zur Aufkldrung der

Dissoziationsabfolgen auf zweierlei Weise beitragen.

1. Die SR-Koeffizienten werden aus Dd-Werten vereinfachter Modellverbindungen mit
weniger basischen Stellen abgeschétzt [115][24][13]. In Kenntnis der Matrizen D und
Sin Gleichung 5.8 kénnen die a-Dissoziationsgrade (Elemente der Matrix A) durch
lineare Regression berechnet werden [24]. In einer eingehenden Auswertung werden
aus den a-Funktionen die Mikrokonstanten durch multiple nichtlineare Regression
ermittelt (siehe Kapitel 2.4.4) [140][141].

2. Wenn die Mikrokonstanten einer Verbindung aus unabhéngigen Messungen bekannt
sind, lassen sich die SR-Koeffizienten auf Grund der Gleichung 5.8 durch lineare
Regression berechnen. Letztere kdnnen wiederum dazu dienen, fir strukturverwandte,
kompliziertere Verbindungen nach Punkt 1. Mikrokonstanten abzuleiten.

Im Jahre 2000 wurde eine Studie Uber die gleichzeitige Iteration von NM R-Parametern und

mikroskopischen Gleichgewichtsparametern aus NMR-Titrationskurven verdffentlicht

[199]. Dieser Ansatz widerlegt die zur Zeit allgemein anerkannte These, dass die Mikro-

konstanten aus experimentellen Messdaten ohne Zusatzinformation nicht zuganglich sind

(siehe Kapitel 2.4.5). Es sollte Uberpriift werden, ob eine Korrelation zwischen NMR- und

Gleichgewichtsparametern eventuell zu Mehrdeutigkeiten fihren kann oder nicht.

Diesbeziiglich wurde in [199] keine statistische Information angegeben.

5.4 Aufgabenstellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte ein Programm entwickelt werden, womit die
simultane sowie auch getrennte Iteration von NMR- und mikroskopischen Parametern
moglich ist. Besondere Beachtung soll den Standardabweichungen und Korrelations-
koeffizienten geschenkt werden.

Die Eindeutigkeit der Losung wurde bei der makroskopischen Auswertung durch

simultane Betrachtung aller NMR-Titrationskurven gewdhrleistet. Es soll untersucht
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werden, ob eine &hnliche gemeinsame Behandlung hier auch zu einer objektiveren

Identifizierung der Sensoratome beitragen kann.

5.5 Ein neues Verfahren zur Auswahl selektiver Sensorkerne
auf Grund normierter NMR-Titrationskurven

Dieses Verfahren stiitzt sich auf die Sudmeier-Reilly-Gleichung, d.h. die pH-bedingte
Anderung von d,, wird durch lineare Beitrage der dissoziierenden Gruppen beschrieben.
Anhaltspunkte der Methode sind die aus der makroskopischen Auswertung (Kapitel 3.5)
resultierenden ionenspezifischen Parameter dy,  und d , mit Hilfe derer alle NMR-
Titrationskurven nach der folgenden Gle chung normiert,

Ah k- <dmg > =ox Ddy
dHZL,k' dL,k Djk,max

Y mk =2 (5.10)

und dadurch mit der Bjerrum-Funktion h auf eine gemeinsame Skala gebracht werden:
O£y, h £2 (5.12)

Ahnlich der urspriinglichen SR-Gleichung 5.6 werden auch die normierten Titrations-

kurven ds lineare Kombination der Dissoziationsgrade a aufgefasst,
y mk = gk,lal,m + gkza 2,m (5-12)

Hierinsind §; die normierten ,, SR-Koeffizienten" enthalten:

§1= 2% XL yng §2= ox k2 (5.13)
Scat .2 Scat .2
Damit ergibt sich folgende Normierungsbedingung:
S1+&2=2 (5.14)

Sollte der k-te Spin ein Sondenatom fiir Gruppe 1 darstellen, gelten §; =2 und &, =0.
Andernfalls I&sst Gleichung 5.13 den Quotienten der urspriinglichen Gruppenbeitrége s, 4

und s, , unverandert:
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[

1= S (5.15)
S

A0l
~
N

Ahnlich der Bjerrum-Funktion h zeigen die y vs. pH Kurven einen sigmoiden Verlauf,
falls &, und § , gleichen Vorzeichens sind. Die Lage der normierten Titrationskurven
beziiglich der Bjerrum-Funktion h vermittelt wichtige Informationen tber die Gruppen-
beitrigge S zu Dd,. Noch anschaulicher zeigt diese Information die am gleichen

Messpunkt (pH-Wert) gebildete Differenz vony , und h':

Dy m,k :y mk ~ hm = gk,lal,m + gkza 2,m”~ (al,m +a2,m) (5-16)
Driickt man die Dissoziationsgrade in Gleichung 5.16 mit Hilfe von Mikro-Stabilitats-

konstanten k aus, ergeben sich die folgenden Zusammenhénge:

(51~ DKea - Kap) [H'Im
1+ (Kga +Kag) [H 1 +kan [H'1Z

DY my = (5.17)

(S2- DKap - kga) [H'Im
1+ (Kga +Kag) [H 1 +kan [H'1Z

DY mi = (5.18)
Der pH-abhéngige Ablauf der y « und By  Funktionen wird an einem simulierten Beispiel
illustriert. Hierzu wurde ein hypothetisches, zweibasiges Mikrodissoziationssystem mit
logk ag =8, logkga =10 und logk op = 17 aufgestellt. Sieben NMR-Kerne wurden mit

den folgenden S Gruppenbeitrégen simuliert:

y1=2%3, (5.19)

y 2 =15%,+05%, (5.20)
ysz=a+a,=h (5.21)
y4=07a;+13a, (5.22)

ys=05a;+15%a, (5.23)
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Ye=2%5 (5.24)

y 7 =-0,25a, +2,25a, (5.25)

Die somit erhaltenen normierten NMR-Titrationskurven und die nach Gleichung 5.16

berechneten Dy -Funktionen werden in Abbildung 5.8.
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Abbildung 5.8: Auswahl selektiver Sensorkerne eines hypothetischen zweibasigen Molekils auf Grund
normierter Titrationskurven y . Bezeichnungen: Kern 1 (} ), Kern 2 (?), Kern 3 (0), Kern 4 (x), Kern 5 (7 ),
Kern 6 (?), Kern 7 (*) und die Bjerrum-Funktion (-). Die Kernpaare 1/6 und 2/5 kénnen gruppenselektive

Sensoratome darstellen
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Als Erstes betrachten wir den Fall, wenn beide S Koeffizienten positiv sind. Fiir Kerne 1
und 2 Uberwiegt der Beitrag der acideren (in diesem Beispiel ersten) Gruppe zur Dd,. Die
zugehorigen y -Funktionen liegen deshalb Uber der Bjerrum-Funktion und die Dy -
Kurven weisen positive Werte mit einem Maximum auf. Es kann gezeigt werden, dass

dieses Maximum bei pH = (pK; + pKy) / 2 auftritt:

Rk] = (8- Dkea - kag)(A- kaa[H']?) =0 (26)
+12

1-kaalH')? =1- %:0 27)
112

[H']=(KKo)"? (28)

Auf die Kerne 4, 5 und 6 Ubt dagegen die basischere (zweite) Gruppe einen grof3eren
Einfluss aus, die y -Funktionen liegen dementsprechend unter der Bjerrum-Funktion. Die
Dy -Kurven weisen negative Werte mit einem Minimum auf. Wéren beide s
K oeffizienten negativ, wéren diese Verhétnisse gerade vertauscht.

Wie die normierte Titrationskurve y 7 in Abbildung 5.8 verdeutlicht, weist ein Minimum
(oder Maximum) der y vs. pH Kurven darauf hin, dass die Gruppenbeitrage S
entgegengesetzte V orzeichen haben.

Woirden zwei Kurven y, und y, deckungsgleich aufeinander liegen, wéren die relativen
Gruppenbeitrége zur By  und By | identisch:

Si_S1p Sa_Sa (5.29)
&2 S§2 S2 Sp2

Der Zusammenfall zweier y -Kurven kann nicht nur visuell ermittelt werden. Die Distanz

der Kurven &8sst sich numerisch tiber die Euklidsche Distanzformel charakterisieren:

M
dy ey )= a ¥ mc-Y m)? (5.30)

m=1

Auf Grund der Gleichungen 5.17 und 5.18 kann der Zusammenfal zweier normierter

Titrationskurven zwei Griinde haben.
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1. Die Basizitét beider Gruppen stimmt aus Symmetriegriinden oder per Zufall Uberein,
kag =Kga . In diesem Fall miissen jedoch alle y -Kurven auf der Bjerrum-Funktion
liegen und folglich alle Dy «-Funktionen Null sein. Daran wird das A,-Aciditatssytem
erkannt, fir das die Mikrokonstanten besonders einfach zu berechnen sind (siehe
Kapitel 2.4.5.1).

Als experimentelles Beispiel hierfir dient die symmetrische Ethan-bis(P-
methylphosphinsédure) 4 in Abbildung 5.9.

2,0 4
; 1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

0,0 T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6
pH®

I I
HO—2P—CH3—CH3—P-OH
1CH, CHS

Normierte NMR Titrationskurve

Abbildung 5.9: Normierte NMR-Titrationskurven von Ethan-bis(P-methylphosphinséure) 4.
Bezeichnungen: H¢ (?), C*¢ (?),H%* (2 ), C** (1 ), P*® (*) und die Bjerrum-Funktion (-).
Messung: A. Gaedcke [267], Auswertung: diese Arbeit

2. Liegen hingegen nur einige y x-Profile auf der Bjerrum-Funktion, folgt daraus, dass die

EinflUsse der Protolysezentren auf den betreffenden Kern gleich sind:
2= &%2=1 unddeshab s,= s (5.32)
Von besonderer Bedeutung ist der Fall, wenn ein ,,Bild-Spiegelbild* Verh&tnis zwischen
den ,,Glockenkurven® Dy, und Dy | vorliegt:

DY mk =-Dy my  fir jeden Messpunkt m (632
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Durch Kombinieren der Gleichungen 5.17 und 5.18 mit der Normierungsbedingung
(Gleichung 5.14) ergibt sich folgende Beziehung zwischen den relativen Gruppen-
beitragen:

~S~k,l = 5,2 und 5,1 = g|<,2 (5.33)

Diese spiegelsymmetrische Beziehung bietet im Prinzip die Moglichkeit, die selektiven

Sondenatome zu identifizieren, fur die gilt:

§1=§2=2 und §,=§,=0 (534

Es ist aber einzusehen, dass Gleichung 5.34 aus Gleichung 5.33 nicht unmittelbar folgt.
Auch die nach den Gleichungen 5.19 bis 5.25 simulierten Kurven in Abbildung 5.8
verdeutlichen, dass sich die Kernpaare HYH® und H¥H® in dieser Hinsicht identisch
verhalten, obwohl nur H* und H® gruppenspezifische Sensoratome sind. Als Neben-
bedingung muss zusétzlich beriicksichtigt werden, dass die Distanz der y -Kurven von der
Bjerrum-Funktion fiir ein selektives Kernpaar wie H'/H® maximal ist. Obwohl die Distanz
zwischen h und y 7 noch gréRer ist, weist letztere ein Minimum auf. Wie bereits erlautert,
weist dieses Extremum auf Gruppenbeitrége entgegengesetzten Vorzeichens hin, somit
kann Kern 7 kein selektives Sondenatom im Sinne der Gleichung 5.34 darstellen.

Damit sind wir schon in der Lage, die Bedingung der Gruppenselektivitdt im Rahmen der
SR-Né&herung zu formulieren.

Satz Uiber |dentifizierung selektiver Sondenatome

Gegeben seien mehrere normierte NMR-Titrationskurven y und die Bjerrum-Funktion h .
Es wird vorausgesetzt, dass die normierte Sudmeier-Reilly-Gleichung 5.12 fur jede y
gultig ist. Die Kerne k und | stellen dann und nur dann gruppenspezifische Dissozations-
sonden dar, wenn

a) ykundy keine Extrema aufweisen und

b) bei jedem Messpunkt m die spiegel symmetrische Beziehung Dy mx = —Dy m, gilt.

Dieses Ergebnis widerspricht scheinbar der zur Zeit herrschenden These, dass gruppen-
selektive Indikatoratome ohne chemische Zusatzinformation erkannt und zur Bestimmung
von Mikrokonstanten herangezogen werden kdnnen. Der obigen Herleitung liegen in der

Tat einschrénkende Annahmen zugrunde. Einerseits miissen ale Kerne der SR-Gleichung
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gehorchen. Andererseits lassen sich in dieser Weise nur digjenigen Sensoratome erkennen,
deren Dissoziationsgradienten gleichen Vorzeichens sind. Schliefdlich setzt die Anwend-
barkeit des Verfahrens die Beobachtung mdoglichst vieler Spins voraus. Es kann nur ein

Paar selektiver Spinsidentifiziert werden.

5.6 Mikroskopische Auswertung mit den Programmen
MULTINMRPK und NMRMICROPK

Im Programm MULTINMRPK wurde erstmals die Uberfilhrung der Messdaten und
Parameter in die mikroskopische Auswertung mit minimaler Benutzereingabe verwirklicht
(siehe Abbildung 5.10). Nach dem Abschluss der makroskopischen Auswertung wird die
oben diskutierte Berechnung normierter Titrationskurven durchgefihrt, die y-Kurven
werden in einer Datel *.nor abgespeichert. Darauf folgt die Auswahl, welche Makrospezies
HiL der vollprotonierten und volldissoziierten Mikrospezies entsprechen. Auf Grund dieser
Informationen werden Startwerte fir die Mikro-Stabilitétskonstanten und SR-
Koeffizienten automatisch generiert. Diese werden in einer Parameterdatel unter dem
Namen *_micro.par abgespeichert. In diese Parameterdatei kann die ,, chemische Zusatz-
information” zur Aufkl&rung der Mikrodissoziation auf dreierlei Weise eingefiihrt werden.
Zum Ersten kodnnen selektive Sensoratome ausgewdhlt werden, indem man die
betreffenden SR-Koeffizienten nulliert. Zum Zweiten konnen SR-Koeffizienten aus
Modellverbindungen festgelegt und wahrend der anschlieffenden Berechnung konstant
gehalten werden. Schliefdich, wenn die Mikrokonstanten aus unabhéngigen Messungen
genau bekannt sind, werden sie konstant gehalten bei der Optimierung der SR-
Koeffizienten. Die Entscheidung, welche Art Zusatzinformation fir die zu
charakterisierende Verbindung angesetzt werden soll, erfordert griindliche chemische
Kenntnisse und Erfahrung, so darf sie vom Chemiker nicht tbernommen werden.

Das neu entwickelte C++-Programm NMRMICROPK liest die obige Parameterdatei und die
Messdaten ein. Anschlieend wird gewahlt, nach welcher Symbolik die mikroskopischen
Gleichgewichte beschrieben werden sollen (siehe Kapitel 2.4.1). Das Programm ist in der
Lage, die Mikrogleichgewichte sowohl in Richtung Dissoziation wie auch in Richtung

Protonierung zu behandeln.
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Darauf folgt die Auswahl der zu iterierenden Parameter und der in die Kurvenanpassung
einzubeziehenden Kerne. Die gemittelten chemischen Verschiebungen werden nach der

SR-Gleichung berechnet:

<Ok > =0y, 0+ Sc1’8ym +Sc2%@2m (5.35)

Nach dem Prinzip der kleinsten Fehlerquadrate ergibt sich die folgende zu minimierende
Zielfunktion

U= g g (<dpf >- <dg¥ >)? +W><z°in (logb™™ - logb;#°)? (5.36)

m=1k=1 i=1

Der letzte Term in U ermdglicht, die makroskopischen Stabilitétskonstanten als
Nebenbedingung konstant zu halten. Die Parameterschétzung erfolgt nach dem in Kapitel
3.7.2 dargestellten Levenberg-Marquardt-Algorithmus, mit der anschlieflenden Fehler-
analyse und Ausgabe der Ergebnisse. Als letzter Schritt der Auswertung werden ale
Mikrokonstanten pk aus den optimierten Mikro-Stabilitétskonstanten logk berechnet,
zusammen mit den gruppenspezifischen Dissoziationsgraden a und der pH-abhangigen
Molenbruchverteilung der Mikrospezies. Alle Ergebnisse werden in separaten Dateien

abgespeichert (siehe Flussdiagramm in Abbildung 5.10).
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Im Programm Ende der makroskopischen
Auswertung
MULTINMRPK l

Berechnung mikroskopischer
NMR-Titrationskurven

|

Definition der vollprotonierten
und volldissoziierten Mikrospezies

/ <d> vs. pH Messdaten / / Mikroskopische Parameter Einfuhrung der chemischen /

*_micro.dat *_micro.par Zusatzinformation
Auswahl der Symbolik fuir
Im PrOgramm mikroskopische Gleichgewichte
NMRMICROPK l

Auswahl der zu iterierenden
Parameter: s,; und/oder log k

Levenberg-Marquardt-

l Parameter, Statistik
in*_micro.out
Fehleranalyse auf Grund der

Hesse-Matrix

Berechnete Fitkurven
l in*_micro fit

; Mikrokonstanten
Berechnung aler Mikrokonstanten

Berechnung der Dissoziationsgrade Dissoziationsgrade
a in*_micro.d

Berechnung der Molenbriiche Molenbriiche
der Mikrospezies in*_micro.x

Abbildung 5.10: Schematisierter Ablauf der mikroskopischen Auswertung mit den Programmen
MULTINMRPK und NMRMICROPK

5.6.1 Numerische Erfahrungen mit NMRMICROPK

Die simultane und getrennte Optimierung der SR-Koeffizienten und mikro-Stabilitéts-

konstanten wurde am Beispiel des Glycylhistidins 11 studiert:
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H H® coo O H’

\ Lo no1 .
C=C——C—C—N—C—C—NH;
/ P

HN N

\C/

I,

Auf Grund normierter Titrationskurven kann man hier die Selektivitét des Protons H? fiir
die Imidazolgruppe und die von H’ fiir die Ammoniumgruppe annehmen. In die Iteration
wurden nur diese beiden Kerne einbezogen (K* = 2). Es wurden nur 17 Datenpunkte mit
pH > 5,3 benutzt, um die zusétzliche Protonierungsstufe an der Carboxylatgruppe im
aciden Bereich auf3er Acht zu lassen.

Drei Parameterschéatzungen wurden durchgefiihrt (siehe Tabelle 5.7).

In Optimierung 1 wurden die Stabilitéskonstanten der Mikrospezies AB, BA und AA mit
festgehaltenen SR-Koeffizienten iteriert, die die Selektivitét der Kerne beschreiben. Die
Ergebnisse in Tabelle 5.7 verdeutlichen, dass trotz der Gleichheit der Startwerte fir logkas
und logksa chemisch sinnvolle, untereinander méldig korrelierte Parameterwerte erzielt
wurden.

In Optimierung 2 wurden die Mikro-Stabilitétskonstanten und die SR-Koeffizienten
gleichzeitig iteriert. Obwohl die Giite der Anpassung hier sogar besser als in Optimierung
ligt, sind die gefundenen SR-Konstanten chemisch unrealistisch und mit den logk-Werten
stark korreliert.

In Optimierung 3 wurden die Startwerte fir logkag und logkga Vvertauscht. Das Programm
war nicht in der Lage, die korrekten Aciditatsverhéltnisse der Imidazolium- und
Ammoniumgruppe wieder herzustellen.

Esist ersichtlich, dass in Optimierungen 2 und 3 reine mathematische, keine physikalisch-

chemisch sinnvolle Ldsungen gefunden wurden.
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Optimierung 1 Optimierung 2 Optimierung 3
Parameter Start | Optimiert Start Optimiert Start Optimiert
S2.1 [ppm] -0,923 - -0,4615 | -1,03(1) | -0,4615 | 0,11(1)
S22 [ppm] 0 - 04615 | 011(1) | —0,4615 | —1,03(1)
Sz [ppm] 0 - -0,2728 | 0,0030(9) | —0,2728 | —0,548 (2)
Sr,2 [ppm] -0,5456 - -0,2728 | -0,548 (2) | —0,2728 | 0,0030 (9)
logkag 81 7,30 (2) 7,0 7,56 (2) 7,6 8,284 (9)
logKen 81 | 8239(s) 7,6 8,284 (9) 7,0 7,56 (2)
logkaa 152 |15090(8) | 15,2 15,19 (1) 15,2 15,19 (1)
r(logkag, logkga) 0,521 0,765 0,765
r(logkag, 10gKaa) 0,222 0,851 0,886
r(logkga, 10gkana) 0,814 0,886 0,851
1(S2,1, 10gkag) - —0,995 -0,995
1(S2,1, logkga) - —0,558 -0,885
1(S2,2, 10gken) - 0,546 —0,902
r(Sp,1, logken) - -0,798 -0,790
1(S2,2, 10gken) - 0,790 -0,798
Unin 1,7423-10°° 9,475810™ 9,475810™
GOF% fiir H? 99,9945 99,9958 99,9958
GOF% fiir H? 99,9851 99,9946 99,9946

Tabelle 5.7: Drei Ansétze zur mikroskopischen Auswertung der *H-NMR-Titration von Glycylhistidin 11
mit NMRMIKROPK. Aufgefiihrt sind die Startwerte und iterierten Werte der Parameter (Standard-

abweichungen in Klammern), einige Korrelationskoeffizienten r, das Minimum der Zielfunktion U, und
das GOF% Kriterium zur Giite der Anpassung fiir Kerne H? und H’

5.7 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden auf der Sudmeier-Reilly-Gleichung

basierende Auswertungsverfahren flir das zweibasige Mikrodissoziationssystem bearbeitet.

Es wurde ein objektives Kriterium zur ldentifizierung der Sensorkerne auf Grund

normierter NMR-Titrationskurven entwickelt.
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Die Ermittlung der Mikrokonstanten aus mehreren <d> vs. pH-Messkurven erfolgt durch
multiple nichtlineare Regression. Im Unterschied zu [199] wurde festgestellt, dass eine
simultane Optimierung der mikroskopischen Gleichgewichtskonstanten und SR-
Koeffizienten zu Mehrdeutigkeiten und zum Teil stark korrelierten, vom chemischen
Gesichtspunkt her unrealistischen Ergebnissen fuhrt. Entweder die NMR- oder die
Gleichgewichtskonstanten miissen aso vorgegeben und wahrend der Berechnung als
Konstante festgehaten werden, so dass eindeutige, chemisch sinnvolle Ergebnisse zu
erlangen. Nur die in dieser Weise vorgegebene chemische Zusatzinformation kann zu

eindeutigen Parameterwerten fuhren.
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6 NMR-UNTERSUCHUNG ROTAMERENSPEZIFISCHER
PROTOLYSEGLEICHGEWICHTE

6.1 Einleitung

Kernresonanzspektroskopie stellt die leistungsfahigste Messtechnik zur quantitativen
Konformationsanalyse in der Ldsungsphase dar. Die aus homo- und heteronuklearen
Kopplungskonstanten abgeleiteten Informationen sind unentbehrlich zur Aufklérung der
dreidimensionalen Struktur neuer Verbindungen. Obwohl heute solche Aufgaben
hauptséchlich durch zweidimensionale NMR-Experimente geldst werden, bleiben die
klassischen ,Karplusbeziehungen“ auch weiterhin wichtig fur Molekile mit vielen
konformationellen Freiheitsgraden (im einfachsten Falle handelt es sich hier quasi
»Sektorenweise” um ethandhnliche Rotatoren).

Fur biorelevante Verbindungen, die in der Regel mehrere protolytisch aktive Gruppen
enthaten, ist zudem die Untersuchung pH-abhangiger Konformationsanderungen von
Interesse [219][13].

Da die Rotation um eine C—C-Einfachbindung in der Regel schnell in der NMR-Zeitskala
verlauft, sind aus den Spektren nur rotationsgemittelte NMR-Parameter, also auch die
mittleren vicinalen Kopplungskonstanten <*J.4> zuganglich. Diese sind in zweierlei
Hinsicht gemittelt, denn die dynamische Mittelung findet einerseits tber alle Protolyse-
spezies, andererseits Uiber alle Rotamere statt.

In den nachfolgenden Kapiteln werden Ansétze dargestellt, mit denen die Rotameren-
verteilung von 1,2-disubstituierten und 1,1,2-trisubstituierten Ethanen nur aus <*Ju>-
Kopplungskonstanten, d.h. ohne anschlieRende Geometrieoptimierung ermittelt werden
kann. In Kapitel 6.5 werden aus den pH-abhdngigen Rotamerenanteilen die fir jedes

Rotamer individuellen Dissoziationskonstanten berechnet.

6.2 Karplusbeziehungen

Nach Valence Bond-Rechnungen hat Karplus 1959 die Abhangigkeit der vicinalen Jyy-
K opplungskonstanten vom Diederwinkel der koppelnden Kerne f abgeleitet [214]:
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33y () = Acos?f +Bcosf +C (6.2)

Hierin sind A, B und C empirische Fitparameter. Die Karplusfunktion 6.1 wurde spéter
auch fur heteronukleare Kopplungskonstanten parametrisiert (siehe die Kapitel 6.2.2 und
6.2.3).

6.2.1 Karplusgleichungen fir *Jy

Spétere, eingehende Untersuchungen flihrten zum Schluss, dass die vicinale Kopplungs-
konstante 3Ju auler durch den Diederwinkel auch durch andere Faktoren, wie z. B. von
der Bindungslange oder dem Bindungswinkel [215], am stérksten jedoch von den Elektro-
negativitéten [216] und der rédumlichen Anordnung der Ethansubstituenten [217][224]
beeinflusst wird. Zur Berlicksichtigung dieser Effekte wurde die Karplusgleichung 6.1 um
empirische Glieder erweitert (fir eine LiteraturUbersicht siehe [217] und [221]). Weitere
Einfllsse, wie etwa Ldsungsmittel effekte oder der Protonierungszustand der Substituenten
wurden erst kiirzlich untersucht [218][219][221], und diese bilden einen Schwerpunkt der
hier vorgelegten Arbeit. Im Folgenden werden jene Karplusbeziehungen dargestellt, die fir
diein dieser Arbeit untersuchten Molekiile relevant sind.

Der dlteste Ansatz zur Berilicksichtigung der Elektronegativitdt ¢ der Ethansubstituenten
stammt von Abraham und Gatti [229]. Nach diesem Modell kénnen nur vicinae
Kopplungskonstanten der kanonischen Rotamere von 1,2-disubstituierten Ethanen
berechnet werden. Diese Beziehung stellt streng genommen keine allgemeine

Karplusgleichung dar:

*Ju =R +Py(ci+Cy) (6.2)
Hierin bedeuten P; empirische Konstanten, die fir die kanonischen Rotamere spezifisch
sind (siehe unten). ¢, und c, représentieren die Huggins-Elektronegativitéten [231] der

an das Ethanskelett gebundenen Substituentenatome.

Nach der semiempirischen Gleichung von Haasnoot und Altona[217]

() = Roos’f +Pycost +Py+§ D[P +Rcos’(sf +RIDc;)|  (63)
i

werden die Substituenten bereits tiber Gruppenel ektronegativitdten Dc; charakterisiert:
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DCi :Dca-Subs. _ P7é chb-Subs. (6.4)
i

Dc - hezeichnet die auf Wasserstoff bezogene Elektronegativitét des unmittelbar an
das Ethanskelett gebundenen Atoms und Dc }"S“bs" digjenigen der um eine Bindung weiter
liegenden Atome. Auch die réumliche Abfolge der Ethansubstituenten wird durch deren
Vorzeichenfaktoren s =+1 berlicksichtigt, sie sind +1 fUr Substituenten mit im
Uhrzeigersinn ,, positiver* Stellung und —1 fiir in diesem Sinne , negative’ Substituenten
(siehe Abbildung 6.11).

Abbildung 6.11: Definition ,,positiver und , negativer Ethansubstituenten in den Haasnoot-Altona
Modellen [217][221]

Die Fitparameter Py bis P; werden in [217] tabellarisch angegeben. Mit unterschiedlichen
Parametersétzen fir di- und trisubstituierte Ethane (Modelle C und D in [217]) wurde eine
bessere Ubereinstimmung mit dem Experiment erzielt (rms-Wert fir Modell C: 0,37 Hz,
fir Modell D: 0,48 Hz) as mit einem globalen Parametersatz (Modell B mit einem rms-
Wert von 0,48 Hz) [217].

In Gleichung 6.3 wird implizit angenommen, dass die Beitrége der Ethansubstituenten zur
K opplungskonstante *J. additiv sind. Theoretische sowie experimentelle Befunde zeigen
jedoch, dass diese Voraussetzung nur néherungsweise erfullt wird [220][221]. Der Effekt
der Elektronegativitét auf 3J,, kann von anderen Einfliissen isoliert studiert werden,
indem man vicinale Kopplungskonstanten von monosubstituierten Ethanen CH3;—CHx—X
untersucht [220]. Infolge der freien Rotation der Methylgruppe entfallen die cos(f )- und
cos’(f )-Terme in der Karplusgleichung 6.1, somit wird die gemessene K opplungskonstante
<),y > dleich der Karpluskonstante C. Es wurde festgestellt, dass keine hislang
definierte Skala fur Gruppenelektronegativitéten in der Lage ist, die vicinalen Kopplungs-

konstanten innerhalb der heute erreichbaren Messgenauigkeit (ca * 0,03 Hz)
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wiederzugeben [220]. Die Einfuhrung einer neuen, empirischen | -Skala und Beriick-
sichtigung der Wechselwirkung der Substituenten durch einen Kreuzterm | 1l ; nach der

Gleichung

<BJyp >=Cpo +Coa(l 1 +1 2) +Coro(l 4l 2) (6.5)

verbessert die Ubereinstimmung mit dem Experiment wesentlich. Von Altona et al. wurde
eine rms-Abweichung von 0,018 Hz fir 93 mono- und 1,1-disubstituierte Ethane erzielt
[220]. Durch Gleichung 6.5 kénnen Gruppenelektronegativitdten | fir verschiedene
Protonierungsgrade der betreffenden Gruppen berechnet werden [221]. Mit derart
abgeleiteten | -Substituentenkonstanten wurden dann die finf P-Parameter der Haasnoot-

Altona-Gleichung 6.3 erneut angepasst [221],

() = Roos?f +Pycosf +R+ 1i[R+ R cos(sf + Rl )] (6.6)

Somit wurde die erste, speziell fur wasserige Lésungen optimierte Karplusgleichung
erstellt.

Die Dissoziation einer Gruppe kann deren Gruppenelektronegativitat (induktiver Effekt),
deren Raumerfillung [166] und deren Tendenz zur Wasserstoffbriickenbildung beein-
flussen. Diese Anderungen sollten im Prinzip die | -Konstanten widerspiegeln. Fiir die
meisten funktionellen Gruppen wurde festgestellt, dass die durch Dissoziation bewirkte
Anderung der Substituentenkonstanten weniger als + 0,03 | -Einheiten betragt. Lediglich
bei der Aminogruppe wurde ein signifikanter Unterschied festgestellt: es gelten | = 0,82
fir - NH3 und | =1,10 fir - NH,, [221].

Eine Besonderheit der | -Elektronegativitétsskala liegt darin, dass aus der gemessenen
<%J,4 > Kopplungskonstante einer CHs—CH»—X Modellverbindung die | -Konstante der
neuen Gruppe X abgeleitet werden kann [221]:

_7,755- <8y >

6.7
0,529 ©7)

I'x
In der vorliegenden Arbeit wurden die | -Werte der —P(CH3)(O)(OH) und —P(CH3)(0O)(O)
Gruppen in dieser Weise zum ersten Ma ermittelt. Als Modellverbindung dient dazu die
P-Ethyl-P-methylphosphinséure 3. Die Spinanalyse des H-Spektrums bei pD » 0 liefert
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<)y > = 7,740 Hz (siehe Kapitel 8.3.1.1), woraus fiir die P(CH3)(O)(OH)-Gruppe
| =0,029 resultiert. Im alkalischen Bereich wird <3J,,, > = 7,744 Hz verzeichnet, daraus
ergibt sich | =0,021 fir die P(CH3)(O)(O)-Gruppe. Mit Hilfe dieser Zahlenwerte werden
in Kapitel 6.4.2 und 6.4.3 verbindungs- und dissoziationsspezifische Karpluskurven fir 3-
(P-Methylphospinoyl)propanséure 5 berechnet.

6.2.2 Karplusgleichungen fir %Jcy

Eine Karplusgleichung fiir heteronukleare 3J,, Kopplungskonstanten wurde von Fujiwara
et al. [232] abgeleitet. Die eindeutige Zuordnung von diastereotopen Methylenprotonen
und die anschlief’ende Konformationsanalyse der meisten Aminosduren und Peptiden ist
im Generalfall nur unter simultaner Betrachtung der 3Jy,- und 3Jg,- Kopplungs-

konstanten maoglich [225].

6.2.3 Karplusgleichungen fir *Jpp

Grossmann und Mitarbeiter haben die Abhangigkeit der *Jp -K opplungskonstante vom P—
C—C—P Diederwinkel f in 1,2-Bisphosphonséuren und ihren Derivaten studiert [234]. Eine
gute Anpassung der Karpluskurve an die experimentellen Daten war erst durch Einfiihrung

eines cos3f - Terms moglich:

3Jpp(f ) = B + P, cosf +Pycos2f + P, cos3 (6.8)

Fur die Bisphosphonsaduren, deren Salze und Ester wurden unterschiedliche P-Parameter-
sétze erhalten [234].
Karplusgleichungen fur 1,2-Bisphosphinsduren sind in der Literatur nicht auffindbar.

6.3 Kontinuierliche Beschreibung der Rotamerenverteilung

Zur heutigen Zeit sind zwei Ansétze bekannt, mit denen die kontinuierliche Verteilung
(Wahrscheinlichkeitsdichte) der Konformere um eine C-C-Rotationsachse aus dyna-
mischen <3J>-Kopplungskonstanten rekonstruiert werden kann. Da im Folgenden nur
vicinale Kaopplungskonstanten behandelt werden, wird der hochgestellte Index 3 in <3J>

weggel assen.
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6.3.1 Rotamerenanalysenach Lin

Der erste Ansatz wurde Ende der 60er Jahre von Wei-Chuwan Lin entwickelt
[235][236][237]. Fir die einfache Durchfiihrung der Methode werden im Arbeitskreis von
G. Hégele seit 1977 Programme erstellt [238][239][240][241].

6.3.1.1 Rotamerenanalysevon 1,2-disubstituierten Ethanen nach Lin

Abbildung 6.12: Definition des Diederwinkelsy und des Karpluswinkelsf fir di- und trisubstituierte
Ethane zur Linschen Rotamerenanalyse mit den Programmen LIN_IT_1 und LIN_IT_2 von G. Hagele [241]

Abbildung 6.12 verdeutlicht den Unterschied zwischen dem Diederwinkel y der X,Y-
Substituenten und den ,, Karpluswinkeln® f 13 und f 25. Fir 1,2-disubstituierte Ethane gelten

folgende Phasenverschiebungen fur diese Winkel:
fe=y und fiz=y -120° (6.9)
Zur Beschreibung der Rotation um die zentrale C-C-Bindungsachse wird nach Tabacik

[243][244] und Lin [235][236][237] die Potentiafunktion E(y) vom Gwinn-Pitzer-Typ
[242] verwendet:

Egr) =a >xcos(3 ) + b >cosly ) (6.10)

Hier beschreibt a die Rotationsbarriere im Ethan und wird mit Kenntnis von Literaturdaten
zu 2,5 gesetzt [235]. b gibt die Wechselwirkung zwischen den Substituenten X und Y
wieder und ist fir jedes Substituentenpaar X,Y einzeln zu ermitteln wie folgt.

Die Karplusgleichung 6.1 wird nach Lin neu parametrisiert:

Jin = Ay 208’ (f ) + By >cos(f ) +Cyy (6.11)
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Fur zahlreiche aliphatische Verbindungen gilt mit guter Ndherung Cpyy=0 und aus
Literaturvergleichen folgt nach Lin By, / Ay =- 0.1 [235]. Damit |&sst sich die Karplus-

gleichung 6.11 umschreiben zu:

Jun(f) = Aun >cos(f ) >[cos(f ) - 0] (6.12)

So muss aul3er b jeweils noch der Wert Ay, ermittelt werden, um eine Karpluskurve zu
erhalten, die dann fir das Substituentenpaar X,Y spezifischist.

Die Haufigkeit der einzelnen Rotamere wird von der Boltzmannverteilung abgel eitet:

Ey)

. Ey
Hy)=e T (6.13)

Die observable Kopplungskonstante <Jy> ergibt sich damit zu:

2
Olm)H(y )dy

<‘]HH >=0 (614)

%p

giy)dy
0

Aus den Messdaten <J;3> und <J3> werden nun die Kombinationen <N> = <Jj3> + <Jp3>
und <L> = <J;3> — <J3> gebildet, deren Quotient den folgenden Ausdruck liefert:

360°
JIny +120°)- 3,0 )HE ) dy
<L> :<J13>- <J23>:f:0

<N> <J.>+<3,> %% o (619
Bl +120°)+ 3,0 ) HE ) dy

f=0

Diese Gleichung enthélt noch zwei Unbekannte, Ay und b, die sich jewellsin den Termen
Jun(f) und H(y) verbergen. Auy l&sst sich aber durch Normierung der Karplusgleichung

6.12 eliminieren:
@) cos(f ) {cos(f ) - 1] (6.16)
A
Gleichung 6.16 wird somit Funktion eines einzigen Unbekannten b, die sich mit dem

Programm LIN_1 IT von G. Hagele [241] einfach berechnen lasst.
Im letzten Schritt wird Ay aus dem experimentellen <N>-Wert ermittelt:
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360°

<N>xH ) dy
A =5 (6.17)
JIuly +120°)+ 3,6 ) HE ) dy

In dieser Weise ist eine verbindungsspezifische Karpluskurve erhdltlich, die das wahre

Verhalten des Rotators besser wiedergibt.

6.3.1.2 Rotamerenanalyse fur 1,1,2-trisubstituierte Ethane

Die Potentialkurve eines 1,1,2-trisubstituierten Ethans enthélt bereits einen dritten Term:

% =a cos(3y )+b cosly ) +gcosly +240°) (6.18)

Es wird nun angenommen, dass der fir die Modellverbindung X—CH—-CH_-Y erhaltene b-
Wert die X-Y Wechselwirkung auch im trisubstituierten Rotator X-CH,-CH-YZ
beschreibt [21][236][237]. g charakterisiert die Wechselwirkung von X mit dem neu
eingefiihrten Z und mussin jedem Fall einzeln ermittelt werden.

Da im Rahmen dieser Arbeit keine trisubstituierten Systeme nach Lin behandelt werden,

sei auf die detaillierte L&sung nur hingewiesen [21].

6.3.2 Die, CUPID"-Rotamerenanalyse

Da die Haufigkeitsverteilung der Rotamere H(y) eine periodische Funktion des
Diederwinkels y darstellt, kann sie durch eine abgebrochene Fourierreihe angenghert
werden [245]:

H(y):HO+éN‘An>cos(nf)+éN‘ B, >sin(nf ) (6.19)
n=1 n=1

Vorausgesetzt, dass um eine Rotationsachse mindestens 2N vicinale Kopplungskonstanten
beobachtet werden und fir jede Kopplung die entsprechenden Karplusgleichungen bekannt
sind, kénnen die Koeffizienten A, und B, durch multiple lineare Regression berechnet
werden [245]. Da die CUPID-Methode in der vorliegenden Arbeit mangels hinreichend
vieler heteronuklearer Kopplungskonstanten nicht einsetzbar ist, sei auf die einschlégigen
Literaturstellen nur hingewiesen [245][246][247].
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6.4 Die kanonische Rotamer enanalyse anhand von 3J,;-
Kopplungskonstanten

In der kanonischen Naherung wird die kontinuierliche Rotamerenverteilung auf drei
diskrete, gestaffelte Rotamere mit f .y = 60°, 180° und 240° eingeschréankt. Im Folgenden
werden die Rechenwege mit jeweils einem Beispiel dargestellt, die die Populationen der
kanonischen Rotamere aus dynamisch gemittelten <3Jyy>-Werten liefern (der hoch-
gestellte Index wird weiterhin weggelassen). Alle hier diskutierten Berechnungen wurden

am neu entwickelten Excel-Datenblatt , Rotamerenanalyse.xls* durchgefihrt.

6.4.1 Rotamerenanalyse von 1,2-disubstituierten Ethanen mit
aquivalenten gauche-Rotameren

Die zwitterionische Spezies von b-Alanin stellt die einfachste Modellverbindung fur einen
ethandhnlichen Rotator mit geladenen Gruppen dar. Aus diesem Grund war sie in den
letzten funf Jahren Gegenstand mehrerer theoretischer und *H-NM R-spektroskopischer
Studien [248][249].

coo~ coo” coo”
“H H? HaN' H? 3y NH3
H H? iy H2 H H2
NH3 He H*
Rotamer t Rotamer g Rotamer g¢

Abbildung 6.13: Kanonische Rotamere des zwitterionischen b-Alanins 8

Abbildung 6.13 zeigt die drei kanonischen Rotamere um die zentrale C—C-Bindung. Diese
Rotamere werden der Nomenklatur von Martin [228] folgend durch t (trans) und g
(gauche) bezeichnet. Die Rotamere g und g¢sind symmetriedquivalent und energiegleich,

somit werden sie &quipopuliert, py = pgs Die Rotamerenanteile sind auf 1 normiert:
PttPgtPg=p+2pg =1 (6.20)
In der meist detaillierten Form der Rotamerenanalyse werden fir jedes Rotamer

individuelle Kopplungskonstanten eingefihrt. Diese lauten

fUr Rotamer t: J14 = J23 = J‘G und J13 = J24 = JtT
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und fir Rotamer g~ Juu=Jg, J13= Jg 2, Jo3 = Jg 0, Joa = Jg 0.

Der hochgestellte Index T (trans) oder G (gauche) zeigt die Stellung der koppelnden
Protonen (in der deutschen Fachliteratur werden die Bezeichnungen anti und syn
verwendet). Der tiefgestellte Index g weist auf das betreffende Rotamer hin.

Die mit ,Rotamerenanalysex|s* berechneten Rota-Kopplungskonstanten von b-Alanin
sind in Tabelle 6.9 aufgefihrt.

a 38 aT 3613 3623 3624
9 9 9 9

Abraham, Gatti 13,10 4,91 13,08 3,63 2,37 3,63

Haasnoot B 12,87 3,38 12,87 3,38 2,51 251

Haasnoot C 13,52 3,52 13,52 3,59 2,52 2,98

Altona 13,73 4,02 13,73 3,81 2,98 3,20

Tabelle 6.8: Nach verschiedenen Karplusgleichungen berechnete Rota-K opplungskonstanten [Hz]
fir das b-Alanin Zwitterion

Sind die Rotamere g und g¢symmetriedquivalent, so miissen die observablen dynamischen

K opplungskonstanten paarweise gleich sein:

15> =<0 > = p AT+ pIS+ pgdGP = p AT+ py(IGE+ 3T (62D)

<y >=<%53>= pIC + Pydg + Py dg” = PIC + Py (Jg + 3570 (6.22)

Von diesen Werten ausgehend lassen sich die unbekannten Rotamerenanteile pg und p; auf

zwei Wegen berechnen.

6.4.1.1 Rechenweg 1. das N-Wert-Modell

Die Berechnung nach Abraham et al. [229][230] basiert auf dem experimentellen <N>-
Wert, <N>=<J;3>+<Jy,>. Wenn das [AB].-Spinsystem eines 1,2-disubstituierten
Ethans ein linienarmes, ,, deceptively simple’ Spektrum aufwelst, ist daraus anstelle von
<Jy3> und < Jy, > nur <N> oder der Durchschnittswert <Jag> = <N>/2 erhdltlich.

Der kirzeren Schreibweise halber werden N-Werte auch fur die einzelnen Rotamere

eingefhrt:
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N, =J7 +J8 (6.23)

Ng =0,5(Jg +Jg 2+ 5% +35%) = Ny (6.24)

Addieren der Gleichungen 6.21 und 6.22, Eliminierung von p; aus der Normierungs-

bedingung 6.20 und Umstellen auf die Unbekannte 2p, fuhrt zu folgendem Ausdruck:

<N>-N
+ Py =2pPy =——— 6.25
Pg * Py = 2Py Ny - N, (6.25)
Der Antell des trans-Rotamers ergibt sich durch:
N,- <N >
=1-2p;=—2——— 6.26
Py Py Ny~ N, (6.26)

6.4.1.2 Rechenweg 2: das, Mittelwertmodell*

Sind sowohl <J;3> as auch <J,, > experimentell zuganglich, erdffnet sich der
Rechenweg nach Gregorie et al. [248]. Die trans-Population wird aus <Jy3 > durch
Kombinieren der Gleichungen 6.21 und 6.22 ausgedriickt:

2<Jl3>_(\]gels+‘]gezs)

aus< Jiz3>) = 6.27
P ( 13 >) 207 - (IS +15%) (6.27)

Aus der Kopplungskonstante <3J,, > |eitet sich ein anderer Wert fiir p; ab:

2< 314 >-(Ig +I5%)
aus< Jy >) = 6.28
pe( 14>) 236 - (3] +I5%) (6.28)
Als Ergebnis wird der Mittelwert der beiden trans-Anteile genommen:
aus<J;3>)+ p(aus<dy >

P = P ( 13 >) + Pe( 1a >) (6.29)

2

6.4.1.3 Vergleich der beiden Rechenwege

Fir das b-Alanin Zwitterion wurden bei 60 MHz die Kopplungskonstanten <J;3>=

6,84 Hz und <J:1,> = 6,52 Hz gemessen [229]. Von diesen Daten ausgehend wurden in der
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vorliegenden Arbeit Rotamerenanteile mit dem Linschen Ansatz (Kapitel 6.3.1.1), dem
kanonischen N-Wertmodell und dem Mittelwertmodell berechnet. Die somit erhaltenen

trans-Anteile sind in Tabelle 6.9 angefiihrt.

N-Wert-Modell Mittelwertmodel |
Karplusgleichung o) praus <Ji3> | praus <Jy > | gemittelte py
Abraham-Gatti 0,30 0,34 0,43 0,38
Haasnoot-B 0,49 0,39 0,27 0,33
Haasnoot-C 0,39 0,36 0,33 0,34
Altona 0,25 0,33 0,42 0,38
Lin 0,36 - - -

Tabelle 6.9: Nach verschiedenen Ansétzen berechnete Rotamerenanteile
fir die zwitterionische Form von b-Alanin 8

Bei der statistischen Verteilung der Rotamere gébe es p; = 0,333. Die Ergebnisse nach dem
N-Wertmodell fur b-Alanin machen deutlich, dass die verschiedenen Karplusmodelle
dieses Zwitterion stark unterschiedlich beschreiben. Die p-Werte aus <J;3> und <Ji14> sind
zwar im Einklang mit denen von Gregorie et al. [248] unterschiedlich, deren Mittelwerte
stimmen aber unter den verschiedenen Karplusmodellen und mit dem Ergebnis der
Linschen Rotamerenanalyse auf +2% Uberein. Im weiteren Verlauf der Arbeit werden
deshab die durch das Mittelwertmodell erhaltenen Rotamerenanteile aufgelistet und
diskutiert.

6.4.2 Rotamerenanalyse von 1,2-disubstituierten Ethanen mit
nichtaquivalenten gauche-Rotameren

Wenn die Ethansubstituenten weitere Rotationsachsen enthalten oder einen chiralen Rest

tragen, beeinflusst auch ihre Orientierung den Energieinhat der drei kanonischen

Rotamere. Aus diesem Grund werden die beiden gauche-Rotamere nicht mehr aquivalent,

esgiltim Allgemeinen pyt pg.

Als Beispid hierfir dienen die kanonischen Rotamere von Phosphinothricin 6 um den

Diederwinkel c, (siehe Abbildung 6.14). Im Folgenden wird der Einfachheit halber die fir
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die Zuordnung verwendete Nummerierung der betreffenden Ethanprotonen H?, H%, H* und

H® behalten.
e ¢ CH(N)(C) CH(N)(C) CH(N)(C)
1 2

Ht 2 4 o H* H° P HY S P

Il

HOOC—(Iia-(Iia-(IZ—PLOH
3 3 3
NH, H® H® CHS H R K H
P H5 HA

Rotamer t Rotamer g Rotamer g¢

Abbildung 6.14: Strukturformel und kanonische Rotamere von Phosphinothricin 6 am Diederwinkel c,

Die rotamerenspezifischen Kopplungskonstanten lauten in diesem Fall:
Joa=Jdas= &, Jaa=Js= J,
Joa=Jg , Jo5= 3§, Jes =I5, Jas =I5,

Jis =I5, Jaa = I§H, Joa = 357, I = I G0

fir Rotamer t:

flr Rotamer g:

und fur Rotamer g&

Fir die kanonischen Rotamere von Phosphinothricin wurden nach verschiedenen

Karplusmodellen die in Tabelle 6.10 angefiihrten individuellen Kopplungskonstanten

berechnet.

Karplusgleichung| 37 | 38 | Jg =Jg | Jg® =35 | 35¥ =35 | 35 =357
Abraham, Gatti | 13,89 | 434 | 13,62 4,48 3,66 4,48
Haasnoot B 14,88 | 298 | 14,88 201 319 325
Haasnoot C 16,36 | 249 | 16,36 247 335 337

Tabelle 6.10: Nach verschiedenen Ansatzen berechnete rotamerenspezifische K opplungskonstanten [Hz]
fur die c,-Rotamere von Phosphinothricin 6 bei pHD =6,12

Es gelten nun folgende Zusammenhénge zwischen den dynamischen und den rotameren-

spezifischen Kopplungskonstanten:

<2 >=pdE + pgdg + Pydg” (6.30)
<Jps >= pd{ + pgdg? + pgdg (6.31)
<3y >=pdy + pgdS + pgdg (6.32)
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<Jgs>= pIC + pgdg™ + pgdg (6.33)

Diese vier Gleichungen stellen mit der Normierungsbedingung 6.20 ein Uberbestimmtes
System fur die drei Unbekannten py, py und pye dar. Die Rotamerenanteile werden deshalb
einerseits aus < J,, > und < J,5 >, andererseits aus < Jg, > und < Jgzs > berechnet und
anschliefend die Mittelwerte gebildet.

Die gemessenen Kopplungkonstanten von Phosphinothricin im physiologischen Bereich
ergeben sich aus dem 500,13 MHz 'H-NMR-Spektrum zu <Jp> = 11,84 Hz, <Jps>=
5,06 Hz, <J3>=4,95Hz und <Js>=11,86 Hz (siehe Kapitel 8.3.4.2). Aus diesen
Messdaten wurden mit ,Rotamerenanalysexls’ die in Tabelle 6.11 aufgefihrten
Populationen erhalten.

Es ist bemerkenswert, dass der aus <J,»> und <J,5> resultierende gauche-Anteil nahezu
gleich der aus <J3,> und <Jss> berechneten gauche¢Population ist. Die Rotamere g und g¢

kénnen somit nicht unterschieden werden.

aus < Jy, > und < Jyg > aus < Jgu > und < Jgg >
Karplusgleichung 83 Py Poe P Py Pge
Abraham, Gatti 0,78 0,09 0,13 0,78 0,14 0,08
Haasnoot B 0,74 0,17 0,08 0,75 0,09 0,16
Haasnoot C 0,66 0,18 0,16 0,67 0,17 0,17

Tabelle 6.11: Nach verschiedenen Ansétzen berechnete Populationen der c,-Rotamere von
Phosphinothricin 6 bei pH® = 6,12

6.4.3 Rotamerenanalysevon 1,1,2-trisubstituierten Ethanen

Die kanonische Analyse eines trisubstituierten ethanghnlichen Rotators wird am Beispiel
des Phosphinothricins 6 am Torsionswinkel ¢, dargestellt. Die drei Rotamere in Abbildung
6.15 werden nach Martin [228] durch t (trans), h (hindered) und g (gauche) gekenn-

zeichnet.
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CoOo~ CoOo~ CoOo~
H2 H® He C(P) (P)C He
+ + +
H3N H* H3N HY H3N H*
cpP) H? H?
Rotamer t Rotamer g Rotamer h

Abbildung 6.15: Kanonische Rotamere von Phosphinothricin 6 am Torsionswinkel ¢,

Die Normierung der Rotamerenanteile py, pg und pr lautet:

P+ Py + Pn =1 (6.34)

Insgesamt sechs individuellen Kopplungskonstanten konnen abgeleitet werden. Sie lauten

fur Rotamer t; Jp= 38, 313= 3],
fur Rotamer g: Jo=Jy, 3= Jg,
und fur Rotamer h: Jio = Jr?l, Jiz= Jr?z.

Diese Konstanten werden mit den bereits erwghnten Karplusgleichungen berechnet. Die
mit ,, Rotamerenanalyse.xIs* fur Phosphinothricin erhaltenen Werte sind in Tabelle 6.12
angefiihrt.

Auf Grund der Kopplungskonstanten von Modellverbindungen bekannter Konformation
[222][223] wurden von Pachler [224], Hansen [225] und Martin [228] Standardwerte fur
gauche- und trans-Kopplungskonstanten fur a-Aminosduren und Peptide abgeleitet, die
auch fir Phosphinothricin einsetzbar sind (die Zahlenwerte siehe in Tabelle 6.12). Diese
Konstanten seien von der jeweiligen Seitenkette der Aminoséure unabhangig und deren

Anwendung entspricht den folgenden vereinfachenden Annahmen:

JT=30 =3 (6.35)

6 =38 =35 =35 =08 (6.36)
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Karplusgleichung Je 37 J§ Jg Jet Je?
Hansen 2,56 13,60 2,56 13,60 2,56 2,56
Martin 2,40 13,30 2,40 13,30 2,40 2,40
Haasnoot B 2,58 12,10 2,58 12,10 3,25 325
Haasnoot D 2,85 11,80 2,62 11,80 3,39 3,63

Tabelle 6.12: Nach verschiedenen Ansétzen berechnete, rotamerenspezifische Kopplungskonstanten in [Hz]
fr Segment ¢, in Phosphinothricin 6

Die messharen dynamischen Kopplungskonstanten werden durch folgende Ausdriicke

beschrieben:

<Jpp >= IS+ pgdg + Pdst (6.37)

<Ji3>= pd{ +pgdgs + prds” (6.38)

Die drel unbekannten Rotamerenanteile kdnnen aus dem linearen Gleichungssystem aus
den Gleichungen 6.34, 6.37 und 6.38 eindeutig berechnet werden [228]. Die Berechnungen
mit ,, Rotamerenanalyse.xIs* fur Phosphinothricin lieferten die in Tabelle 6.13 aufgelisteten
Werte. Hier kann eine gute Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Karplus-

modellen beobachtet werden.

Karplusgleichung Pt Py Ph

Hansen 0,37 0,23 0,40
Martin 0,39 0,24 0,37
Haasnoot B 041 0,24 0,36
Haasnoot D 0,40 0,22 0,37

Tabelle 6.13: Nach verschiedenen Ansétzen berechnete Rotamerenanteile fur die c,-Rotamere von
Phosphinothricin 6

6.4.4 Rotamerenanalyse an mehreren Segmenten

Nach der segmentspezifischen Analyse wird nun die Gesamtkonformation von Glufosinat

betrachtet. Wie Abbildung 6.14 zeigt, lassen sich neun Rotamere ableiten: tt, tg, tg¢ usw.
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Hierbei reprasentiert der erste Buchstabe die Konformation am Segment ¢, und der zweite
den Rotationszustand am Segment c..

Wenn die Rotation um die beiden Torsionsachsen nicht korreliert ist, ergibt sich die
relative Haufigkeit eines Konformers as Produkt der beteiligten segmentspezifischen

Rotamerenanteilen, z. B.

Prg = Pr > Pg (6.39)

Aus den segmentspezifischen Anteilen in den Tabellen 6.13 und 6.11 kénnen in dieser

Weise diein Abbildung 6.14 dargestellten Popul ationen berechnet werden.

01/02

t

tt 29%

HH H

H H
ot 18% gg 3% gg¢ 3%

h N CH H

H H
ht 26% hg 5% hgt 5%

Tabelle 6.14: Ensemble der kanonischen Rotamere von Phosphinothricin 6
N, C, und P bezeichnen die Substituenten NH5*, COO™ und P(CH3)(0)O™ bei pH® = 6,12

Enthdlt das betrachtete Molekil n ethandhnliche Segmente, steigt die Anzahl der

kanonischen Rotamere auf 3" an.
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6.5 Berechnung rotamerenspezifischer Dissoziationskonstanten

Aus den pH-abhéngigen vicinalen Kopplungskonstanten kann eine pH-abhéngige
Rotamerenverteilung abgeleitet werden. Bei bestimmten pH-Werten treten jedoch mehrere
Protolysespezies HiL nebeneinander, eventuell auch in Form tautomerer Mikrospezies auf,
und tragen nach deren jeweiligen Molenbriichen X zu den Rotamerenanteilen bei (siehe
die nachfolgende Gleichung 6.46).

Das Zidl ist es nun, die Rotamerenverteilung eines Liganden in wohldefinierten Dissozia-
tionszusténden zu charakterisieren.

In Abbildung 6.16 werden simultane Protolyse- und Rotamerengleichgewichte einer
einbasigen Sdure YCH-CHX-COOH dargestellt. Die Aciditét der individuellen Rota-
Spezies, Ht, Hg und Hh wird nach Noszal [13][251] wie folgt charakterisiert.

Bel jedem pH-Wert gilt fur die Totalkonzentration der Neutralsdure HL die folgende

Bilanzgleichung:

cly =[HL]+[L"] (6.40)

Die Konzentrationen der Protolysespezies HL und L~ setzen sich aus den Beitrdgen der

einzelnen Rotameren zusammen:

[HL] =[Ht] +[Hg] +[Hh] (6.41)
[L]1=[t']+[g ]+[h"] (6.42)
Die Dissoziationskonstante trans-Rotamers Ht ist somit definiert als:

K, = “&EEW (6.43)
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Dissoziation von HL

x K x i
HOOC*C“,H%C“,H*Y ’oocf(‘:H%(‘:H—Y
Hl H3 Hi H3
HL L
Dissoziation der Rotamere von HL
COOH [elelel
W He |<t H? He
X H* X H*
Y Y
Ht t
COOH coo
He Y Kg He Y
X H* X H*
H2 H2
Hg g
COOH coo
% H Kh H2 He
X H X H
H® \4
Hh h

Abbildung 6.16: Dissoziationsschema einer einbasigen Séure HL und deren drei kanonischen Rotamere

Der Anteil des Rotamers Ht unter allen monoprotonierten Rotameren Ht, Hg und Hh gibt

den speziesbezogenen Rotamerenanteil fiy; an:

[H] LU

g = (6.44)
[Ht] +[Hg] +[Hh]  [HL]
Fir die deprotonierte Rota-Speziest™ gilt anal og folgende Gleichung:
[t] -l (6.45)

CTIeT+ T+ T IO
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Es gibt wesentliche Unterschiede zwischen speziesbezogenen und ,,bulk* Populationen.
und f. sind pH-unabhéngige Grofden. Dies gilt fir den brutto trans-Anteil p, nicht mehr,

denn er umfasst alle trans-Rotamere, unabhangig vom Protolysezustand:

Pt(PH) = e > X (PH) + fi- X (pH) (6.46)

Die Gleichungen 6.43 bis 6.46 werden fur die gauche- und hindered-Rotamere sinngemaf}
modifiziert.

Fur die speziesbezogenen Rotamerenanteil e gelten folgende Normierungsbedingungen:

fue + fug + fun =1 (6.47)

fo +f + 1. =1 (6.48)

Nun erhebt sich die Frage, wie die speziesbezogenen Rotamerenanteile aus den Messdaten
abgeleitet werden. Als Anhaltspunkte dienen die bekannte Makrokonstante pK, die pH-
Werte und die pH-abhéngigen dynamischen Kopplungskonstanten <J;»> und <Ji3>. Es
bieten sich im Prinzip zwei Rechenwege an.

Nach einem bereits verdffentlichten Ansatz [13][251] werden aus <Jio> und <J;3> fir
jeden pH-Wert die Rotamerenpopulationen p, py und py errechnet. Dain einer sehr aciden

bzw. alkalischen Lésung dominant nur HL bzw. L™ vorliegt, gelten mit guter Naherung:

fue € p; (imaciden Grenzfall) (6.49)

f. € p, (imalkalischen Grenzfall) (6.50)

Im mittleren pH-Bereich versetzt die Kenntnis der Aziditatskonstante K uns in die Lage,
die Molenbriiche x,,, und x_. an jedem Punkt der Titration zu berechnen. f., und f,.
sind dann als lineare Koeffizienten der Gleichung (6.46) durch lineare Regression
erhétlich.

In der vorgelegten Arbeit wurde eine allgemeinere Rechenmethode entwickelt. Als Erstes
werden fir jeden pH-Wert die Molenbriiche x, und x. berechnet. Darauf folgt die
Berechnung der in Kapitel 3.1 eingefiihrten individuellen Kopplungskonstanten der

Makrospezies, Jyy 15, iy 13, Ji- 1o Und J;- 3. Dieses Problem ist mathematisch vallig
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analog zur in Kapitel 3.5 geschilderten Berechnung der ionenspezifischen chemischen

Verschiebungen, somit kénnen die gleichen Auswerteprogramme, wie z. B. MULTINMRPK

eingesetzt werden.

Im néchsten Schritt werden die ionenspezifischen Kopplungskonstanten an Stelle der

dynamisch gemittelten <J>-Werte in die Gleichungen 6.37 und 6.38 eingesetzt. Die

Losung des linearen Gleichungssystems aus den Gleichungen 6.34, 6.37 und 6.38 liefert

unmittelbar die speziesbezogenen Rotamerenanteile iy, frg und fin.

Wenn die f-Populationen fiir beide Dissoziationsstufen bekannt sind, kénnen die pK-Werte

der individuellen Rotamere (Rota-Dissoziationskonstanten) wie folgt berechnet werden

[13]. Kombinieren der Gleichungen 6.43, 6.44 und 6.45 fihrt zu den folgenden

Beziehungen:

Kt:fLK, Kg:fiK und Kh:fLK (6.51)
fra Hg fhin

Die Umstellung und Addition dieser Gleichungen liefert den Zusammenhang der brutto

und rotamerenspezifischen Dissoziationskonstanten:

fuKe + fugKg + funKn = (i + g + . )K =K (6.52)

Zum Abschluss werden die Molenbriiche der Rota-Spezies hergeleitet. Der pH-abhéngige
Molenbruch von Ht setzt sich aus dem pH-unabhéangigen fi; und dem pH-abhangigen
Molenbruch von HL zusammen [13][251]:

- Hy (HL]

SHLFIC] . AL ] (653)

Xt

Die derart berechneten Molenbriiche gehorchen bei jedem pH-Wert der folgenden

Normierungsbedingung:
Xt + Xpig + Xpn T X FXg X =1 (6.54)
Wenn im Molekil mehrere funktionelle Gruppen vorhanden sind, sollte die Berechnung

mit Mikrokonstanten durchgefiihrt werden, die die Deprotonierung einzelner Gruppen im

betreffenden Rotamer beschreiben. In diesem Fall wird in Gleichung 6.51 an Stelle der
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Makrokonstante K z. B. die Mikrokonstante k; eingesetzt und somit werden die Rota-
Mikrokonstanten ki, kg und ki » erhalten [13].

Der gleiche Rechenweg gilt, wenn das Molekll mehrere Rotationsachsen enthalt. Hierzu
werden die fir jede Protolysespezies individuellen Werte der relativen Haufigkeiten der
Rotamere abgel eitet nach:

fring = fiin > frg (6.55)

Aus diesen pH-unabhangigen relativen Haufigkeiten werden dann nach Gleichung 6.51
Rota-Dissoziationskonstanten abgeleitet. Als experimentelles Beispiel wird in dieser

Arbeit Phosphinothricin dargestellt (Kapitel 8.3.4.8).

6.6 Zusammenfassung

Mit der neu erstellten Excel-Datei ,, Rotamerenanalyse.xIs* kénnen nicht nur verbindungs-
spezifische, sondern auch dissoziationsspezifische Karpluskurven berechnet werden.

Bei der Rotamerenanalyse von 1,2-disubstituierten Ethanen mit &quivalenten gauche und
gauche¢ Rotameren wurde festgestellt, dass die verschiedenen Karplusmodelle stark
abweichende Rotamerenanteile liefern, wenn die Auswertung auf dem experimentellen N-
Wert basiert. Aus diesem Grund wird im weiteren Verlauf der Arbeit das Mittelwertmodell
angewandt.

Es wurde auch beobachtet, dass die nicht symmetriedquivalenten g und g¢Rotamere in der
kanonischen Betrachtungsweise schwer zu unterscheiden sind, wenn fir die gemessenen

K opplungskonstanten gilt:

<Jos>» <> und  <Jxs> » <J3p>

Mit der Ausnahme der Bernsteinséure liefern die Linsche Analyse und das kanonische
Mittelwertmodell auf +0,10 gleiche Rotamerenanteile fur 1,2-disubstituierte Ethane. In
diesem Zusammenhang soll noch erwéhnt werden, dass der Linsche Ansatz immer gleiche
gauche und gauche¢ Populationen liefert, wegen der Paritét der zugrundeliegenden
Potentialfunktion. Die Haasnoot-Altona-Gleichungen enthalten hingegen nach der
Elektronegativitat der Substituenten phasenverschobene cos’Terme, sie eignen sich auch

zur  Beschreibung  asymmetrischer  Haufigkeitsverteilungen  der  Rotamere.
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7.1 Chemikalien

Die Summenformel, Herkunft und Reinheit der charakterisierten Liganden wurden bereits

in Tabelle 1.1 des Kapitels 1.2 aufgefiihrt. Die nachfolgende Tabelle 7.1 enthét diese

Angaben fir die anderen verwendeten Chemikalien.

No.| Name Summenformel | Hersteller | Reinheit
13 | L-Histidin CsHoN3O» Reanad | p.a, 99%
14 | Kaiumhydrogenphthalat CsHsK O, Aldrich p.a
15 | Kaiumdihydrogenphosphat KH,PO, Aldrich p.a
16 | Dinatriumhydrogenphosphat Na,HPO,4 Aldrich p.a
17 | Natriumtetraborat (Borax) wasserfrel NaB,0; Aldrich p.a
18 | Essigsdure CoH40, Riedel-de p.a
Haén
19 | Chloressigsaure C,H30,Cl Sigma p.a
20 | Dichloressigsdure C;H,0.Cl, Sigma p.a
21 | Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) C4H11NO3 Aldrich p.a,
99,5%
22 | Natriumhydroxid NaOH Baker p.a
23 | Salpetersdure, konz. HNO3 Merck p.a
24 | Natriumnitrat NaNO3 Riedel-de p.a,
Haén 99,5 %
25 | 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat, CeHi1sNaOsSSiz | Aldrich 97 %
Na-Salz (DSS)
26 | Deuteriumoxid DO Sigma 99,5%

Tabelle 7.1: Name, Formel, Reinheit und Herkunft der verwendeten Basischemikalien

Carbonatarme NaOH-Titratorl8sungen wurden nach einer Methode hergestellt, die sich auf
Serensen zurtickfihren I&sst (siehe auf Seite 15 in [177]). Aus NaOH-pellets wird eine

50%ige Stammldsung angefertigt, worin das Natriumcarbonat unléslich ist und sich auf
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dem Boden absetzt. Aus der klaren, Uberstehenden Lésung wurden dann 0,1 M, 0,2 M,
bzw. 1,0 M NaOH-L 6sungen angefertigt. Auf diese Weise kann der Carbonatinhalt in der
Regel unter 1% gehalten werden. Die Faktorisierung der NaOH-Losungen erfolgte aus
jeweils 3-7 potentiometrischen Titrationen mit dynamischer Volumendosierung. Als
Urtitersubstanz diente hierfir das gemahlene und bei 110 °C 8 Stunden lang getrocknete
[254] Kaliumhydrogenphthalat.

Die 2M, 0,2M und 0,1 M HNOgs-Lésungen wurden aus konz. HNOs-Lésung verdinnt.
Die Faktorbestimmung erfolgte durch Titrationen mit den faktorisierten NaOH-Titratoren
oder mit der Urtitersubstanz TRIS 20 [255].

Die aktivitétsbezogene Kalibration der pH-Einstabmesskette wurde mit den in Tabelle 2.1
aufgefihrten NIST-Standardpuffern durchgefiihrt.

Uberall in der Arbeit wurde entionisiertes, bidestilliertes Wasser (Millipore, Leitfahigkeit
1,1 n&/cm) verwendet.

7.2 Potentiometrische Titrationen

7.2.1 Anlage und Messbedingungen

Abbildung 7.1: Messapparatur zur Durchfiihrung potentiometrischer Titrationen
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Die Apparatur zur Aufnahme der glaselektrodenindizierten Titrationen umfasste folgende
Ausstattung und Software (siehe Abbildung 7.1):
pH-Einstabmessketten Schott BlueLine® 11 und 16

Thermostatisierbare Titrationsgefélde von 80 ml und 20 ml Gesamtvolumen

Flussigkeitsthermostat LAUDA B
Magnetrihrer (Schott-Gerdte GmbH)

Motorkol benbiirette Titroline Alpha® mit Dosieraufsétzen 10 ml und 20 ml

(Dosiergenauigkeit + 0,002 ml bzw. + 0,004 ml, Schott-Geréte GmbH, Mainz)

Steuerung und Messwerterfassung durch IBM-kompatiblen PC

Messprogramm: MINI_T Version 4.01 von B. Drenker

Alle Titrationen wurden bei T=25,0+ 0,1 °C, bei den lonenstéarken von 0,1 M und 1 M in

H,O durchgefuhrt. Die konzentrationsbezogene Kalibration der Glaselektrode erfolgte

durch Blanktitration. Um die Absorption von CO, aus der Luft zu minimieren wurde eine

N2-Schutzgasatmosphére (99,999%, Linde) verwendet. Die experimentellen Parameter der

pK-Bestimmungen sind in Tabelle 7.2 verzeichnet. Die entsprechenden Blanktitrationen

wurden unter genau den gleichen Bedingungen, aber

untersuchenden Liganden durchgefihrt.

in Abwesenheit der zu

Vorschrift

#1

#2

#3

lonenstérke

01M

01M

1M

pH-Einstabmesskette

Schott Blue Line 16

Schott BlueLine 11

Schott Blue Line 11

Titrationsgefan

20ml

80 ml

80 ml

Vorlagevolumen

5,00 ml

25,00 ml

30,00 ml

Ligand in Vorlage

0,03 bis0,10" mmol

0,15 bis 0,40" mmol

0,6 bis0,8" mmol

Zusitzein der 0,10" mmol HNO; | 0,25" mmol HNOz | 1,5" mmol HNO;
Vorlage 0,50 mmol NaNO3 | 2,50 mmol NaNO; | 28,5 mmol NaNO;
Titrator 0,1' M NaOH 0,1'M NaOH 0,2° M NaOH

1,0 M NaNO3
Dosierungsschritte 0,04 mi 0,04 ml 0,20 mi
Anzahl Messpunkte 80 bis 150 100 bis 150 100 bis 150
pK§ aus[51] 13,78 13,78 13,83

Tabelle 7.2: Experimentelle Parameter fiir potentiometrische Titrationen. Die durch " gekennzeichneten
Zahlen sind Richtwerte, deren exakte Betrage hingen von den jeweiligen Faktorwerten, bzw. Einwaagen ab
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7.2.2 Auswertung

Zur Auswertung der gemessenen Titrationskurven wurden die hauseigenen Programme
WINSCORE [50] und Iterax 4.0 [256] verwendet.

Als Erstes wurden aus der Blanktitration die aktuellen Elektrodenparameter der erweiterten
Nernstschen Gleichung 2.26 ermittelt. Wahrend der anschlielfenden Auswertung der pK-
Titrationen wurden diese Parameter festgehaten. Weitere Einzelheiten Uber Blank-
titrationen und Auswertungskonzepte finden sich in den Dissertationen von |. Reimann

[50] und C. Tillmann[256], sowie in den Monographien [176][177][178].

7.3 Kernresonanzspektroskopische Messungen

Alle Kernresonanzspektren wurden mit den Spektrometern DRX 200 und DRX 500 der
Firma BRUKER Analytik GmbH (Rheinstetten) bel 22+ 1 °C aufgenommen. Bei der
DRX 200-Anlage ergeben sich fir die einzelnen Kerne folgende Messfrequenzen:
200,13 MHz fir *H und 81,02 MHz fir *'P. Die Spektrometerfrequenzen von DRX 500
betragen 500,13 MHz fir *H, 202,46 MHz fiir *'P und 125,77 MHz fur *C. Als interne
Referenzsubstanz aller *H- und *C-Spektren diente das wasserlésliche DSS 25. Die
chemischen Verschiebungen werden in alen 3'P- und *'P{*H}-Spektren auf externe
85%ige Phosphorséure bezogen.

Die umfassende NM R-spektroskopische Charakterisierung der Liganden 1, 2 und 5 bis 12

erfolgtein zwei Schritten.

1. Zur Reinheitskontrolle und Analyse des Spinsystems wurden konzentrierte (0,05 bis

0,10 M) Einzelproben in D,O angefertigt (Uber die Herstellung dieser Proben siehe
Vorschrift #1 in Tabelle 7.3).
Die 500,13 MHz-*H- und *H{ *'P} -Spektren wurden jeweils mit TD = 64K undd1=5s
vermessen und anschliefend so transformiert, dass im Spektrum eine FIDRES von
mindestens 0,05 Hz/pt erreicht wurde. Die 200,67 MHz *'P{*H}- und *'P-Spektren
wurden mit TD = 32K registriert und deren Bearbeitung fiihrte zu einer FIDRES von
0,1 Hz/pt.

2. Die titrationsabhangigen *H- bzw. *'P{'H}-Spektrenreihen wurden auf der DRX 200
Anlage vermessen (siehe die Kapitel 7.3.1 bis 7.4). Zu einer genauen Ermittlung der
Kopplungskonstanten wurden ausgewahlte Proben auch auf dem DRX 500 untersucht.
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Die Aufnahme von Protonenspektren in H,O oder im Mischsolvens H,O/D,0 9/1 erfordert
die Unterdriickung des Wasserpeaks. Fur diesen Zweck wurde die Vorséttigungsmethode
(presaturation) verwendet [259], die im Bruker-Pulsprogramm zgcppr implementiert ist.
Typische Einstellungen auf dem DRX 200 Spektrometer waren pl9 =60 dB, d1=2sund
rg=32.

7.3.1 Einzelproben-NMR-Titrationen

Die Zusammensetzung aller NMR-Einzelproben wurde in der Excel-Arbeitsmappe ,, nmr-
plan.xIs’ vorausgeplant. Wie in Kapitel 2.3.7 erlautert, lasst sich auf diese Weise eine
hochprézise Kontrolle von pH und lonenstérke verwirklichen. Typische Parameter der

Einzelproben werden in Tabelle 7.3 aufgefiihrt.

Titrationsvorschrift #1 #2 #3
Probevolumen 1,00 ml 3,00ml 3,00ml
Ligandkonzentration 0,05M (0,1 M?) 0,02M 0,02M
pH-Einstellung mit 1M DCIO4 0,1 M/2 M HNO3 0,1 M/2 M HNO3

1M NaOD 0,1 M NaOH 0,1 M NaOH
Referenzsubstanz ca 1 mM DSS 0,3mM DSS 0,3mM DSS
Gesamtionenstérke, | » 0,05-0,2M I=01M 1=01M
eingestelIt mit nicht kontrolliert 0,2 M NaNOs 0,2 M NaNOs
D,0-Inhalt 100% 10% (0,30 ml) kein (100% H,0)
Temperatur 22+1°C 22+1°C 22+1°C
Elektrodenkalibration Pufferldsungen Pufferl6sungen Blanktitration bei

in H,O in HO 1=0,1MinHO

Benutzte pH-Skale pH® pH® pH®
Charakterisierte aleauBer4und8 | 8,9, 10, 11 und 12 1
Verbindungen

Tabelle 7.3: Vorschrifte zur Erstellung von Einzel proben fir Spektralanalyse (#1) und
zur NMR-Titration (#2 und #3). ° fir Ammonium-Glufosinat 6a

7.3.2 ,Elektrodenlose® NMR-Titrationenbei | =1 M

Die theoretischen Grundlagen dieser neu eingefiihrten Methode wurden in Kapitel 3.4
diskutiert. Die am Anfang akalische Probel 6sung enthét folgende Komponenten:
die zu untersuchende Substanz: ~ H,L 20mM
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NMR-Indikatormolekiile: NaH,PO, 16 51mM
Essigsdure 18 2,0mM
Chloressigsaure 19  3,3mM

Dichloressigsaure20 3,1 mM

Tris21 2,0mM
zur Einstellug von pH » 12: NaOH ca. 100 mM (je nach HpL)
zur Einstellungvon | =1,00 M:  NaNOs ca. 800 mM

zum Lock des Spektrometers: 10% D-O.

Die Konzentration aler Komponenten wird am Excel-Datenblatt ,nmr-plan.xls* so
berechnet, dass die einzustellenden Soll-pH-Wert und Soll-lonenstérke genau erreicht
werden.

0,6 ml der obigen Probeldsung wird in ein NMR-R&hrchen gefillt. Bis zum Erreichen von
0,08 ml Zugabevolumen (pH®® » 2) wurde Titrator ,A“ (1,0 M HNOs, 1,5 M NaNOs in
H,0/D;0 9/1) in 0,003 ml Schritten dosiert. Nach jeder Zugabe wird ein 200 MHz-'H-
Spektrum und ein 81 MHz 3'P{*H}-Spektrum aufgenommen. Der jeweilige pH®P-Wert der
Losung wird aus <d> des entsprechenden NMR-Indikators berechnet. Niedrigere pH®P-
Werte werden durch Zugabe vom Titrator ,B“ (2 M HNO; in H,O/D,0 9/1) erreicht.

In elektrodenl osen Titrationen werden pK*P-Werte bestimmt (siehe Kapitel 2.2.4).

7.4 Multinukleare NMR-kontrollierte Titration der
3-(P-M ethylphosphinoyl)propansaure (5)

Das Protolyseverhaten der Verbindung 5 wurde im Rahmen einer NMR-kontrollierten
Titration studiert. Der schematische Aufbau der benutzten Anlage wird in Abbildung 7.2
dargestellt. Die Durchfiihrung der Messung wird im Folgenden in Kurzform erlautert.

Die potentiometrische Titrationsanlage besteht aus der Motorkolbenbiirette T200 A, pH-
Meter CG 841 A (Schott), einem Magnetrithrer T120 A (Schott) und Titrationsgefal A
(Eigenentwurf [15]) mit der Einstabmesskette ,Blueline 16" und dem Temperaturfuhler
PT1000 (beide von Schott).

Die konzentrationsbezogene Kalibration der Einstabmesskette erfolgt durch eine
Blanktitration (pKg = 13,92 fur 21,0 °C [61]), die durch den |BM-kompatiblen Rechner A

(mit einem i486-Prozessor) gesteuert wird.
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Abbildung 7.2: Schematischer Aufbau der von S. Hermens verbesserten Anlage zu NMR-kontrollierten
Titrationen [175]

Als Néchstes wird ein L C-Probenkopf C (umgebauter 5 mm QNP-Kopf von Bruker) in das
DRX 200 Spektrometer A eingebaut. Die Titrationsanlage wird dann mit der zu
titrierenden Lésung gefiillt und durch die peristaltische Pumpe /& (Reichelt Chemie
Technik, Nr. 90513) Uber das 3-mm-Schlauchsystem in den Durchfluss-Probenkopf
geleitet.

Die Zugabe des Titrators NaOH und die anschlieRende pH®-Messung erfolgt in 127
Schritten von jeweils 0,20 ml, wahrend fur jeden zweiten Dosierungsschritt mit dem AU-
Programm xau_sfnmrm [175] ein *H-Spektrum und ein *'P{*H}-Spektrum aufgenommen
werden. Die Protonenspektren werden im spektralen Bereich von 3,54 bis—1,90 ppm
registriert, somit kann der storende Wasserpeak eliminiert werden. Die experimentellen
Bedingungen dieser Messung sind in Tabelle 7.4 zusammengefasst.
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Temperatur, Lésungsmittel 21,0+ 0,1°C, HO

Start- und Endvolumen in der Vorlage 80,00 ml und 111,79 ml
Einwaage an Liganden 96,7 mg

Effektive Einwaage an Liganden 94,85 mg (0,6237 mmol)
Start und Endkonzentration an Liganden 7,80mM und 5,58 mM

Zusétze in der Vorlage 2,4256 mmol HNO;

8,00 mmol NaNO3
0,1 mmol DSS 24

Titrator 0,099 M NaOH
Anzahl der Titrationsschritte und Spektren 128 und 64
Registrierte Spektren "H (bei 202,13 MHZz) und

Sp{*H}  (bei 81,02 MHzZ)

Referenzierung der Spektren Internes DSS 25 fiir H,
externe 85%ige HsPO, fir **P{*H}

Tabelle 7.4: Experimentelle Parameter fir die 200-MHz NMR-kontrollierte Titration von
3-(P-Methylphosphinoy!)propanséure 5

7.5 Auswertung und Abbildung der Spektren

Die Analyse, Simulation und iterative Berechnung der NMR-Parameter aller *H- und *pP-
Spektren erfolgten mit dem Programm WINDAISY 4.0 der Firma Bruker Analytik GmbH.
Die gemessenen und iterierten Einzelspektren wurden entweder in WINNMR 6.0 der
Bruker Analytik GmbH abgebildet oder mit Hilfe des Importfilters von C. Pfaff [173] in
MicrosorFT ExceL Uberfihrt und dort bearbeitet. Zur Visualisierung der pH-abhangigen
Spektrenreihen kam das Programm MuLTIPLE NMR GRAPHICS von C. Pfaff [173] zum
Einsatz.

Die hieraus resultierenden <d> = f(pH) bzw. <J> =f(pH) Messkurven wurden mit den in
dieser Arbeit entwickelten Programmen MULTINMRPK und NMRMICROPK ausgewertet.

Die Messpunkte und die Fitkurven wurden anschlieffend in MICROSOFT ExCEL abgebildet.
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8 DARSTELLUNG UND DISKUSSION DER ERGEBNISSE

8.1 Vorversuche zu den , elektrodenlosen” Titrationen

8.1.1 Auswahl der NM R-Indikatormolekile
Nach den Uberlegungen in Kapitel 3.4.2 wurden zur Abdeckung der ganzen pHeP-Skala

die NMR-Indikatormolekile Dichloressigsiure 20, Chloressigséure 19, Essigsiure 18,
Dinatriumhydrogenphosphat 16 und TRIS 21 ausgewahlt. Um diese Verbindungen as
pHeP -Sonden einsetzen zu kénnen, sollen zuerst deren Indikatorparameter (pK®, d,,
und d,) ermittelt werden. Im Fall der sehr aciden Dichloressigséure verlangt diese

Aufgabe ein Speziaverfahren.

8.1.2 NM R-spektroskopische Bestimmung des pK;-Wertes von Histidin

In Kapitel 3.4.3 wurde eine neue Art der NMR-Titrationen zur Bestimmung sehr kleiner
pK-Werte (pK <2) eingefihrt. Zur Verifizierung dieser Methode wurde die erste
Dissoziationskonstante von L-Histidin 13 durch Einzelproben-NMR-Titration in H,O/D,0
9/1 bei 1=1M ermittelt. Die unter 2 liegenden pH®P-Werte wurden aus der Bilanz-
gleichung 3.16 berechnet, aber die Anzeigewerte der Glaselektrode wurden ebenfalls
verzeichnet. In Abbildung 8.1 ist die chemische Verschiebung des Methynprotons in
Abhangigkeit von beiden pH®P-Werten aufgetragen. Aus dem Vergleich der beiden
Datensitze geht hervor, dass die durch Glaselektrode indizierten pH*P-Werte positive
Abwei chungen von der wahren Aciditét der Lésung aufweisen.

Beide Datensitze wurden mit MULTINMRPK ausgewertet. Der somit ermittelte pKSP-
Wert stimmt mit den fir | =1 M publizierten Literaturwerten gut Uberein (siehe Tabelle
8.1). Diese Konstante liegt an der Grenze der verléssichen pK-Bestimmung mittels

Potentiometrie.
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Abbildung 8.1: Bestimmung des pKs-Wertes von Histidin 13 durch 200-MHz *H-NMR-Titration
(0,02 M in H0/D,0 9/1, 1 =1 M, T = 22 °C). pH*P-Werte aus K onzentrationsbilanzen (! )
und Anzeigewerte der Glaselektrode (?)

pK1 M essbedingungen Methode Ref.

1,83 (2% | 22°C, 1,00 M NaNOs, 10% D,O H NMR, pH®P diese Arbeit

1,86 (2) |22°C,1,00M NaNOs, 10% D,O | H NMR, Glaselektrode | diese Arbeit

1,82 25°C, 1,00 M NaNO3 potentiometrische Titr. [261]

1,82 20°C, 1,0 M NaClO4 potentiometrische Titr. [262]

Tabelle 8.1: Der pK;-Wert von Histidin 13 aus eigener Messung und der Literatur
3(in Klammern wird jeweils die Standardabweichung der letzten Ziffer angegeben, z. B. 1,83 + 0,02)

8.1.3 NMR-spektroskopische pK-Bestimmung der Dichloressigsédure

Nach der Feststellung der Funktionstiichtigkeit der Methode wurde sie zur pK-Bestimmung
des Indikatormolekiils Dichloressigsdure 20 angewandt. Die chemische Verschiebung des
CH-Protons ist in Abbildung 8.2 gegen den wahren pH®P-Wert bzw. den Anzeigewert der
Glaselektrode aufgetragen. Hierbei wird wieder der positive Saurefehler der Elektroden-
funktion beobachtet.

Die berechnete Dissoziationskonstante ist in Tabelle 8.2 angefiihrt. Hier gibt es bereits

einen wesentlichen Unterschied in der Hinsicht, ob die wahren pH®°-Werte oder die
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Anzeigewerte der Glaselektrode in die Auswertung einbezogen werden. In Tabelle 8.2
werden auch einige Literaturwerte aufgelistet. In diesen Messungen wurden alerdings
keine Massnahmen zur prézisen Kontrolle der lonenstdrke oder zur Steigerung der
Verlasslichkeit sehr acider pH-Werte getroffen.

Die Auswertung der H-NMR-Titrationskurve liefert auch die Grenzverschiebungen
d, =6,0673+0,0008 ppm und d,;, = 6,328 + 0,001 ppm. Mit Kenntnis dieser , Indikator-
parameter” kann die aktuelle chemische Verschiebung der Dichloressigsdure, <d> zur

Berechnung des tatséchlichen pH®P -Wertes bel 1 molarer |onenstérke verwendet werden.

6,35
6,30 G
6,25

6,20

dy [ppm]

6,15

6,10

6,05 T T T T T T T T T 1

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
pHE P

Abbildung 8.2: NMR-spektroskopische pK-Bestimmung fir Dichloressigsaure 20 (0,02 M in H,O/D,0 9/1,
| =1M, T =22 °C) pH* -Werte aus K onzentrationshilanzen (! ) und Anzeigewerte der Glaselektrode (?)

pK1 Messbedingungen Methode Ref.

0,93(1) |22°C,1,00M NaNOg, 10% D,O | *H NMR, Anzeigewerte | diese Arbeit

1,06 (1) |22°C, 1,00 M NaNOs, 10% D,O | *H NMR, Konz.Bilanzen | diese Arbeit

1,00 25°C, » 0 M lonenstérke HNMR [263]
1,00 25°C, 0,4 M NaNO;g HNMR [264]
13 20°C, 1,00 M NaClO, Pot. Titr. [265]

Tabelle 8.2: Der pK-Wert von Dichloressigsdure 20 aus eigener Messung und der Literatur
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8.1.4 Ermittlung der Indikatorparameter weiterer Sondenmolekile

Wie in Kapitel 8.1.1 bereits angedeutet, miissen die pK-Werte bzw. die Grenzwerte der
chemischen Verschiebungen aller Indikatormolekile in einer getrennten Messreihe
ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden NMR-Einzelproben mit der in Kapitel 7.3.2
beschriebenen Zusammensetzung angefertigt. Um den Einfluss der Anwesenheit eines zu
untersuchenden Liganden H,L auf das Verhaten der Indikatormolekile simulieren zu
konnen, enthielten diese Ldsungen auch 25 mM Ammonium-Glufosinat 6a.

Die Uber 2 liegende pH®P -Werte der Probel sungen wurden mit der Glaselektrode erfasst,
wahrend acidere pH®P -Werte aus <dy> von Dichloressigséure 20 berechnet wurden.

Die Auswertung der <dy> vs. pH®P-Profile fuhrte zu den in Tabelle 8.3 aufgelisteten
Resultaten. Wie Abbildung 8.3 zeigt, kann mit diesen Indikatormolekilen eine |tickenlose
Erfassung des pH®P-Wertes auRBer dem Intervall 10,0 bis 11,0 erfolgen (in diesem
Intervall kdnnte Methylamin mit pK » 10,8 eingesetzt werden).

Zu Vergleichszwecken wurden die Dissoziationskonstanten dieser Verbindungen auch in
100% H,0 bei 1 =1,0M (NaNOs) und T = 22°C durch potentiometrische Titrationen
bestimmt (fir weitere Messbedingungen siehe Vorschrift #3 in Tabelle7.2). Es ist ein
linearer Zusammenhang zwischen den pK<P-Werten NMR und den pKc¢-Werten aus

Potentiometrie zu verzeichnen:

pK ©D = (0,004 + 0,026) + (1,013 0,003) -pK © (8.1)

Die gute Korrelation (r>=0,9999) erlaubt, die aus spateren ,elektrodeniosen® NMR-

Titrationen resultierenden Aciditatskonstanten auf das Medium 100% H,O umzurechnen.

pK Pot. Titr. (pK®) | NMR (pK©P) d, [ppm] dyy. [ppml
Dichloressigsaure 20 — 1,06 + 0,01 | 6,0673 + 0,0008 6,328 (1)
Chloressigsiure 19 2,63(2) 2,656 (9) 4,0645 (5) 4,2847 (7)
Essigsilre 18 4,62 (1) 4,648 (7) 1,0171 (4) 2,024 (3)
Phosphat 16 11,26 (10) - - -
6,48 (2) 6,487 (8) 3,954 (3) 1,370 (4)
1,77 (10) 1,63 (7) 1,370 (4) 1,10 (1)
TRIS21 8,54 (2) 8,578 (6) 35151 (6) 37421 (2)

Tabelle 8.3: Indikatorparameter der pHC'D-Sondenmol ekile zu , elektrodenlosen* NMR-Titrationen
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Dissoziationsgrad des Indikatormol ekiils

10 11 12 13 14

10~
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0,6
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Abbildung 8.3: Abdeckung der ganzen pH®°-Skala mit NM R-Indikatormolekiilen

8.2 Aminophosphinophosphonsauren

8.2.1 [N-(P-methylphosphinoylmethyl)-N-methyllaminomethan-
phosphonséaure (1)

8.2.1.1 Dissoziationskonstanten

Zur Bestimmung der pK°-Werte von 1 wurden sieben potentiometrische Titrationen nach
Vorschrift #1 in Tabelle 7.2 durchgefiuhrt. Wegen der geringen Substanzmenge (ca.
30 mg), die zur Verfligung stand, wurden aus einer Einwaage mehrere potentiometrische
Titrationskurven aufgenommen [176]. In Abbildung 8.4 ist eine représentative Messkurve
ersichtlich, wahrend die resultierende Molenbruchverteilung ist Abbildung 8.5 zu
entnehmen.

Die pK-Werte im Mischsolvens H,0/D,O 9/1 wurden durch eine elektrodenlose *H/*'P-
NMR-Titration ermittelt (siehe Kapitel 8.2.1.4). Wie die Standardabweichungen der
Dissoziationskonstanten in Tabelle 8.4 verdeutlichen, lief3 sich pK, nach diesem Spezial-
verfahren um mehr a's eine GrolRenordnung genauer bestimmen a's mit Potentiometrie. Es

wurde auch festgelegt, dass pK; definitiv einen negativen Wert besitzt.
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pKy pK> pKs pKe | Typ | T I Medium | ¢/ |Mth. Ref.
[ca| M [mM]

<08 | 08(2) |538(1)|973(2) | pK° | 25 |01NaNO;| H,O | 4-12 |Pot. dA.

»97 | pK®® | 22 | 1NaNO; |10%D,0O| 20 |'H dA.

<0 |069(1) |522(2)

Tabelle 8.4: Makroskopische Dissoziationskonstanten von [N-(P-Methylphosphinoylmethyl)-
N-methyl]aminomethanphosphonséure 1. d.A.: diese Arbeit
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Abbildung 8.4: Experimentelle und berechnete Titrationskurven von [N-(P-Methylphosphinoylmethyl)-
N-methyl]aminomethanphosphonsdure 1 (1 =0,1 M, T=25°C)
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Abbildung 8.5: pH-abhangige Verteilung der Protolysespezies von [N-(P-Methyl phosphinoylmethyl)-
N-methyl]aminomethanphosphonséure 1 (I = 0,1 M, T = 25 °C)

8.2.1.2 Zuordnung der *H- und *'P-Spektren

0
I I
HO—2||3—3CH2—4ITI—5CH2—6IID—OH
1CH, "CH, OH

Abbildung 8.6: Durchnummerierung des Mol ekull skel etts in [ N-(P-Methyl phosphinoyl methyl)-
N-methyl]aminomethanphosphonsaure 1

Abbildung 8.6 zeigt das Nummerierungsschema fiir Verbindung 1. Die Zuordnung der *H-
und *P-Resonanzlinien in 1 M KOH/D,0O-Lésung wurde von G. Hagele und J. Peters
schon verdffentlicht [19] (siehe das in dieser Arbeit aufgenommene *H-Spektrum in
Abbildung 8.11). Die zwei Singuletts im *'P{*H}-Spektrum werden jeweils den Kernen P?
(40,6 ppm) und P° (16,0 ppm) zugeordnet.

8.2.1.3 Einzelproben-'H/*P{*H}-NMR-Titration bei 0,1 M lonenstarke

Die bislang einzige pH-abhangige NMR-Untersuchung an 1 stellt die *'P{*H}-NMR-
kontrollierte Titration von J. Peters [30] dar. Zu dieser Messung wurden allerdings keine

ionenspezifischen chemischen Verschiebungen berechnet.
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Zu diesem Zweck wurden in der hier vorliegenden Arbeit sieben NMR-Einzelproben in
100% H,0 nach Vorschrift #3 aus Tabelle 7.3 erstellt. Fir diese Probel6sungen bleiben die
unter gleichen Bedingungen mittels Potentiometrie erhaltenen pK°-Werte giltig.

Die mit MuLTINMRPK berechneten ionenspezifischen NMR-Parameter sind in Tabelle 8.5
aufgelistet. Abbildung 8.8 zeigt die bei 200,13 MHz gemessene H-NM R-Spektrenreihe
as Stackplot. Aus den Abbildungen 8.9 und 8.10 ist ersichtlich, dass ale beobachteten
Spins auf die Dissoziation der tertidren Ammoniumgruppe reagieren, was fir Amino-
methanphosphonsauren typisch ist [15]. Bei pH 5 zeigen die Spins der - CH$ - PSO3H,, -
Gruppe, wahrend bei pH<1 jene der - CH3 - P?(O)(CH})(OH) -Gruppe grofiere Dd-Werte.
Mit diesen Befunden steht die folgende Dissoziationsabfolge im Einklang:

O [
I H. I PK, <0 0 H. Q
HO—P—CHy—N—CHy=P—OH ————— HO—T—CHZ—ITI—CHZ—IID—O'
CH,4 CH, OH CH, 5 OH
pK; =0,8
C_
T Ho 0 Pr=538 0 H no
O—P—CH;—N—CHyP—0" ~——— O—P—CH;—N—CH;—P—0
CH, CH, o CH, CH, OH
pK; =9,73
i i
'O—lID—CHZ—ITl—CHZ—lID—O'
CH, CH, :

Abbildung 8.7: Das nach Dd-Werten abgel eitete Dissoziationsschema von [N-(P-Methyl phosphinoyl-
methyl)-N-methyl]aminomethanphosphonsaure 1 (0,02 M in H,O, | =0,1 M, T =22 °C)
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Abbildung 8.8: Mit MULTIPLE NMR GRrAPHICS[173] dargestellter Stackplot der 200,13 MHz *H-NMR-
Spektrenreihe von [N-(P-M ethyl phosphinoylmethyl)-N-methyl]aminomethanphosphonsaure 1
(0,02M inH,O,1=0,1M, T=22°C)
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Abbildung 8.9: 200,13 MHz *H-NMR-Titrationskurven von [N-(P-Methylphosphinoylmethyl)-
N-methyl]aminomethanphosphonsaure 1 (0,02 M in H,O, | =0,1 M, T =22 °C)
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Abbildung 8.10: 81,02 MHz *P-NMR-Titrationskurven von [N-(P-Methyl phosphinoylmethy!l)-
N-methyl]aminomethanphosphonséure 1 (0,02 M in H,O, | =0,1 M, T =22 °C)
Parameter | Hal oi& | ML | Db HLZ | DL L*
dy | di | 1,654 (7) |-0,241 (8) | 1,414 (2) | 0,004 (3) | 1,418 (2) |-0,124 (3) | 1,294 (2)
dy | d3 | 3,766 (7) |-0,279 (8) | 3,487 (2) |-0,011 (3)| 3,476 (2) |-0,698 (3) | 2,778 (2)
dy | ds | 3,615(7) |-0,126 (8) | 3,489 (2) [-0,261 (3) | 3,228 (2) | -0,608 (3) | 2,620 (2)
dy | d7 | 3,199(7) |-0,033(8) | 3,166 (2) |-0,006 (3)| 3,159 (2) |-0,668 (3) | 2,491 (2)
dr | d2 | 40,00 (9) [-10,06 (9) | 29,94 (2) | 0,46 (3) | 30,41 (2) | 10,28 (4) | 40,68 (3)
de | ds | 9,01(9) | -1,06(9) | 7,95(2) | -1,42(3) | 6,53(2) | 9,60 (4) | 16,23 (3)
2Jon | J12 | -14,9 @) | 06(3) |-14,30(7)| 0,03(9) |-14,27(7)| 0,88 (9) |-13,39(8)
2o | J1s | -9,0 3 02(3) |-881(7) | 0,42(9) | -8,39(7) | -1,39(9) | -9,78(8)
2JpH Jss | -14,0(3) 1,8(3) |-12,26(7)| 0,91(9) |-11,35(7)| -0,11(9) |-11,46 (8)

Tabelle 8.5: Mit MULTINMRPK berechnete NMR-Parameter d [ppm] und J [Hz] der Protolysespezies von
[N-(P-M ethyl phosphinoyl methyl)-N-methyl]aminomethanphosphonsaure 1 (0,02 M in H,O, | =0,1 M,
T=22°C)
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8.2.1.4 , Elektrodenlose* *H/'P{*H}-NMR-Titration bei 1 M |onenstarke

Die , elektrodenlose” Titration von 1 wurde in der in Kapitel 7.3.2 beschriebenen Weise
durchgefiihrt. Aus dem in Abbildung 8.12 dargestellten Stackplot geht hervor, dass in den
Bereichen 4 < pH®® < 6 bzw. 8 < pH®P < 11 eine unerwartete Verbreiterung der Resonanz-
linien auftritt. Die pK-Werte der Verbindung 1 fallen gerade in diese Intervale (siehe
Tabelle 8.4). Das gleiche Verhaten weisen die Indikatormolekiile in ihren eigenen
Pufferbereichen auf, obwohl in den anderen elektrodenlosen Titrationen (Kapitel 8.1.4 und
8.2.2.3) dafiir kein Anzeichen gibt. Die Annahme liegt nahe, dass das dynamische Gleich-
gewicht zwischen den betreffenden Protolysespezies von 1 (und vermutlich auch den
Indikatormolekdilen) in der NMR-Zeitskala verlangsamt wird.

In der NMR-Titration von 1 bei | =0,1M NaNO; wird keine Linienverbreiterung
beobachtet (siehe Abbildung 8.8), so héngt der Effekt entweder mit dem erhdhten Na'-
Gehalt der Lésung, oder mit den Indikatormolekilen zusammen. Die letztere Alternative
wird nach zwei weiteren Befunden ausgeschlossen. Erstens, die in Tabelle 8.3 angefuihrten
Grenzverschiebungen der Sondenverbindungen verdndern sich nur  geringfligig
(£ 0,002 ppm) in der ,elektrodenlosen Titration von 1, d.h. die Indikatormolekile
unterliegen in erster Linie Sure-Base-Gleichgewichten. Zweitens, die Einrdhrchen-NMR-
Titration von 1 bei | =1 M NaNOs in Abwesenheit der Indikatormolekile zeigt die gleiche
Verbreiterung, somit wird eine Wechselwirkung (vielleicht sogar eine schwache
Komplexierung) mit den Natriumionen wahrscheinlich. Dieses Thema wird in Kapitel
8.2.3 ausfiihrlicher diskutiert.

Die pH-abhéngigen dy- und de-Messkurven sind den Abbildungen 8.13 und 8.14 zu
entnehmen. Infolge der erheblichen Peakverbreiterung konnte der letzte Dissoziations-
schritt nur ndherungsweise ausgewertet werden. Die mit MULTINMRPK erhaltenen pK-
Werte sind in Tabelle 8.4, die NMR-Parameter der Protolysespezies in Tabelle 8.6
aufgelistet.
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Abbildung 8.11: Das erste 200,13 MHz *H-NMR-Spektrum der , el ektrodenlosen® Titration von [N-(P-

M ethylphosphinoylmethyl)-N-methyl]aminomethanphosphonsaure 1 (pH® = 12,20, 0,02 M in H,0/D,0 9/1,
I =1M, T=22°C). H', H®, H® und H’ bezeichnen die Protonen von 1, die anderen Peaks stammen von der
NMR-Indikatormolekillen Dichloressigsdure 20, Chloressigsaure 19, TRIS 21 und Essigsaure 18

5 4 3
'H chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung 8.12: Mit MULTIPLE-NMR-GRAPHICS [173] dargestellter Stackplot der 200,13 MHz *H-NMR-

Spektrenreihe von [N-(P-M ethylphosphinoylmethyl)-N-methyl]aminomethanphosphonsaure 1 (0,02 M in
H,O/D,09/1,1=1M,T=22°C)
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Abbildung 8.13: 200,13 MHz *H-NM R-Titrationskurven von [N-(P-Methyl phosphinoylmethyl)-
N-methyl]aminomethanphosphonséure 1 (0,02 M in H,O/D,0 9/1, 1 =1 M, T=22°C)
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Abbildung 8.14: 81,02 MHz *'P-NM R-Titrationskurven von [N-(P-Methylphosphinoylmethyl)-
N-methyl]aminomethanphosphonséure 1 (0,02 M in H,O/D,0 9/1, 1 =1 M, T=22°C)
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Lt - Lz 2- > 3~
Parameter | HaL o2 HoL d; B HL Ij'HLZ, L

dy | di | 1,663(7) |-0,238(8)| 1,425 (2) 0 1,425(2) | -0124 | 1,301

dy | ds |3778(8) |-0,277(8)| 3,501 (2) |-0,020 (3) | 3481 (2) | -0,692 | 2,789

dy | ds | 3,636(7) |-0,122(7)| 3513 (2) |-0,272(3)| 3241 (3) | -0,607 | 2,634

dy | d; |3213(6) |-0,039(6)| 3,174 (2) |-0,014(3)| 3,160 (2) | -0,663 | 2,497

de | dp | 404(2) | -99(2) |3046(2) | 037(3) |3083(2) | 1020 | 41,03

d | do | 9,39(6) | -1,02(7) | 837(2) | -1,27(3) | 710(2) | 964 16,74

2| d2 | ca-148 | ca 05 -14,31 0,05 -14,26 0,88 -13,38
2Jpn| Jiz | ca-87 | ca01 -8,55 0,12 -8,43 -1,10 -9,53
2| Js¢ | ca-126 | ca 0,1 -12,48 1,20 -11,28 -0,23 -11,51

Tabelle 8.6: Mit MULTINMRPK berechnete NMR-Parameter d [ppm] und J [HZz] der Protolysespezies
von [N-(P-M ethyl phosphinomethy!)-N-methyl]aminomethanphosphonséure 1
(0,02M inH,0/D,09/1,1 =1 M, T=22°C)

8.2.2 [N-(P,P-Dimethylphosphinoylmethyl)-N-(P¢methylphosphinoyl-
methyl)]Jaminomethanphosphonséur e (2)

8.2.2.1 Dissoziationskonstanten

Verbindung 2 stand ebenfalls in kleiner Substanzmenge zur Verfligung (ca 50 mg). Die
Bestimmung der Dissoziationskonstanten in H,O erfolgte durch sieben potentiometrische
Titrationen nach Vorschrift #1 in Tabelle 7.2. Eine Titrationskurve ist in Abbildung 8.4
dargestellt. Die pK-Werte in H,O/D,O 9/1 wurden durch eine , elektrodenlose® *H/*P-
NMR-Titration ermittelt (siehe Kapitel 8.2.1.4).

Die ermittelten Dissoziationskonstanten sind in Tabelle 8.4 zusammengefasst.

pK, pK; PKs Ky | Typ | T I Medium | ¢/ | Methode
[°c| M [mM]

<1 | 12(1) |318(2) | 793(1) | pK® | 25 |01NaNO;| H,O | 4-10 |Pot. Titr.

<0 [1,29(3) |309(1) | 7.72(2) | pK*® | 22 | 1NaNO; [10%D,0| 20 |*H/P

Tabelle 8.7: Dissoziationskonstanten von [N-(P,P-Dimethyl phosphinoylmethyl)-N-(P¢
methylphosphi noyl methyl)]aminomethanphosphonsaure 2
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pH®

Titrationsgrad

Abbildung 8.15: Experimentelle und berechnete Titrationskurven von [N-(P,P-Dimethylphosphinoyl-
methy!)-N-(P¢methyl phosphinoyl methyl)]aminomethanphosphonsaure 2 vs. 0,1 M NaOH
(1=0,1M,T=25°C)

Molenbruch

Abbildung 8.16: pH-abhangige Verteilung der Protolysespezies von [N-(P,P-Dimethyl phosphinoylmethyl)-
N-(P¢methyl phosphinoylmethyl)]aminomethanphosphonsaure 2 (I = 0,1 M, T = 25 °C)
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8.2.2.2 Zuordnung der *H-, **P{*H}- und *C{*H}-NMR-Spektren

H,Co—8 ||3|—9'CH3
o)

Abbildung 8.17: Durchnummerierung der spinaktiven Kerne von [N-(P,P-Dimethylphosphinoylmethyl)-N-
(P¢methyl phosphinoyl methyl)]aminomethanphosphonsaure 2

Die Nummerierung der spinaktiven *H, **C und *'P-Kerne von 2 ist Abbildung 8.17 zu
entnehmen. Da es sich hierbei um eine neue Verbindung handelt, wurde die Zuordnung
erst in der vorliegenden Arbeit getroffen. Zu diesem Zweck wurde eine 0,034 M Probe von
2 in D,O mit dem Eigen-pHP-Wert von 1,5 erstellt.
Zuerst werden die drei Singuletts im *'P{*H}-Spektrum zugeordnet: bei 16 ppm resoniert
die Phosphonogruppe (F°), bei 41,5 ppm die P-Methylphosphinogruppe (P%) und bei 56
ppm die Phosphinoxidgruppe (F%) [20].
Das 500,13 MHz H-Spektrum besteht aus fiinf Dubletts infolge der direkten 2Jp-
Kopplungen. Die Dubletts bei 1,60 ppm (Integral: 6H) und 1,42 ppm (Integra: 3H)
gehdren zu den H® bzw. H! Methylprotonen. Die Zuordnung der teilweise tberlappenden
Methylengruppen liegt nicht auf der Hand, kann aber auf Grund einer *P-'H-Korrelation
getroffen werden (siehe Abbildung 8.18). Dieses 2D-Spektrum bestétigt auch die obige
Zuordnung der Phosphorresonanzen. Die Zuordnung ist ferner konsistent mit einer
Faustregel fir 2Jpy in der folgenden Verbindungsreihe: 2JpH, Phosphonsauren| >
2 ey, prosphinsauren| > | 2JpH, phosphinoxice| - AUS  der , elektrodenlosen*  NMR-Titration in
Kapitel 8.2.2.3 geht hervor, dass sich die H- und H®-Methylendubletts mit steigendem
pH°P-Wert sogar zweimal kreuzen und erst bei pH®P >8 wohlseparierte Dubletts
aufweisen.
Ein "3C-*H-HMQC-Spektrum erméglicht schlielich die Zuordnung der **C-Resonanzen.
Alle Ergebnisse der obigen Zuordnung seien in Tabelle 8.8 zusammengestellt.
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Parameter CH} CH3 CH$ CHJ CH$
du 1,62 345 342 3,60 1,72
23en -14,5 -8,2 -11,4 -5,8 -13,2
de 17,01 59,31 57,14 58,62 16,84
Yrc 94,3 99,9 146,7 739 69,4

Tabelle 8.8: Durch 2D-NM R-Experimente zugeordnete chemische V erschiebungen [ppm] und
K opplungskonstanten [Hz] von [N-(P,P-Dimethylphosphinoylmethyl)-N-(P¢methyl phosphinoy!-
methyl)]aminomethanphosphonsaure 2

CH? J !
CHy i CHy® il I
PG < : dP

24
132
- 740
- i
p2

- & 48

s L
56
3.2 238 24 2,0 16
du [ppm]

Abbildung 8.18: Ausschnitt und VergroRerung des *P-'H-COSY -Spektrums von [N-(P,P-Dimethyl-

phosphinoylmethyl)-N-(Pé&methyl phosphinoylmethyl)]aminomethanphosphonséure 2 (0,034 M in D0,
pHP = 1,5 T=22°C)

8.2.2.3 ,Elektrodenlose* H/*'P{*H}-NMR-Titration bei 1 M lonenstarke

Zur prazisen Bestimmung der sehr kleinen ersten und zweiten Dissoziationskonstanten
wurde eine ,elektrodenlose® *H/A'P{*H}-NMR-Titration durchgefiihrt (siehe Kapitel

7.3.2). Die somit erhaltene pH-abhéngige Spektrenreihe zeigt Abbildung 8.20 in Form
eines Stackplots.
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Abbildung 8.19: Das erste 200,13 MHz *H-NMR-Spektrum der , elektrodenlosen Titration von [N-(P,P-
Dimethyl phosphinoyl methy!)-N-(Pémethyl phosphi noyl methy!)]aminomethanphosphonséure 2 (pH® = 12,25,
0,02 M inH,0/D,0 9/1, 1 =1 M, T =22°C). H*, H®, H%, H” und H® bezeichnen die Protonen von 1, die
anderen Peaks stammen von der NMR-Indikatormol ekiilen Dichloressigsaure 20, Chloressigsdure 19, TRIS

21 und Essigsiure 18
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Abbildung 8.20: Stackplot der 200,13 MHz *H-NM R-Spektrenreihe von [N-(P,P-Dimethylphosphinoyl-
methyl)-N-(P¢methyl phosphinoylmethyl)]aminomethanphosphonséure 2 (0,02 M in H,0/D,0 9/1, 1 =1 M,

T=22°C)
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Abbildung 8.21: 200,13 MHz *H-NMR-Titrationskurven von [N-(P,P-Dimethyl phosphinoylmethyl)-N-(P¢
methyl phosphinoylmethyl)]aminomethanphosphonséure 2 (0,02 M in H,O/D,0 9/1,1 =1 M, T =22 °C)
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Abbildung 8.22: 81,02 MHz *'P-NMR-Titrationskurven von [N-(P,P-Dimethylphosphinoylmethyl)-N-(P¢
methyl phosphinoylmethyl)]aminomethanphosphonsaure 2 (0,02 M in H,O/D,0 9/1,1 =1 M, T =22 °C)

Wie aus den NMR-Titrationskurven in Abbildungen 8.21 und 8.22 sowie aus den Dd-

Werten in Tabelle 8.9 hervorgeht, kann das Dissoziationsschema aus den durch

Dissoziation verursachten Hoch- und Tieffeldverschiebungen nicht eindeutig abgeleitet
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werden. Die elektrostatische AbstoRung der entstehenden negativ geladenen Sauregruppen
ist dann minimal, wenn die Dissoziation nach dem gleichen Schema abléauft, die fir
Verbindung 1 in Abbildung 8.7 des vorangegangenen Kapitels 8.2.1.3 bereits dargestellt

wurde.

Parameter | HaL o HoL™ Dt HLE o L

HLZ L

dy | di |1,623(2) |-0,133(3)| 1,490 (2) |-0,152 (3) | 1,337 (2) | -0,010 (2) | 1,328 (1)

dy | ds |3,376(2) | 0,057 (3) | 3,433 (2) |-0,464 (3)| 2,969 (2) | 0,003 (2) | 2,972 (1)

dy | ds |3,366(2) | 0,020(3) | 3,386 (2) |-0,347 (3)| 3,039 (2) |-0,217 (2) | 2,822 (1)

dy | dr |3483(2) | 0,196 (3) | 3,679 (2) |-0,355(3) | 3,324 (2) | 0,060 (2) | 3,384 (1)

dy | do | 1,682(2) | 0,036 (3) | 1,718 (2) |-0,082(3)| 1,635 (2) | 0,009 (2) | 1,644 (1)

de | dp [ 50,92(3) | -8,73(4) | 42,18 (2) | -0,61(3) | 41,58 (2) | 0,02(2) | 41,60 (1)

dp | do | 20,96 (2) | -5,50 (4) | 1546 (2) | 3,91(3) | 19,37 (2) | -2,85(2) | 16,51 (1)

de | dg | 54,50(2) | -2,15(3) | 52,35(2) | 297 (3) | 5531(2) | 0,36(2) | 55,67 (1)

Tabelle 8.9: Mit MULTINMRPK berechnete NMR-Parameter d [ppm] der Protolysespezies von
[N-(P,P-Dimethyl phosphinoylmethyl)-N-(P¢methyl phosphi noyl methyl)] aminomethanphosphonsaure 2
(0,02M inH,0/D,09/1,1 =1 M, T=22°C)

8.2.3 Vergleichende Diskussion der Ergebnisse

In Tabelle 8.10 werden die Dissoziationskonstanten der hier untersuchten Verbindungen 1
und 2 mit denen von strukturverwandten Liganden verglichen.

Der hochste pK-Wert der Aminophosphonsduren beschreibt die Deprotonierung der
Ammoniumgruppe. In der Verbindungsreihe 1a, 1e, 1c und 1b kann der induktive Einfluss
des a-Substituenten studiert werden. Die Basizitét der Aminogruppe nimmt in dieser
Reihenfolge ab, was auf steigende —I-Effekte der Substituenten hinweisen lasst: H < POs>
< P(O)(CH3)O < P(O)(CHs),. Die unter den Aminophosphonsduren extrem niedrigen
Dissoziationskonstanten von 2, pKs=7,93 und pKs=3,22, kénnen durch die stark
elektronenanziehenden Phosphinoxid- und Methylphospinogruppen begriindet werden.

Den Einfluss der Anzahl der am Stickstoff angebundenen Sauregruppen verdeutlichen die

Liganden le, 1g und 1h. Mit steigender Gesamtladung des Molekils nimmt die
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Protonenaffinitat des Stickstoffatomes zu [283]. Die elektrostatische Wechselwirkung der
Phosphonat- und Ammoniumgruppen spielt hier auch eine Rolle [284]. Trotz der gleichen
Gesamtladung hat Verbindung 1 um ca. eine Einheit niedrigere pK-Werte as Ligand 1i.
Der +I-Effekt der Methylgruppe wird hier Uberkompensiert mit der —I-Effekt der
Methylphosphinogruppe. Es muss daher fir die —I-Effekte gelten: P(O)(CH3)(O™
) >>COO™.

In der wasserigen Komplexchemie ist bekannt, dass Liganden mit hoherer kumulativen
Basicitét é_ pK in der Regel eine groRere Affinitét fir Metallionen aufweisen [1]. Sollte
diese Beobachtung auch fiir schwache Na'-Komplexe gellten und sollten zudem diese
Komplexe einen in der NMR-Zeitskala langsamen Austausch vorweisen, kénnte damit die
Linienverbreiterung bei 1 und deren Abwesenheit bei 2 erklét werden. Nach diesem
Gedankengang wére eine noch ausgeprégtere Linienverbreiterung bei der NMR-Titration
von NTMP 1h bei héher Na'-Konzentrationen (I =1 M) zu erwarten. Diese Vermutung

wird durch die *'P-Messungen von S. Hermens belegt [175].
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NH; 1064  (N) NH 7,54 (N)
H
CHs [278] GH2 [20]
HaC~P—CH,
la 0
1b
H 8,40 (N) H 11,06 (N)
HO—P-CH,~NH, | 089 (P | cHy-N-CHy,P-OH | 319 )
j | \ 13 P
CHs [281] CH; OH
1c 1d [279]

(H) 10,36 (N) C 10,91 (N)
HN-CHy-P-OH | 3% ()1 hn-cH-poon | 331 83;
OH [30] CH; OH ’

le 1 [279]
u 971 (N) H 14%[175] (N)
P 6,26 (P | N{CH,~P-OH 7:43 )
HN-{CHzP-OH), | 222 "0 {cH, i )s 598 Y
OH 4,67 (P8
282)2 ) 1,21 P
19 122 ANTMP ogr
1 [280]
10,03 (N)
. N B 537 P)
HOOC~CHz~N~CH;~P~OH 188 (O
H OH
1i [284]
ﬁ 0 9,73 (N)
HO—P—CHz—N—CHz—P—OH 5,38 (Po)
CH, CH, OH 08 ()
L diese Arbeit
Il 1 793 )
HO—P—CHz—N—CH—P—OH 318 (Po)
CH, CHy OH 12 ()
Hsc_ﬁ_CHs diese Arbeit
o}
2

Tabelle 8.10: Vergleich der pK-Werte von ausgewahlten Aminophosphonséurenbel T=25°Cund | =0,1 M
Durch N, P,, P, und C werden die Protolysezentren NH,, PO3sH,, P(O)(CH3)(OH) und COOH bezeichnet.

“pK bei | =1 M
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8.3 Phosphinsauren, Phosphinocar bonsauren und Analoga

8.3.1 P-Ethyl-P-methylphosphinséure (3)

P-Ethyl-P-methylphosphinsdure 3 stellt eine einbasige Saure dar. Der pK-Wert von 3 |&sst
sich auf Grund des pK = 3,29 fir P,P-Diethylphosphinsaure zu ca. 3,1 einschétzen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen die 'H- und 3*P-NMR-Parameter der beiden

Dissoziationsstufen, HL und L~ ermittelt werden.

8.3.1.1 Zuordnung und Analyse der "H-NMR-Spektren

I
HgC—ITZ—CHg—CHg
OH

Abbildung 8.23: Durchnummerierung der untersuchten Spins von P-Ethyl-P-methylphosphinséure 3

Zwei 0,2M Einzelproben von 3 wurden in D,O erstellt. Die erste enthielt 1 M DCIO,
(pH® » 0), in dieser Lsung tiberwiegt die protonierte Form HL. In der anderen Lésung mit
1M NaOD (pHP > 13) liegt dominant L~ vor. Die 500,13 MHz *H-NMR-Spektren dieser
Proben werden in Abbildung 8.24 dargestellt.

Die mit WiNDAISY iterierten *H chemischen Verschiebungen bzw. Kopplungskonstanten
sind in Tabelle 8.11 aufgelistet. Auf Grund der vicinalen %J.-K opplungskonstanten wurde
in Kapitel 6.2.1 die Altona-Substituentenkonstante | fir die neutrale und dissoziierte
M ethylphosphinogruppe abgel eitet.
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pH®

i, ca 1

Hl
H4
H3
___,\MMJ\_ ca0
1,9 1,8 1,7 1,6 1,5

1,4 1,3 1,2 1,1 1,0 0,9
dy [ppm]

Abbildung 8.24: Zuordnung der pHP-abhéngigen 500,13 MHz *H-NMR-Spektren von P-Ethyl-P-methyl-
phosphinséure 3 (0,2 M in DO, T =22 °C)

pHP der Probe »0 >13

Hauptspezies HL L
dy di 1,5140 1,191
dy ds 1,8015 1,487
du d, 1,1157 1,025
2Jpn Ji2 -13,886 -13,18
2Jen Jos -14,448 -14,18
% Jpm Joa 19,239 17,60
S Jaa 7,740 7,744

Tabelle 8.11: Mit WINDAI Sy iterierte chemische Verschiebungen d [ppm] und Kopplungskonstanten J [HZ]
aus 500,13 MHz *H-NM R-Spektren von P-Ethyl-P-methylphosphinsiure 3 (0,2 M in D,0, T = 22 °C)

8.3.2 Ethan-1,2-bis(methylphosphinsaure) (4)

8.3.21 Makroskopische Dissoziationskonstanten

Ethan-1,2-bis(methyl phosphinsdure) 4 stand as Rohprodukt technischen Grades der Firma
Hoechst zur Verfligung. Die potentiometrische Titration gegen 0,1 M NaOH zeigte einen
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zusétzlichen Pufferbereich bei pH® » 7,3. Diese Verunreinigung kann als 8,9 mol%

Monophosphonsédure oder as 4,5 mol% Bisphosphonsaure quantifiziert werden, die aus

Spuren von Trichlorphosphin im Edukt Methyldichlorphosphin entstehen dirfte [266].

Durch einmaliges Umkristallisieren von 4 aus Methanol [266] wurde diese Verunreinigung

entfernt (siehe die Titrationskurve in Abbildung 8.25).

Die Dissoziationskonstanten von 4 wurden in drei potentiometrischen Titrationen nach

Vorschrift #2 in Tabelle 7.2 ermittelt. Die erhaltenen pK°-Werte sind in Tabelle 8.12

aufgelistet.
pK1 pKa Typ o M essbedingungen Method
1,93(3) | 322(1) | pK® 6mM | 25°C,0,1M NaNO; | Potentiometr.Titr.
2,38 3,69 pK™ | 250 mM | umgerechnet auf D,O | nach der Gl. 2.44

Tabelle 8.12: Makroskopische Dissoziationskonstanten von Ethan-1,2-bis(methylphosphinséure) 4

———

pH®

0

1 2 3

Titrationsgrad

Abbildung 8.25: Experimentelle (7 und berechnete (-) Titrationskurven von

Ethan-1,2-bis(methyl phosphinséure) 4 vs. 0,1 M NaOH (I =0,1 M NaNO,, T = 25 °C)
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8.3.2.2 Berechnung der mikroskopischen Dissozationskonstanten

Ethan-1,2-bis(methylphosphinsdure) 4 enthélt zwei aquivalente Phosphinogruppen (A.-
Aciditatssystem). In Abbildung8.26 ist das mikroskopische Dissoziationsschema
dargestellt. Wie in Kapitel 2.4.5.1 bereits erértert, gentigen in diesem symmetrischen Fall

schon die Makrokonstanten pK zur Berechnung aller vier Mikrokonstanten:

pk; = pk, = pKy+log2 = 193+log2 = 2,23 (+ 0,03) (8.2

pkix = pky; = pK,-log2 = 3,22- log2 = 2,92 (£ 0,01) (8.3)

Die pH-abhéngige Verteilung der Mikro- und Makrospezies von 4 ist Abbildung 8.27 zu
entnehmen.

Schlieflich wird die Wechselwirkungsparameter der Methyl phosphinogruppen berechnet:

pE = pk21' pkl = pklz' pkz = 2,92' 2,23 = 0,69 (i 0,03) (84)

Dieser pE-Wert wird in Kapitel 8.3.3.4 zur Berechnung der Mikrokonstanten von 3-
(Methylphosphinoyl)propansdure 5 herangezogen werden.

BA

CH2 CHrP OH

2 e,

HO—P—CH,— CHsz OH CH? CH—P—0

" kz\\ /k2 :

1
—CH,— CHFP o
CH3 CH3

K
H,L ! HL 2 L%

Abbildung 8.26: Mikroskopisches (oben) und makroskopisches (unten) Dissoziationsschema
von Ethan-1,2-bis(methylphosphinséure) 4 (A,-Aciditétssystem)
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1,0 4
0,9 4
0,8
0,7 4
0,6 4
0,5 4
0,4
0,3 1
0,2
0,14
0,0

Molenbruch

Abbildung 8.27: pH-abhangige Verteilung der makroskopischen (H;L) und mikroskopischen (BA™, AB")
Protolysespezies von Ethan-1,2-bis(methylphosphinsaure) 4

8.3.2.3 Auswertung der titrationsgradabhangigen *H-, **P{*H}- und
3C{*H}-NMR-Spektren

I Il
Ho—ZIID—CHg—CHg—P"’—OH
'CHg CH3

Abbildung 8.28: Durchnummerierung der untersuchten Spins von P-Ethyl-P-methylphosphinséure 4

A. Gaedcke hat in ihrer Dissertation die Ethan-1,2-bis(methylphosphinsdure) 4 mittels
titrationsgradabhangiger *H-, *P{*H}- und **C{*H} -NMR-Spektroskopie in D,O charak-
terisiert [267]. Dabei wurden alerdings keine ionenspezifischen NMR-Parameter
berechnet. Die tabellierten Messdaten aus [267] werden daher mit MULTINMRPK neu
bearbeitet.

Die durch Potentiometrie in H,O ermittelten pK®-Werte (Tabelle 8.12) werden nach der
empirischen Konversionsgleichung 2.44 in pkP-Werte tberfihrt: pKP =2,38 und
pKP =3,69.
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Die dp-, de-, dp- bzw. Jop-Werte aus [267] sind in Abbildungen 8.29 bis 831 in

Abhangigkeit von pHP aufgetragen. Aus diesen Daten werden mit MULTINMRPK die in

Tabelle 8.13 aufgefiihrten ionenspezifischen NMR-Parameter berechnet.

2,2
H3
2,0
= 184
Q
&
T
© 16 4
Hl
144
1,2 T T T T T T T T T T T T T T 1

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

pH®

Abbildung 8.29: 200,13 MHz *H-NM R-Titrationskurven von Ethan-1,2-bis(methylphosphinszure) 4

(0,25 M in D,0, 22 °C). Messung: A. Gaedcke [267], Auswertung: diese Arbeit

28 T
26:::/.’/‘/ i
24 i

E 22 P i

Q.

& |

L 20 ]
18 ]

Cl
16 | L
14 T T T T T T T T T T T T T T

0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
pH®

70
65
60
55

45
40
35
30

Abbildung 8.30: 81,02 MHz *'P- und 50 MHz **C-NMR-Titrationskurven von Ethan-1,2-bis(methyl-
phosphinsaure) 4 (0,25 M in D,0, 22 °C). Messung: A. Gaedcke [267], Auswertung: diese Arbeit
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
pH°

Abbildung 8.31: *Jpp in Abhangigkeit von pH® aus 50 MHz **C-NMR-Spektren von Ethan-1,2-bis(methyl-
phosphinsaure) 4 (0,25 M in D,0, 22 °C). Messung: A. Gaedcke [267], Auswertung: diese Arbeit

Parameter HalL ot HL s L>
derz 2026(3) | -0171(4) | 1856(3) | -0225(4) | 1630(2
dens 1586(3) | -0168(4) | 1417(3) | -0177(4) | 1,240(2)

do 57,2 (1) -6,38(2) 50,9 (1) -6,58 (1) 44,28 (7)
derz 24,35 (5) 1,38(8) 25,73 (6) 1,78(7) 27,51(3)
dors 15,69 (5) 092 (8) 16,61 (6) 0,83 (7) 17,44 (3)
%Jep 64,2 (3) -8,6 (5) 55,6 (4) 32(4) 58,8 (2)

Tabelle 8.13: Aus den Messdaten von A. Gaedcke [267] berechnete ionenspezifische chemische
Verschiebungen d [ppm] und Kopplungskonstante J [Hz] von Ethan-1,2-bis(methylphosphinséure) 4

Aus der Sudmeier-Reilly-Gleichung kann abgeleitet werden, dass fiur symmetrische
dibasige Séuren D?d = D} d gelten muss. Die hervorgehobenen Werte in Tabelle 8.13
erfllen diese Beziehung. Die *H- und *3C-Kerne der Methylengruppe gehorchen jedoch
nicht dieser Gleichung. Die Vermutung liegt nahe, dass zu den Cd -Werten dieser Kerne
auer induktiven Effekten auch die pH-bedingte Konformationsinderung einen Beitrag
liefern kann.
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8.3.2.4 Konformationsanalyse aus A

Ethan-1,2-bis(methylphosphinsdure) 4 stellt einen ethanghnlichen Rotator dar, deren
Konformation in der kanonischen Naherung durch zwei gauche-Rotamere (g, g9 und ein
trans-Rotamer (t) behandelt wird.

Die 2Jpe-K opplungskonstante wurde von A. Gaedcke [267] bei verschiedenen pHP-Werten
durch Analyse des X-Teiles des AA'X-Spinsystems ermittelt, das im **C{*H}-Spektrum
der P-3C-"C-P Isotopomeren erscheint. Wie in Abbildung 8.31 ersichtlich, weist diese
konformationsrelevante Kopplung bei pH® =3,34 (t =1,37) ein Minimum auf. Nach
Berechnungen dieser Arbeit liegen an diesem Punkt HoL zu 7,0%, HL™ zu 64,2% und L?
zu 28,8% vor.

Nach dem beobachteten Minimum in %Js wurde fir HL™ eine durch intramolekulare

Wasserstoffbriicke stabilisierte gauche-K onformation vorgeschlagen [267].
8.3.3 3-(P-Methylphosphinoyl)propansaure (5)

8.3.3.1 Makroskopische Dissoziationskonstanten

Die pK°-Werte der Verbindung 5 wurden aus acht potentiometrischen Titrationen nach
Vorschrift #2 in Tabelle 7.2 ermittelt. Eine Titrationskurve ist in Abbildung 8.32
dargestellt. Die pK®-Werte indizieren, dass die Dissoziation der beiden Gruppen tberlappt.
Die vollsténdige Beschreibung dieser simultanen Gleichgewichte ist nur mit

Mikrokonstanten moéglich (siehe Kapitel 8.3.3.4).

pK1 pK2 Typ Messbedingungen Method

250(3) | 4,60(1) pK°® 25°C, 0,1 M NaNO3 Potentiometrische Titration

246(1) | 459(1) | pK® | 21°C,01M NaNOs; | *H/A*P{*H}-NMR-kontr. Titr.

Tabelle 8.14: Die makroskopischen Dissoziationskonstanten von 3-(P-M ethyl phosphinoy!)propansaure 5
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Abbildung 8.32: Experimentelle (7 und berechnete (-) Titrationskurven von
3-(P-Methylphosphinoyl)propanséure 5 vs. 0,1 M NaOH (I = 0,1 M NaNO;, T = 25 °C)
8.3.3.2 Zuordnung und Analyse der *H- und *P-Spektren

Die spinaktiven Kerne von 5, H2, H¥* H® und P°® bilden in dieser Reihenfolge ein

heteronukleares [AM],QsX Spinsystem, wie Abbildung 8.33 zu entnehmen ist.

e e
HOOC—C—C—IIDG—OH HOOC—(IZ—(IZ—IIDX—OH
H? H' CH3 HY HY CH3

Abbildung 8.33: Durchnummerierung und Zuordnung der spinaktiven *H- und *'P-Kerne von
3-(P-Methylphosphinoyl)propanséure 5

Zur Spinanalyse wurden nach Vorschrift #1 in Tabelle 7.3 drei Einzelproben in D,O
erstellt und am DRX 500 Spektrometer vermessen. Die bei pHP = 1 aufgenommenen *H-
bzw. *'P-Spektren sind in Abbildungen 8.34 und 8.35 dargestellt. Das selbe Aufspaltungs-
muster wurde beim Eigen-pH-Wert = 2 beobachtet. Wie aus den Abbildungen 8.36 und
8.37 hervorgeht, verandert sich im akalischen Bereich (pH®=12) das spektrale
Erscheinungsbild wesentlich. Die mit WINDAISY iterierten Spektrenparameter sind in
Tabelle 8.15 aufgelistet.
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JHL M JbL

J iy L

26 25 24 23 22

21 20 19 18 17 16
(ppm)

Abbildung 8.34: Oben: 500,13 MHz "H-NMR-Spektrum ([AM],Qs-Teil des [AM],Q;X-Spinsystems) von 3-
(P-Methylphosphinoyl)propanséure 5 (0,05 M in D,0, pH"=1). Unten: Simulation des Iterationsergebnisses

T T T T T T T T T T
5780 57.75 5770  57.65 57.8(0ppm) 5755  57.50 5745 5740 57.35

Abbildung 8.35: Oben: 202,46 MHz 31P-NMR-Spektrum (X-Teil des[AM],QsX-Spinsystems) von 3-(P-
Methylphosphinoyl)propansiure 5 (0,05 M in D,0, pHP=1). Unten: Simulation des I terationsergebnisses
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Abbildung 8.36: Oben: 500,13 MHz *H-NMR-Spektrum ([AM],Qs-Teil des [AM],QsX-Spinsystems) von 3-
(P-Methylphosphinoy!)propanséure 5 (0,05M in D,0, pHP=12). Unten: Simulation des Iterationsergebnisses

Abbildung 8.37: Oben: 202,46 MHz *P-NMR-Spektrum (X-Teil des [AM],QzX-Spinsystems) von 3-(P-
Methylphosphinoyl)propanséure 5 (0,05 M in DO, pHP=12). Unten: Simulation des Iterationsergebnisses
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NMR-Parameter bei pH° 1 2 12
dy A, AC H!, H? 2,6560 2,6473 2,3222
dy M, M¢ HE H* 2,1248 2,0085 1,7528
dy Q H® 1,5521 1,5257 1,2182
do X P 57,5774 56,4124 44,4442
23 Janc Ji2 -17,0(ni.) | -190(ni.) | -17,0(n.i.)
i Iam =dame | Jiz=Jda 9,68 (1) 9,18 (1) 12,50 (1)
i Iame=Jdam | Jua=JIn 6,12 (1) 6,67 (1) 4,84 (1)
2Jim Juime Jas -15,23(n.i) | -19,0(ni) | -17,0(n.i.)
33k Iax = Jdax Ji6 = Jog 12,24 (2) 12,48 (1) 8,73 (1)
2Jem Iux =Iux | Je=dss | -1440(2) | -1436(1) | -14,23(1)
2Jen Jox Jss -14,168 (5) | -14,114(3) | -13,327 (4)

Tabelle 8.15: Mit WINDAISY iterierte chemische Verschiebungen d [ppm] und Kopplungskonstanten J [HZ]
aus 500,13 MHz *H- und 202,46 MHz *P-NMR-Spektren von 3-(P-Methylphosphinoy!)propanséure 5
n.i.: nicht iterierter Wert

8.3.3.3 200-MHz'H/*P{*H}-NMR-kontrollierte Titration

Die pH-bedingten Anderungen der *H- bzw. *'P{*H}-NMR-Spektren wurden im Rahmen

einer multinuklearen NMR-kontrollierten Titration an der DRX 200 Anlage studiert. Die

experimentellen Parameter dieser Messung wurden in Kapitel 7.4 bereits beschrieben.

Die Abbildungen 8.38 und 8.39 zeigen die H- bzw. *'P{’H}-Spektrenreihen as

Stackplots. Die 3P chemischen Verschiebungen wurden aus den *'P{*H}-Spektren durch

die , Dekonvolution 1“ Methode von WINNMR bestimmt. Die pH®-abhéngigen de-Werte

weisen ein Minimum auf (siehe Abbildung 8.40 und 8.42). Es is bemerkenswert, dass

dieses Minimum nicht bei t = 1 zu beobachten ist, wo ansonsten der Molenbruch von HL"

maximal ist (96%). Wie in Kapitel 8.3.3.4 gezeigt wird, kann dieser Kurvenverlauf

quantitativ beschrieben werden als Uberlagerung zweier mikroskopischen Dissoziations-

prozesse, deren Einfluss auf Ddp entgegengesetzten Vorzeichensist.
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H' H? S, H* i

Titrationsgrad
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Abbildung 8.38: Stackplot der gemessenen *H-Spektrenreihe in der 200,13 MHz NMR-kontrollierten
Titration von 3-(P-Methyl phosphinoyl)propanséure 5 (7 mM in H,0O, | = 0,1 M, T =21 °C)

Titrationsgrad

T
60 55 50 45 40
3IP chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung 8.39: Stackplot der gemessenen *'P{*H} -Spektrenreihe in der 81,02 MHz NMR-kontrollierten
Titration von 3-(P-Methylphosphinoyl)propanséure 5 (7 mM in H,0O, | = 0,1 M, T =21 °C)
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Abbildung 8.40: Chemische Verschiebung de gegen Titrationsgrad t aus der 81,02 MHz *'P-NMR-
kontrollierten Titration von 3-(P-Methylphosphinoyl)propanséure 5 (7 mM in H,0, | = 0,1 M, T =21 °C)
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Abbildung 8.41: Chemische Verschiebungen dy gegen Titrationsgrad t aus der 200,13 MHz *H-NMR-
kontrollierten Titration von 3-(P-Methylphosphinoyl)propansaure 5 (7 mM in H,O, | =0,1 M, T =21 °C)
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de[ppm]

pH®

Abbildung 8.42: Chemische Verschiebung ds gegen pH® aus der 81,02 MHz *'P-NMR-kontrollierten
Titration von 3-(P-Methylphosphinoyl)propanséure 5 (7 mM inH,O, 1 =0,1 M, T=21°C)

Hl H2
B
Qo
=
_5_' H3, H4
e \ HS
1,2 T T T T T

pH®

Abbildung 8.43: Chemische Verschiebungen dy, gegen pH® aus der 200,13 MHz *H-NMR-kontrollierten
Titration von 3-(P-Methyl phosphinoyl)propansaure 5 (7 mM in H,O, | =0,1 M, T =21 °C)

Die *H-Spektren wurden mit WiNDAISY-Iterationen ausgewertet. Die derart erhaltenen
chemischen Verschiebungen sind in Abhéngigkeit vom Titrationsgrad, bzw. pH® in den
Abbildungen 8.41 und 8.43 dargestellt.
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Die Auswertung der <d> vs. pH® Messkurven erfolgte mit dem Programm MULTINMRPK.
Die Tatsache, dass eine potentiometrische Titrationskurve E vs. V, mitregistriert wurde,
erlaubte den direkten Vergleich der zwei Methoden der pK-Bestimmung.

Einerseits wurden pK®-Werte aus der E vs. V, Titrationskurve mit WINSCORE [50] iteriert.
Andererseits wurden die Dissoziationskonstanten aus den NMR-Titrationskurven,
<d> vs. pH® ermittelt. Die Ergebnisse sind folgende:

mit WINSCORE: pKf =2,46 + 0,01 pK$§ = 4,592 + 0,009

mit MULTINMRPK: pK¢ =2,4638 + 0,0007 pK$ = 4,571+ 0,003

Die gute Ubereinstimmung belegt die zur Zeit akzeptierte Sicht [23], dass die Auswertung
von mehreren NMR-Titrationskurven durch simultane nichtlineare Regression eine
verléssliche Methode der pK-Bestimmung darstelIt.

Die NMR-Parameter der individuellen Protolysestufen sind in Tabelle 8.16 aufgefihrt.

Parameter HaL Ozt HL s >

dy | dh=d, | 2,6510(3) | -0,0886(5) | 25624 (4) | -02375(5) | 2,3249 (4)

Oy | ds=ds | 2,1178(3) | -0,2882(5) | 1,8296(4) | -0,0726(5) | 1,7570 (4)

di | ds | 1,5469(3) | -0,2888(5) | 1,2581(4) | -0,0346(5) | 1,2235(4)

do | e 56,092 (5) | -13,229(5) | 43764(4) | 0565(5) | 44,329 (4)

un | Is=da|  929(2) 1,02 (3) 10,30 (3) 1,97 (4) 12,27 (3)

un | Ju=d| 649(2) -0,50 (3) 5,99 (3) -1,10 (4) 4,89 (3)

Bpn [J16=das | 1256 (2) -2,42 (3) 10,14 (3) -1,44 (4) 8,69 (3)

2o | Jse=dis | -1439(2) | 040(3) | -1399(3) | -012(4) | -1412(3)

o | s | -1416(2) | 067(3) | -1349(3) | 017(4) | -1332(3)

Tabelle 8.16: Aus der *H/**P{*H} -NMR-kontrollierten Titration berechnete i onenspezifische NMR-
Parameter von 3-(P-Methyl phosphinoyl)propansaure 5

8.3.3.4 Berechnung der mikroskopischen Dissozationskonstanten

Die mikroskopischen Dissoziationspfade von 5 sind in Abbildung 8.44 ersichtlich. AA,
AB, BA und BB bezeichnen dabei die Mikrospezies und k; représentieren die unbekannten

Mikrokonstanten.
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Abbildung 8.44: Mikroskopisches (oben) und makroskopisches (unten) Dissoziationsschema von
3-(P-Methylphosphinoy!)propanséure 5

Die mikroskopische Dissoziation wurde von J. Ollig durch *C{*H}-NMR-kontrollierte
Titration studiert [15]. Auf Grund des Stackplots dieser Titration wurde festgestellt, dass
der *C-Kern der P-Methylgruppe selektiv auf die Dissoziation der Phosphinogruppe
reagiert [15]. Die aus dieser Annahme resultierenden Mikrokonstanten [15] sind in Tabelle
8.17 zitiert.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte *H/*'P{*H}-NMR-kontrollierte Titration
bietet einen unabhdngigen Weg zur Bestimmung der Mikrokonstanten. Zur Auswahl
mdglicher selektiver Sondenkerne werden zunédchst die in Kapitel 3.4 eingefuhrten
normierten NMR-Titrationskurven berechnet (Abbildung 8.45). Diese Analyse zeigt aber,
dass kein 'H-Kern as selektives Sondenatom fungiert. Dieser Befund ist nicht

Uberraschend, da die Protolysezentren nur durch 3 s-Bindungen isoliert sind.
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Abbildung 8.45: Normierte NMR-Titrationskurven im Vergleich zum mittleren Dissoziationsgrad (hquer)
der *H/**P{*H} -NMR-kontrollierten Titration von 3-(Methylphosphinoy!)propansiure 5

Einen aternativen Weg fur die pk-Bestimmung bietet die in Kapitel 2.4.5.2 besprochene
deduktive Methode. Als strukturverwandte Modellverbindungen werden hierfir Ethan-1,2-
bis(methylphosphinséure) 4 und Bernsteinsdure 5a gewahit.

Der Wechselwirkungsparameter von 4 wurde in Kapitel 8.3.2.2 zu pEpp = 0,69 berechnet.
Die Dissoziationskonstanten von Bernsteinsdure 5b unter den gleichen Messbedingungen
betragen pKf =4,03 und pK$ =531 [269], woraus pEcc=0,68 resultiert. Die
Ubereinstimmung dieser Werte legt die Annahme nahe, dass die gegenseitige
Beeinflussung der Carboxy- und Methylphosphinogruppen in 5 auch mit dem Wert
pEpc = 0,68 charakterisiert werden kann (siehe Abbildung 8.46). Mit Kenntnis der pK-
Werte und pEpc ist das Mikrogleichgewichtssystem von 5 eindeutig auflésbar. Die
berechneten Mikrokonstanten sind in Tabelle 8.17 angefiihrt.

Diese Ergebnisse quantifizieren, dass die Phosphinogruppe eine 24,5-mal grof3ere Aciditét
besitzt as die Carboxylgruppe. Der dominante Dissoziationspfad in Abbildung 8.44 ist
damit AA® AB® BB. Ollig findet die selbe Dissoziationsabfolge, aber mit einem gréfleren
Aziditétsverhdltnis von 436,5 [15]. Die Abweichung kann auf die groRere (und
unkontrollierte) lonenstérke der *C{*H}-kontrollierten Titration zuriickgefiihrt werden

[15].
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Die in dieser Arbeit verwendete Annahme von pE = 0,68 wird durch den von Ollig [15]

experimentell gefundenen Wert von pE = 0,68 belegt.

pE = 0,69

1
HO—P—CH,—CH,—P—OH
CHg

CHs

4

pE = 0,68

—

i

s5a

HOOC—CH,—CH,—COOH

pE = 0,68

i

I
HOOC—CH,—CH,—P—OH

CHy

5

Abbildung 8.46: Deduktive Abschétzung des Wechsel wirkungsparameters zwischen der Carboxy-
und der Methylphosphinogruppe von 3-(Methyl phosphinoyl)propansaure 5

Messung Potentiometrische | 'H / *P{*H}-NMR- BC{'H}-NMR
Titration kontrollierte Titration | kontrollierte Titration

(diese Arbeit) (diese Arbeit) [15]

M essbedingungen 25°C,1=01M 21°C,1=01M 25 °C,
. =7mM . =7mM Gy =240 MM

pK1 2,50 (3) 2,46 (1) 1,85

pK 4,60 (1) 4,59 (1) 5,14
Annahme bei der | Ubernahme des pE von Modellverbindungen Selektivitdt des
mikroskopischen Kernes P-CH3

Auswertung

pka 3,90 (1) 3,89 (1) 4,49

pkz 2,52 (3) 2,48 (1) 1,85

pkiz 3,20(3) 3,16 (1) 2,51

pka1 4,58 (1) 457 (1) 5,14

kol ky 24,3 26,1 436,5

pE 0,68 0,68 0,66

Tabelle 8.17: Mikroskopische (pk) und makroskopische (pK) Dissoziationskonstanten, bzw.
Wechselwirkungsparameter (pE) von 3-(Methylphosphinoyl)propanséure 5
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Abbildung 8.47: Gruppenselektive Titrationsgrade a in der *H/**P{*H} -NMR-kontrollierten Titration von
3-(Methylphosphinoyl)propanséure 5
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Abbildung 8.48: pH-abhéngige Molenbruchverteilung der Mikrospezies von 3-(Methylphosphinoyl)-
propansaure 5

Die Kenntnis der Mikrokonstanten versetzt uns in die Lage, die mikroskopische Spezies-
verteilung (Abbildung 8.48) und die Deprotonierungsgrade der Phosphino- und Carboxyl-

gruppen, ap und ac (Abbildung 8.47) zu berechnen. In Kenntnis letzterer Funktionen
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kdnnen nun fur jeden Kern die Gruppenbeitrédge (SR-Koeffizienten) zu Dd ermittelt

werden. Die multiple lineare Regression im Programm NMRMICROPK fuhrt zu folgenden

K oeffizienten:
dyy (PH®) = 2,6510- 0,2434% - (pH°) - 0,0825% p(pH®) (85)
dys(pH®) =21178- 0,0620%8 ¢ (pH®) - 0,2985% p(pH®) (8.6)
dys(pH) =1,5469- 0,0222%a ¢ (pHC) - 0,3009%a p(pH®) (8.7)
dp(pH®) =56,993+ 2,220% ¢ (pH®) - 13,873>a(pH®) (8.8)

Die beste Selektivitat zeigen die H-Methylprotonen. Das in Abbildung 8.42 erwahnte
Minimum auf der dp vs. pH®-Kurve kann als die Linearkombination von ac und ap

quantitativ erl&utert werden.

8.3.35 Konformationsanalyse am Ethanskelett anhand 2Jy

COOH COOH COOH
H2 P H* H° P H*
Hl HZ Hl Hz Hl Hz
H4 P H3
Rotamer g Rotamer t Rotamer g¢

Abbildung 8.49: Kanonische Rotamere von 3-(Methylphosphinoyl)propanséure 5 entlang der
Bindungsachse CH,- CH,. C und P représentieren die Carboxy- bzw. Methylphosphinogruppe

Durch Rotation um die Bindungsachse CH,- CH, entstehen drei kanonische Rotamere
(Abbildung 8.49). Die beiden gauche-Formen g und g¢ sind aus Symmetriegriinden
identisch und energiegleich. Die Rotamerenverteilung sollte fir alle drel Protolysestufen
HoL, HL und L? aufgekl&rt werden.

Aus den ionenspezifischen J.-Kopplungen in Tabelle 8.16 wurden Rotamerenanteile
nach dem Mittelwertmodell der kanonischen Analyse (Kapitel 6.4.1.2) berechnet. Die
gleichen Rechnungen wurden auch fir die Modellsubstanzen 3-Phosphonopropanséure 5a

und Bernsteinsaure 5b durchgefihrt.
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Die spezieshezogenen Rotamerenanteile f (siehe Kapitel 6.5) sind in Tabelle 8.18
zusammengefasst. Im nachfolgenden Kapitel wird ein Vergleich der Rotamerenverteilung

dieser Verbindungen gezogen.

Verbindung | Methode HoL HL L=
fotfee | fo | fo+fe| fi | fo+fe| *H
Abraham, Gatti 049 | 051 | 038 | 062 | 013 | 087
> Haasnoot-B 053 | 047 | 045 | 055 | 026 | 074
Haasnoot-C 054 | 046 | 047 | 053 | 032 | 068
Altona 050 | 050 | 040 | 060 | 020 | 080
Lin 050 | 050 | 042 | 058 | 025 | 075
5a Abraham, Gatti 044 | 056 | 043 | 057 | 001 | 099
Haasnoot-B 054 | 046 | 048 | 052 | 017 | 083
Haasnoot-C 055 | 045 | 050 | 050 | 025 | 0,75
Lin 047 | 053 | 046 | 054 | 013 | 087
5b Abraham-Gatti 088 | 012 | 081 | 019 | 036 | 064
Haasnoot-B 08 | 018 | 0,77 | 023 | 044 | 056
Haasnoot-C 079 | 021 | 074 | 026 | 045 | 055
Altona 081 | 019 | 073 | 027 | 045 | 055
Lin 049 | 051 | 057 | 043 | 041 | 058

Tabelle 8.18: Nach verschiedenen Modellen berechnete Rotamerenverteilung von 3-(Methylphosphinoyl)-
propansaure 5, im Vergleich zu 3-Phosphonopropanséure 5a [21] und Bernsteinséure 5b [271]

8.3.3.6 Vergleichende Diskussion der Rotamerenverteilung

Ein aktueller, widerspriichlicher Schwerpunkt der Konformationsanalyse ist der ,, gauche-
Effekt, d.h. unter welchen Bedingungen 1,2-disubstituierte Ethane die gauche-
Konformation beglnstigen [27][271]. 3-(P-Methylphoshinoylmethyl)propansdure 5, 3-
Phosphonopropansdure 5a und Bernsteinsaure 5b stellen ideale Beispiele dar. Die

Rotamerenanteile der verschiedenen Dissoziationsstufen werden in Tabelle 8.19
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verglichen. Ein weiteres, zwitterionisches Beispiel, b-Alanin 9 wird in Kapitel 8.4.1.3
dargestellt.

Mit der Rotamerenanalyse von 3-Phosphonopropanséure 5a in D,O-L&sungen befassten
sich Kreidler [270] und Lindner [21]. In Tabelle 8.18 werden Rotamerenanteile fur die
Spezies H,L~, HL? und L* angefihrt, die aus von Lindner [21] gemessenen <*Ju>
Kopplungskonstanten in der vorliegenden Arbeit berechnet wurden.

Kreidler [270] gibt einen Uberblick tber die frilheren *H-NMR-Messungen an
Bernsteinsiure 5b. Die <®Jy>-Werte sind fir dieses symmetrische Spinsystem nicht
unmittelbar erhaltlich, sie wurden von Lit et al. aus den Protonenspektren der °C-
angereicherten Bernsteinséure bestimmt [271].

Unsere Auswertung lieferte erhdhte gauche-Anteile fir HoL und HL™ (siehe Tabelle 8.18).
Kirzlich erschienene theoretische Berechnungen belegen diesen Befund [27]. In
kristallinem Zustand dagegen liegt Bernsteinséure in alen Dissoziationsstufen nahezu in
trans-Konformation vor, in Salzen zum Teil auch durch Alkaliionen (Li*, K%)
intermolekular verbriickt [272][273].

Die Tendenz zur gauche-Konformation scheint am grofdten zu sein, wenn das Ethanskel ett
mit den selben aciden Gruppen substituiert ist. Diese gauche-Konformation kann durch
eine intramolekulare Wasserstoffbriicke oder Hydratation stabilisiert werden. Mit
fortschreitender Dissoziation wéchst die elektrostatische Abstol3ung der Endgruppen und

nimmt der trans-Anteil auf den Kosten des gauche-Rotamers zu.
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(CHg)P(0)O
H H Fur HL™ wurde aus <*Jpe> ein erhhter gauche-Anteil
vorgeschlagen als fiir HoL und L% [267]
H H
(CHz)P(0)O”
4
1,0 1
coo” 091 |99 9.0
0,8
H H g 071
0,6 -
T ,
H H g 05
- 5 04
(CHg)P(0)O g 03
5 0,2 t t t
0,1
00 Hal HL L?
1,0 1
coo” 091 g9 9,0 | 9.9
0,8
H H g 071
0,6 -
T ,
H H z 05
-OPOYO" § 04
o (O)O & 0’3 4
5a 0,2 | t t t
0,1
0,0
HoL HL? L*
1,0
Ccoo” 09
) 21 oo 09 3
H g 0,7 -
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Tabelle 8.19: Vergleich der Rotamerenverteilung in Protolysestufen von Ethan-1,2-bis(methylphosphin
saure) 4, 3-(Methylphosphinoyl)propansaure 5, 3-Phosphonopropanséure 5a [21] und Bernsteinsaure 5b
[271]. DieLinie bei 0,333 zeigt die statistische Verteilung der Rotamere
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8.3.3.7 Berechnung der rotationsspezfischen Azditatskonstanten

Die Rota-Mikrokonstanten charakterisieren die gruppenspezifische Aciditét der einzelnen
Rotamere. Die fir HL™ abgel eitete Rotamerenverteilung beschreibt hauptséchlich digjenige
fur die Mikrospezies AB, damit lassen sich Rota-pk-Werte fur den unteren Protolysepfad
in Abbildung 8.50 berechnen. Der Beitrag der unterpopulierten Mikrospezies BA zur
Rotamerenverteilung ist zu gering (maximal 3,3%), um daraus verlassliche Auskunft Gber
deren Konformation zu erlangen. Fir den oberen Dissoziationspfad konnen deshalb keine

Rota-Mikrokonstanten berechnet werden.

k k
p 1t (CH3)P(O)OH p 12t coo”
COOH
H Wf‘ H

H H
H H
H H _
COOH (CH3)P(0)O
CH3)P(O)OH
(CHyP(O) Pk, N H Pk, e
H,t 2,41 4,46
(CHyP(O)O™
Ht, o
on Coo”

(CH3)P(0)
pky/ wjg i
(CHa)g(HO) COOHH HgBA- (CHa)g(O) i H
H jf’ iH . o COOH / H % :H
H
PKog (CHyP©Q) kalg 2.
H,g 2,55 4,77 Y
HgAB-

Abbildung 8.50: Rotamerenspezifische Dissoziationskonstanten von 3-(Methylphosphinoyl)propansaure 5
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8.3.4 Phosphinothricin (Glufosinat, 6)
Die S-2-Amino-4-(Methylphosphinoyl)butancarbonséure (S-Phosphinothricin, Glufosinat)
stand sowohl as freie Saure (H.L, 6) as auch Monoammoniumsalz (Ammonium-S-

glufosinat, 6a) zur Verflgung.

8.3.4.1 Makroskopische Dissoziationskonstanten

Die pK°®-Werte von Phosphinothricin in H,O wurden durch potentiometrische Titrationen
bei verschiedenen lonenstérken und Temperaturen ermittelt (siehe Tabelle 8.20). In
Abbildung 851 sind zwei Titrationskurven bei 1 =0,1M und T =25 °C dargestellt. Im
Vergleich zur freien Séure 6 wird bei der Titration von Ammonium-Glufosinat 6a ein
zusitzliches Aquivalent NaOH zur Neutralisierung des Gegenions NH; verbraucht.

Die pH-abhéangige Molenbruchverteilung in Abbildung 8.52 zeigt, dass die sehr dhnliche
Aciditét der Carboxy- und Methylphosphinogruppe eine detailliertere, mikroskopische
Behandlung verlangt (siehe Kapitel 8.3.4.5).

pK1 pK2 pKz | Typ | ¢ | Messbedingungen |Mth. Ref.
[mM]

1,7(1) |269(2) | 944(1) | pK® | 6 |25°C,0,1M NaNO; |Pot. Titr. d.A.

1,6(1) |263(2) | 952(2) | pK® | 520 | 22°C,0,1M NaNO; | Pot. Titr. d.A.

<2 |244(1)| 900(7) |pK™| — | 25°C,0,1M NaCl |Pot. Titr. [275]
1,88 (6) | 2,66 (6) | 9,638 (4) | pK°P | 30 | 22°C,1M NaNOs, |'H/*P  dA.
H,0/D,0 9/1

Tabelle 8.20: Durch verschiedene Methoden ermittelte Dissoziationskonstanten von Phosphinothricin 6
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Abbildung 8.51: Experimentelle und und berechnete Titrati onskurven von Phosphincthricin 6 (7)
und Ammonium-Glufosinat 6a (0) vs. 0,1 M NaOH (I =0,1 M NaNO;s, T = 25 °C)

Molenbruch

Abbildung 8.52: pH®-abhéngige Verteilung der makroskopischen Protolysespezies von Phosphinothricin 6
(1=0,1 M NaNOs, T=25°C)
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8.3.4.2 Zuordnung und Analyse der 'H- und *'P-Spektren

Die Durchnummerierung der untersuchten spinaktiven Kerne von 6 zeigt Abbildung 8.53.
Wegen der Chirditdt des Molekils wird ein AFGMNQsX-Spinsystem im Spektrum

beobachtet, wobei X den Heterokern *'P reprasentiert.

€ G

H' H® H* O H* H" H" O
Hooc—(l:a—(l:%clz—gLOH HOOC—C&—¢—¢—PoH

NH, H®  H°® (I:Hg rlle e (I:Hg

Abbildung 8.53: Durchnummerierung und Zuordnung der spinaktiven Kerne von Phosphinothricin 6,
mit Bezeichnung der Torsionswinkel ¢; und c;

Zur Spektralanalyse wurden vier Einzelproben von Ammonium-Glufosinat 6a in D2O nach
Vorschrift #1 in Tabelle 7.3 erstellt. Die Zuordnung und Spinanalyse wurde nach der
folgenden Strategie durchgefihrt.

Filr jede Probe wurde zuerst ein 500,13 MHz-*H{ *'P} -NMR-Spektrum aufgenommen und
iteriert. Durch *'P-Entkopplung vereinfacht sich das Spinsystem zu AFGMNQ;, wobei das
isolierte Singulett Qs zur H®-Methylgruppe gehért. Bei der Analyse des AFGMN-Teiles
wird davon ausgegangen, dass das meist entschirmte Signal zum a-Proton H* gehéren
muss. Nach den vicinalen Kopplungen 233, und 2J35 werden dann die b-Methylenprotonen
H% im unmittelbar benachbarten Multiplett identifiziert, so muss das hochfeldverschobene
Multiplett den g-Methylenprotonen H*S gehéren. Diese Analyse ergab allerdings auch,
dass die Spins H* und H® die Resonanzfrequenz im alkalischen Milieu (pH® >9)
vertauschen. Eine dhnliche Kreuzung der Resonanzsignale wird auch bei Glutaminsiure
beobachtet (siehe Kapitel 8.3.5.2).

Als zweiter Schritt der Spinanalyse wurden die phosphorgekoppelten 500,13 MHz-H-
NMR-Spektren unter den gleichen Bedingungen vermessen (siehe die Abbildungen 8.54,
8.56 und 8.58). Die Iterationen mit WINDAISY lieferten die Jey-Werte. Die Vorzeichen der
derart ermittelten  Jpy-Kopplungskonstanten belegen die obige Zuordnung der
Methylenprotonen: 3Jgx, Jex > 0 und 2Jax, 2Jex < O.

Zur Kontrolle wurde schliefflich der X-Teil des Spinsystems mit den bislang ermittelten
Kopplungskonstanten in WinDaisy simuliert und mit den experimentellen 202,46 MHz
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1p.NMR-Spektren verglichen (siehe die Abbildungen 8.55, 8.57 und 8.59). Die gute
Ubereinstimmung kann als weiterer Beweis fiir die Richtigkeit der Zuordnung aufgefasst
werden.

Die bei verschiedenen pHP-Werten erhaltenen Spektrenparameter sind in Tabelle 8.21

zusammengefasst.

Abbildung 8.54: Oben: 500,13 MHz *H-NMR-Teilspektrum (FGMN-Teil des AFGMNQ;X-Spinsystems)
von Ammonium-Glufosinat 6a (0,1 M in D,O, pH® = 1,06). Unten: Simulation des Iterationsergebnisses

T T T T
55.20 55.10 (55013 54.90 54.80
PP

Abbildung 8.55: Oben: 202,46 MHz **P-NMR-Spektrum (X-Teil des AFGMNQ;X-Spinsystems) von
Ammonium-Glufosinat 6a (0,1 M in DO, pHD =1,06). Unten: Simulation des I terationsergebnisses
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Abbildung 8.56: Oben: 500,13 MHz *H-NMR-Teilspektrum (FGMN-Teil des AFGMNQ3X-Spinsystems)
von Ammonium-Glufosinat 6a (0,1 M in D,0, pHD =6,12). Unten: Simulation des Iterationsergebni sses

—r
180
(ppm)

T T T T T T T T T T
4320 4315 4310 4305 43.0?ppm§2,95 4290 4285 4280 4275

Abbildung 8.57: Oben: 202,46 MHz **P-NMR-Spektrum (X-Teil des AFGMNQ;X-Spinsystems)
von Ammonium-Glufosinat 6a (0,1 M in D,0O, pH® = 6,12). Unten: Simulation des Iterationsergebnisses
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Abbildung 8.58: Oben: 500,13 MHz *H-NMR-Teilspektrum (FGMN-Teil des AFGMNQ;X-Spinsystems)
von Ammonium-Glufosinat 6a (0,1 M in D,0, pHD =12,16). Unten: Simulation des Iterationsergebni sses

T T T T T T T T T T
45.05 45.00 44.95 44.90 M,S&pm) 44.80 44.75 44.70 44.65 44.60

Abbildung 8.59: Oben: 202,46 MHz *P-NMR-Spektrum (X-Teil des AFGMNQ;X-Spinsystems)
von Ammonium-Glufosinat 6a (0,1 M in D,O, pHP = 12,16). Unten: Simulation des Iterationsergebnisses
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pH® der Probe | pH® =1,06 pHP =2,31 pH° =612 | pH°=1216
(Hauptspezies) | (HsL*/HoL) | (HoL/HaL*/HL") (HL) (L%)

dy | A | H 4,1707 39785 3,7782 3,2482
dy | F | H? 2,2398 2,1568 2,0837 1,7756
dv | G | H® 2,1936 2,1235 2,0473 1,7157
dy | M | H 2,0075 1,8146 1,6405 1,4980 (1)
dy | N | H® 1,9087 1,7260 1,5695 1,5020 (1)
di | Q | HE 1,5393 1,3846 1,2484 1,2159
b | X | P 55,0185 48,5535 42,9736 44,8295

Shn | dae | di 6,11 (1) 5,553 (8) 5,061 (7) 5,804 (5)

*dm| Jac | Jis 6,30 (1) 6,481 (8) 6,692 (7) 6,655 (5)

2n | Jea | Jos | -1477(3) -14,56 (4) -14,78 (3) -13,66 (2)

Shn | Iem | Joa 4,80 (2) 4,95 (2) 5,06 (2) 4,78 (4)

®Jnn | Ien | Jos 12,22 (2) 11,90 (1) 11,84 (2) 12,67 (4)

Shn | Jom | Jas 12,24 (2) 11,93 (1) 11,86 (1) 13,70 (4)

Jun | Jon | Jas 4,68 (2) 4,84 (2) 4,95 (1) 3,73 (5)

Jun | I | das | -15,09 (4) -14,56 (2) -14,60 (3) -14,39(7)

Son | Iex | I 8,93 (2) 9,07 (2) 8,81 (2) 7,09 (2)

3en | Jox | Ja 9,32(2) 9,26 (2) 9,14 (2) 7,37 (1)

T | Jux | Jaz | -15,23(4) -15,12 (2) -14,92 (3) -14,94 (2)

Zen | x| Jsz | -15,40(4) -15,05 (2) -14,58 (3) -14,88 (2)

2Jen | Jox | Jer | -14,115(2) -13,768 (2) -13,458 (2) -13,308 (1)

Tabelle 8.21: Mit WINDAISY iterierte chemische Verschiebungen d [ppm] (Standardabweichung ca, 0,01 Hz,
d.h. 2:10° ppm in *H) und K opplungskonstanten J [Hz] (Standardabweichung in Klammern) aus den
500,13 MHz *H- und 202,46 MHz 31P—NMR-Spektren von Ammonium-Glufosinat 6a (0,1 M in D,0)

Die stereospezifische Zuordnung der vier Methylenprotonen stellt ein besonderes Problem

dar. Bei der raumlichen Anordnung von H? und H® am b-Kohlenstoff gibt es zwel

Alternativen, Strukturen | und Il in Abbildung 8.60. Die Vorzugskonformation am

Segment ¢, ist unbekannt und stellt eigentlich den Zweck der Analyse dar. Die vicinalen

K opplungskonstanten *J;, und J;3 geniigen alleine nicht zur Unterscheidung.
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Eswird zusétzlich angenommen, dass die c;-Rotamerenverteilungen des Phosphinothricins
und des durch PO(CH3)(OH) ® COOCH; Substitution modifizierten Glutaminsdure-g-
methylesters nahezu gleich sind. Fir letztere Verbindung vertffentlichten Hansen und
Mitarbeiter [225] bei pD =4,2 die folgende kanonische Rotamerenverteilung: p; = 0,46,
P = 0,20 und p, = 0,34. Einsetzen dieser Anteile mit J°=2,56 Hz und J' = 13,6 Hz in
Gleichungen (6.37) und (6.38) liefert folgende rotationsgemittelte Konstanten fir
Zuordnung |: <J12> = 4,77 Hz und <J;3> = 7,64 Hz. Fir die aternative Zuordnung Il ergibt
sich: <Jip>=7,64Hz und <Jig>=4,77 Hz. Da experimentell bei jedem pHP-Wert

<J1p> < <J;3> beobachtet wird, muss Zuordnung | dierichtige sein.

COOH COOH CH
H3 HZ HZ H3 H4 HS
H,N H* H,N H* He H?
CH,P CH,P p
Zuordnung | Zuordnung |1 Zuordnung 111

Abbildung 8.60: Stereospezifische Zuordnung der Protonen H? und H? (alternative Strukturen | und I1),
bzw. H* und H® (Struktur 111) in Phosphinothricin 6

Nach der Aufklarung der Konfiguration von H? und H? ist die stereospezifische Zuordnung
von H* und H® durch Analyse der vicinalen <*Jy>-Kopplungen moglich. Bei pH® = 12,16
wurde Jzg » Jos >> Jog» Jas beobachtet (siehe Tabelle 8.21). Das deutet darauf hin, dass
Rotamer t am Torsionswinkel c, mit der trans-Stellung der a-Kohlenstoff- und
Phosphoratome bevorzugt vorliegt.

Durch das Vorhandensein einer bevorzugten Konformation wird die Analyse wesentlich
vereinfacht. Aus alen *Jyu-Karplusbeziehungen in Kapitel 6.2.1 geht hervor, dass H* zum
H* bzw. H? zum H® trans-angeordnet sein miissen. Damit ergibt sich Struktur IIl in
Abbildung 8.60 als die richtige stereospezifische Zuordnung.

Die <*Jm>-Kopplungen Jzz und Js; betragen weniger als 10Hz Uber den ganzen
untersuchten pH°-Bereich. Diese Tatsache unterstiitzt, dass Rotamer trans dominant
vorliegt (in diesem Zusammenhang siehe [276]).

Unsere Analyse ergab erstmals die vollstéandige, rdumliche Zuordnung des ABFGMQsX-
Spinsystems zu Geriistprotonen von Phosphinothricin (siehe Abbildung 8.61).
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COOH H®

H? CHg

Abbildung 8.61: Stereospezifische Zuordnung der Geriistprotonen von Phosphinothricin 6

8.3.4.3 Einzelproben-"H/*P{*H}-NMR-Titration bei | =0,1 M

Zur Aufklérung der Abfolge der Deprotonierung der Carboxy- und Methylphosphino-
gruppe wurde eine Einzel proben-"H/*'P{*H} -NMR-Titration nach Vorschrift #3 in Tabelle
7.3 durchgefihrt.

Der pH-abhéngige Stackplot der 200,13 MHz *H-NMR-Spektren ist in Abbildung 8.62
dargestellt, deren Simulation mit LAOTIT wurde in Kapitel 4.1.3 beschrieben.

Die mit WINDAIsy ermittelten chemischen Verschiebungen sind in Abbildung 8.63 gegen
pH® aufgetragen.

|
\
|
——
T
@
w
pH¢

I
4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5
'H chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung 8.62: dy vs. pH® Stackplot der 200 MHz *H-NMR-Titration von Ammonium-Glufosinat 6a
(1=01M,T=22°C)
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Abbildung 8.63: Chemische Verschiebungen dy; und d» gegen pH der titrationsabhangigen 200,13 MHz *H-
und 81,02 MHz *P{*H} -NMR-Messung von Ammonium-Glufosinat 6a (in H,0, | = 0,1 M, T =22 °C)

Die Auswertung der *H-NMR-Titrationskurven wurde mit MULTINMRPK durchgefiihrt. Da
die NMR-Messung unter den selben Bedingungen erfolgte wie zuvor die potentio-
metrischen Titrationen, wurden die aus letzteren erhaltenen pK®-Werte wahrend der
Berechnungen konstant gehalten.

Die ionenspezifischen chemischen Verschiebungen sind in Tabelle 8.22 aufgefuhrt.
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Parameter Hal* D Hal Dt HL
dhy d 4217(3) | -0204(4) | 4,013(3) | -0230(4) | 3,783(2
d d 2,253 (3) -0,088 (4) 2,166 (3) -0,082 (4) 2,084 (2)
d ds 2,207 (3) -0,072 (4) 2,135(3) -0,089 (4) 2,046 (2)
dhy ds 2,051(3) | -0204(4) | 1847(3) | -0205(4) | 1,643(2)
d ds 1,949 (3) -0,198 (4) 1,751 (3) -0,179 (4) 1,572 (2)
dhy ds 1576(3) | -0,163(4) | 1413(3) | -0,160(4) | 1,253(2)
dp d; 56,52 (2) -6,58 (4) 49,94 (3) -6,98 (3) 42,9 (2)
S | Jn 6,20(13) | -0,83(19) | 537(13) | -0,47(15) 4,90 (7)
*an | s 6,15 (13) 0,62 (19) 6,78 (13) 0,04 (15) 6,82 (7)
34 | Jas | -1479(27) | 024(38) | -1456(27) | -0,41(30) | -14,97 (14)
Jin | Ja 4,29 (27) 1,80 (38) 6,10 (0,27) | -0,90 (30) 5,19 (14)
3un | s | 1247(27) | -097(38) | 1150(27) | 027(30) | 11,77 (14)
e | Iz 9,34 (40) -0,71 (57) 8,63 (40) 0,89 (45) 9,51 (21)
Jen | Jss | -14,16(2) 0,67 (3) -13,49 (3) 0,17 (4) 13,32 (3)
Jin | Jua 13,20 (40) | -2,94(0,57) | 10,25 (40) 1,65 (45) 11,91 (21)
Sun | Js | 4,30(13) 1,20 (19) 550 (13) | -0,46 (15) 5,04 (7)
e | Ja 8,86 (27) 0,98 (38) 9,84 (27) -1,10 (30) 8,74 (14)
%un | s | -1487(13) | 017(19) | -14,69(13) | -0,05(15) | -14,74(7)
23y | Ja7 | -1552(13) | 055(19) | -14,97 (13) -0,01 -14,98 (7)
2Joq | Js7 | -1547(13) | 030(19) | -1517(13) | 055(15) | -14,62(7)
e | Jer | -1418(D) 0,34 (2) -13,83 (1) 0,38(1) | -13,455(7)

Tabelle 8.22: Mit MULTINMRPK berechnete NMR-Parameter der Protolysespezies von

Ammonium-Glufosinat 6a (in H,O, 1 =0,1 M, T =22 °C)

8.3.4.4 Einzelproben-"H/A*P{*H}-NMR-Titration bei | =1 M

Das Dissoziationsverhalten von Ammonium-Glufosinat 6a wurde im Rahmen einer

Lelektrodenlosen” Titration unter den in Kapitel 7.3.2 angegebenen experimentellen

Bedingungen an der DRX 200 Anlage durchgefiihrt. Der Vorteil der verwendeten
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Titrationsart liegt darin, dass die unterhalb 2 liegenden pH®P-Werte aus <d> der
Dichloressigsdure genauer zu erhalten sind als mit der Glaselektrode (siehe Kapitel 8.1).
Die *H chemischen Verschiebungen wurden iterativ mit WiNDAIsy ermittelt und sind in
Abbildung 8.64 in Abhangigkeit von pH®® dargestellt. Aus diesen Daten wurden
anschliefend die ionenspezifischen chemischen Verschiebungen mit MULTINMRPK
berechnet (Tabelle 8.23).

44 9 r 60
4,0
p + 55
36 -
L 50
—_— 3’2 b =
£ £
2 281 L 45 8
I a
© 24l W ©

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 8.64: *H- und *'P-NMR-Titrationskurven aus der 200,13 MHz *H- und 81,02 MHz *P{*H} -
NMR-Messung von Phosphinothricin 6 (0,02 M in H,0/D,0 9/1, | =1 M, T =22 °C)

Parameter | Hal® | D HaL o' HL a2 L=

dy | di | 42251 | 0202 | 402(2 | -021(2) | 3811(1) | -0532(1) | 3,279 (1)

dy | da | 2259(1) | -00(1) | 216(1) | -0,07(1) | 2,090 (1) | -0,303(1) | 1,786 (1)

dy | d3 | 2211(0) | -007(1) | 214(1) | -0,08(1) | 2,056 (1) | -0,330(1) | 1,726 (1)

dy | ds | 2051(1) | -0202) | 1.85(2) | 019(2) | 1,654 (1) | 0,140 (1) | 1,514 (1)

dy | ds | 1949(1) | -019(2) | 1,75(2) | -017(2) | 1,581 (1) | 0,066 (1) | 1,515 (1)

dy | ds | 1L572(1) | -0,16(2) | 141(2) | -015(2) | 1,262(6) | -0,030 (1) | 1,233 (1)

de | d; | 56,33(6) | -6,6(8) | 497(8) | 65(8) | 4326(3) | 190(6) |45.16(5)

Tabelle 8.23: Mit MULTINMRPK berechnete ionenspezifische chemische Verschiebungen [ppm]
von Phosphinothricin 6 (in H,O/D,0 9/1, T=22°C, | =1 M NaNO3)
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8.3.45 Berechnung der mikroskopischen Dissozationskonstanten

Phosphinothricin 6 kann bei pH <6 wie eine zweibasige Sdure behandelt werden. Die
vollsténdige, mikroskopische Dissoziationsschema der Verbindung ist in Abbildung 8.65
dargestellt. Die Mikrokonstanten k sollen aus den *H und *'P chemischen Verschiebungen

bei beiden verwendeten lonenstérken ermittelt werden.

g
oo’ P(O)OH
HC CH,— (:H2
CH3 NH3 (;H3 ‘CHg
GooH P(O)OH goo F'(O)O ¢oo POO
HC CH,— CH2 HC CH,— CH2 - H(")*CHZ*CH2
NH CH3 NH3 NH,
COOH P(O)O
AA
HC CH,— CH2
NHS
AB
. K, K, ) Ky .
H,L H,L HL — L

Abbildung 8.65: Mikroskopisches (oben) und makroskopisches (unten) Dissoziationsschema von
Phosphinothricin 6

Als Anhaltspunkt der Auswertung dient hier die Annahme, dass die P-Methylprotonen
selektiv auf die Dissoziation der Phosphinogruppe reagieren, wahrend das a-Proton H*
einen Sensor fir die Carboxygruppe darstellt. Diese Annahme wird dadurch belegt, dass
die Deprotonierung der a-Ammoniumgruppe einen bedeutenden Dissoziationsshift von
0,53 ppm am benachbarten Proton H, aber nur einen viel geringeren Dd von 0,03 ppm am
Methylprotonen H® bewirkt (siehe Tabelle 8.22). Nach diesem Befund kann man davon
ausgehen, dass die Dissoziation der im gleichen kovalenten Abstand liegenden COOH-
Gruppe ebenso gering zu Dd von H® im aciden Bereich beitragt.

Die mit NMRMICROPK berechneten Mikrokonstanten sind in Tabelle 8.24 verzeichnet. Sie
werden hier zusammen mit Daten fir Glutaminsaure 4 diskutiert, die eingehend in Kapitel
8.3.5.1 beschrieben wird.
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Messung HAYP{TH) HAYP{TH) Glutaminsaure
NMR-Titration NMR-Titration Ref. [277]
(diese Arbeit) (diese Arbeit)
M essbedingungen 22°C,1=01M 22°C,1=1M 25°C,1=1M
H,O H,0/D,0 9/1 H,O
c;‘su =20mM cﬁw =30mM c‘HSU =25mM
pK1 1,62 1,88 (6) 2,39
pK2 2,62 2,66 (6) 4,07
Annahme bel der Selektivitdt der Protonen a-CH und P-CHs | Ubernahme des pE
mikroskopischen von Modell-
Auswertung verbindungen
pka 1,943 (5) 2,20 2,40
pkz 1,912 (5) 2,18 3,95
pki2 2,307 (3) 2,35 251
pka1 2,337 (3) 2,37 4,05
kr = ko / ka 0,93 0,95 355
pE 0,395 0,17 0,11

Tabelle 8.24: Mikroskopische (pk) und makroskopische (pK) Dissoziationskonstanten, bzw.
Wechselwirkungsparameter (pE) von Phosphinothricin 6, im Vergleich zur Glutaminsdure 7

Die Phosphinogruppe hat eine um 0,03 pK-Einheiten gréRere Aciditét as die Carboxy-

gruppe in Phosphinothricin 6. Diese Differenz ist kaum grofer als die Fehlergrenze der

Mikrokonstanten selbst, so ist die Aciditét der beiden Gruppen praktisch gleich. Nach den

Uberlegungen in Kapitel 5.5 driickt sich diese Tatsache auch im Zusammenfall der

normierten Titrationskurven aus (siehe Abbildung 8.66).
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Abbildung 8.66: Normierte NMR-Titrationskurven von Phosphinothricin 6 im aciden Bereich (0,02 M in
H,O/D,0 9/1, T=22°C, | =1 M). hquer repréasentiert den makroskopischen Dissoziationsgrad (Bjerrum-
Funktion)

In Glutaminsaure weist dagegen die a-Carboxygruppe eine um 35,5-fach grofRere Aciditét
im Bezug auf die g-Carboxygruppe auf.

Die Wechselwirkungsparameter von Phosphinothricin 6 und Glutaminsaure 7 sind nahezu
identisch bel 1 molarer lonenstérke. Der pE-Wert von Phosphinothricin wéchst auf 0,395
bei 0,1 molarer lonensté&rke, was jedoch noch immer kleiner as der fur 3-(Methyl-
phosphinoyl)propanséure 5 abgeleitete Wert von 0,68 ist. Dies kann einerseits mit der um
eine Methylengruppe gréReren Isolierung der beiden Gruppen erléutert werden. DarUber
hinaus enthé@t Phosphinothricin 6 zusdtzlich eine Aminogruppe am a-Kohlenstoff, die
einen elektronenanziehenden (-1) Effekt ausibt und damit den Wechselwirkunsparameter
herabsetzt.

Die Molenbruchdiagramme von Phosphinothricin 6 und Glutaminsdure 7 sind in den
Abbildungen 8.67 bzw. 8.71 ersichtlich. Im physiologischen pH-Bereich konnen keine
wesentlichen Unterschiede beobachtet werden, die dominante Spezies ist die an der
Aminogruppe protonierte HL . Im aciden Bereich unterscheidet sich jedoch die
Speziesvertellung gravierend. Die Summe der drei pK-Werte ist fir Glutaminsaure hoher,
das kann nach empirischen Korrelationen der Komplexchemie [1] zu hdherer Stabilitét der

Ubergangsmetal Ikomplexe fuhren.
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Molenbruch

pHC.D

Abbildung 8.67: pH-abhangige Molenbruchverteilung der Mikrospezies von Phosphinothricin 6
(0,02M inH,O/D,09/1, T=22°C,1 =1M)

8.3.4.6 Rotamerenanalyse am Torsionswinkel ¢,

CoOo~ CO0”~ COoOo~
H? H® H3 C(P) (P)C H?
+ + +
H3N H* HsN HE HsN H!
c(P) H? H?
Rotamer t Rotamer g Rotamer h

Abbildung 8.68: Kanonische Rotamere von Phosphinothricin 6 am Torsionswinkel ¢;

Die kanonischen Rotamere von Phosphinothricin 6 um die Bindungsachse C*-C° sind in
Abbildung 8.68 dargestellt.

In Kapitel 6.4.3 wurde die Rotamerenanalyse der pH® = 6,12 Probe in D,O in Details
erlautert. Die dort angefiihrten Methoden wurden auf die 500,13 Hz Kopplungskonstanten
(Tabelle 8.25) angewandt und ergaben die in Tabelle 8.25 aufgelisteten Rotamerenanteile.
Die gleichen Auswerteverfahren lieferten aus den 200,31 MHz ionenspezifischen

Kopplungen (Tabelle 8.22) diein Tabelle 8.26 angefiihrten Ergebnisse.
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pHD der Probe 1,06 2,13 6,12 11,98
Hauptspezies | (dominiert HsL™) | (HsL"™ und HaL) (HLY) (L)

Rotamer foo| fg | f | Pt | Pg | P | T fg | fu | fg | fa

Hansen 0,34/0,32| 0,34 (0,36 | 0,27 | 0,37 0,37 | 0,23 | 0,40 | 0,37 | 0,29 | 0,34

Martin 0,360,334/ 0,30/ 0,37 0,29/ 0,34(0,39| 0,24 | 0,36| 0,39 | 0,31 | 0,30

Haasnoot B | 0,37(0,35/ 0,28 0,39 0,29 0,32 (0,41 | 0,24 | 0,36 | 0,41 | 0,32 | 0,27

Haasnoot D |0,37|0,35| 0,28 0,38 | 0,28 0,34 (0,40 | 0,22 | 0,37| 0,41 0,31 | 0,28

Tabelle 8.25: Aus <*J,>-K opplungskonstanten berechnete c;-Rotamerenverteilung von Phosphinothricin 6
(0,20 M in D,0, 500,13 MHz 1H—Me$frequenz, T=22°C)

Protolysespezies Hal™ HaoL HL
Rotamerenanteil fi fq fi fi fq fi fi fq fi
Hansen 033033034 (03| 025|036 | 039|021 | 040
Martin 034 |03 031|040 )| 027 | 033 | 041 | 0,23 | 0,37
Haasnoot B 035|036 | 029|042 | 027 | 031 | 042 | 0,22 | 0,36
Haasnoot D 035|036 029|042 )| 026 | 032|042 | 021 | 0,38
Altona 03203303 (03| 023|038 039|018 | 043

Tabelle 8.26: Ausionenspezifischen <*Jy>-K opplungskonstanten ¢ ,-Rotamerenverteilung von Phosphino-
thricin 6 (0,02 M in H,0, 200,13 MHz 1H—M&Sfrequenz, 1=0,1M,T=22°C)

8.3.4.7 Rotamerenanalyse am Torsionswinkel ¢,

CH(N)(C) CH(N)(C) CH(N)(C)
H4 HS P H4 H5 P
H? H’ H? H® H H®
P H5 HA
Rotamer t Rotamer g Rotamer g¢

Abbildung 8.69: Kanonische Rotamere von Phosphinothricin 6 am Torsionswinkel ¢,

Abbildung 6.14 zeigt die Rotamere von Phosphinothricin um die Bindungsachse CP-C.
Wegen des zusdtzlichen Torsionswinkels c; sind Rotamere g und g¢ nicht mehr

energiegleich.
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In Kapitel 6.4.2 wurde die Rotamerenanalyse der pH® =6,12 Probe in D,O bereits
besprochen. Die dort dargestellten Ansdtze wurden nun auf die 500,13 Hz Kopplungs-
konstanten (Tabelle 8.25) angewandt, die resultierenden Rotamerenanteile sind in Tabelle
8.27 verzeichnet. Die gleichen Auswerteverfahren lieferten aus den 200,31 MHz
ionenspezifischen Kopplungen (Tabelle 8.22) die in Tabelle 8.28 angefiihrten spezies-

bezogenen Rotamerenanteile.

pHP der Probe 1,06 2,13 6,12 11,98
Hauptspezies Hal* HaL" und H,L HL L
Rotamer fo | fg | Toe | Pt | Py | Pge | Tt | fg | foe | & | fg | T

Abraham,Gatti | 0,82 | 0,09 | 0,08 ( 0,79 | 0,11 | 0,10 0,78 | 0,11 | 0,10 0,93 | 0,07 | 0,01

Haasnoot B 0,78/0,120,11(0,85|0,08|0,07|0,74|0,13|0,12| 0,86 | 0,09 | 0,05

Haasnoot C 0,69 0,16 | 0,15|0,87| 0,07 | 0,06 | 0,66 | 0,17 | 0,16 | 0,76 | 0,14 | 0,10

Lin 0,71/0,140,14(0,74|0,13|0,13|0,72| 0,13 |0,14| 0,84 | 0,08 | 0,08

Tabelle 8.27: Aus <*Jy>-Kopplungskonstanten berechnete c,-Rotamerenverteilung von Phosphinothricin 6
(0,20 M in D,0, 500,13 MHz 1H—Mssfrequenz, T=22°C)

Protolysespezies Hsl* HaL HL
Rotamerenanteil fi fq fge fi fq fge fi fy foe
Abraham, Gatti 089 | 0,04 | 0,07 | 068 | 0,22 | 0,10 | 0,78 | 0,11 | 0,10
Haasnoot B 083 | 007 | 0,10 | 066 | 0,22 | 0,11 | 0,84 | 0,08 | 0,08
Haasnoot C 074|012 | 015|059 | 0,25 | 0,15 | 0,87 | 0,07 | 0,06
Lin 083 | 008 | 009 | 062 | 0,19 | 0,19 | 0,77 | 0,12 | 0,12

Tabelle 8.28: Aus ionenspezifischen <*J,.;>-K opplungskonstanten c,-Rotamerenverteilung von Phosphino-
thricin 6 (0,02 M in H,0, 200,13 MHz *H-Messfrequenz, | =0,1 M, T =22 °C)

8.3.4.8 Berechnung der rotamerenspezifischen Dissozationskonstanten

Wie in Kapitel 6.4.4 bereits dargestellt wurde, lasst sich die Gesamtkonformation von
Phosphinothricin durch neun kanonische Rotamere beschreiben, deren Verteilung in jeder
Dissoziationsstufe der Verbindung charakterisiert werden soll. Nach dem Gedankengang in

Kapitel 6.5 wurden die in Tabelle 8.29 angefiihrten Populationen berechnet. Beispielsweise
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betrégt die relative Haufigkeit des monoprotonierten Rotamers hg 5%, die durch

Dissoziation der Ammoniumgruppe auf 1,5% sinkt. Aus diesen Populationen wurden

anschlielRend die Rota-Dissoziationskonstanten in Tabelle 8.30 berechnet, die die Aciditét

einzelner Gruppen in individuellen Rotameren beschreiben.

Cl/Cz t
t H N H H
C ) P
H H
tt: HalL" 27% ® HoL 28% | tg: HaL* 4% ® H,L 6% | tg¢ Hal* 4% ® H,L 6%
HL™29% ® L% 35% HL 5% ® L* 2% HL™ 5% ® L% 2%
9| C HH H C HP H C HH P
N P | N H|N H
H H H H H H
ot HalL* 27% ® Hol 19% | go: Hal™ 4% ® Hol 4% | ggt Hsl' 4% ® H.L 4%
HL™ 18% ® L* 28% HL- 3% ® L% 1,5% HL- 3% ® L*1,5%
h N C H H

N" """"" P H

ht: HsL* 24% ® H,L 23%
HL™26% ® L% 27%

hg: HsL* 3% ® H,L 5%
HL 5% ® L% 1,5%

N CH P

P
~
“

H H
hg¢ HaL* 3% ® H,L 5%
HL 5% ® L* 1,5%

Tabelle 8.29: Verteilung der kanonischen Rotamere fur alle Dissoziationsstufen von Glufosinat 6
(inH0,1=0,1M,T=22°C)




208 8 DARSTELLUNG UND DISKUSSION DER ERGEBNISSE

bulk tt tg tg¢ ot a9 gg¢ ht hg hg¢

pka 194 | 192 | 1,76 | 1,76 | 209 | 194 | 194 | 196 | 1,72 | 1,72

pkz 191 | 1,89 | 1,73 | 1,73 | 206 | 191 | 191 | 193 | 169 | 169

pke | 231 | 229 | 239 | 239 | 233 | 243 | 243 | 226 | 231 | 231

pka | 234 | 232 | 242 | 242 | 236 | 246 | 246 | 229 | 234 | 234

pKs | 966 | 958 | 10,06 | 10,06 | 9,47 | 9,96 | 996 | 9,64 | 10,18 | 10,18

Tabelle 8.30: Rotamerenspezifische Dissoziationskonstanten von Phosphinothricin 6
(inH,0,1=01M,T=22°C)

In den dominanten, gestreckten Konformationen tt, gt und ht ist die Entfernung der negativ
geladenen funktionellen Gruppen maximal. Diese Analyse erlaubt aber die Diskussion
weniger populierter Konformationen. In Protolysestufen HsL*, HoL und HL™ liegt die
Aminogruppe protoniert vor. Infolge deren elektrostatischen Anziehung mit der
M ethylphosphinogruppe sind die Konformationen in den Spalten 2 und 3 der Tabelle 8.29
zu etwa 3-6% populiert. Wenn die Ammoniumgruppe dissoziiert (HL™® L), wird die
coulombsche Stabilisierung aufgehoben, so geht die negativ geladene Phosphinogruppe in

anti-Stellung Uber und nimmt am Segment ¢, der trans-Anteil zu (Spalte 1).

8.3.5 Glutaminsaure (7)

8.3.5.1 Makroskopische und mikroskopische Dissozationskonstanten

Das vollsténdige, mikroskopische Dissoziationsschema von Glutaminséure 7 ist Abbildung
8.70 zu entnehmen. Burger et al. haben den Wechselwirkungsparameter der Carboxy-
gruppen anhand der pK-Werte von Glutarsdure zu —0,11 abgeschétzt [277]. Mit Hilfe
dieser Zusatzinformation wurden die in Abbildung 8.70 dargestellten Mikrokonstanten
abgeleitet und die Molenbruchverteilung in Abbildung 8.71 erstellt.
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[olele} COOH
Pk, \ \ pky,
HC—CH,~CH,

2,40 it 4,05
3
COOH  COOH BA \ ¢oo  coo (oo ¢oo

HC—CH,~CH, HO—CH,~CH,  <——=  HG—CH,~ChH,

,‘\,H; NHj NH,
AA pk, COOH $oo' Pk, BB

HC—CH,—CH,

3,95 R 2,51
NH3
AB
. pKl pKz pK3 5
H,L H,L HL — L%
2,39 4,07 9,50

Abbildung 8.70: Makroskopische (unten) und mikroskopische (oben) Protolyseschemata von Glutaminséure
7 mit den zugehdrigen pK, bzw. pk-Werten aus [277] (inH,O, T=25°C,| =1 M)

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5 1
0,4 4
0,3 1
0,2
0,1+
0,0 -

Molenbruch

Abbildung 8.71: pH®-abhingige Molenbruchverteilung der Mikrospezies von Glutaminséure 7
(inH,O, T=25°C, | =1 M). Berechnet mit Mikrokonstanten aus [277]

8.3.5.2 Zuordnung und Analyse der 'H-Spektren

Die Zuordnung und Spinanalyse von Glutaminsaure erfolgten an drei Einzelproben in DO,
die nach Vorschrift #1 in Tabelle 7.3 erstellt wurden.
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Abbildung 8.72 zeigt die Durchnummerierung der Gertistprotonen des Molekls. Im *H-
Spektrum wird ein AFGMN-Spinsystem beobachtet. Die vollstandige, pH-abhéngige
Zuordnung der Protonenspektren wurde erstmalig in dieser Arbeit getroffen, nach dem
gleichen Gedankengang wie bel Phosphinothricin 6 in Kapitel 8.3.4.2. Auffalend in
Abbildung 8.73 ist die Kreuzung der Resonanzsignale der geminalen Methylenprotonen
mit steigendem pHP-Wert. Die mit WinDAIsy ermittelten 'H-NMR-Parameter sind in
Tabelle 8.31 zusammengefasst.

€ G
Hl HZ HA HA HN HG
B, N N B, N N
ooc—clzarca-c—coo 00C—C—C—C—CO00
NHz H® H° NH HY  HF

Abbildung 8.72: Durchnummerierung und Zuordnung der Geriistprotonen von Glutaminséure 7 mit
Bezeichnung der Torsionswinkel ¢, und ¢,

H* H* H® HZ H3 pH®
] A,
1 544
H H°H o
_/‘lL M 7
H4 HS
Hl

37 35 33 31 29 27 25 23 21 19 17
d [ppm]

Abbildung 8.73: pH-Abhangigkeit und Zuordnung der 500,13 MHz *H-NM R-Spektren von Glutaminsaure 7
(0,2M in D,0)
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Parameter / Spinlabel | eigen-pH® » 1,9 pHP » 7 pH® » 13
(Hauptspezies) (HaL™ und HaL) (HL) (*)
dy H? A 3,800 (1) A 3,7447 A 3,2169
du H? M 2,160 (1) N 2,0447 N 1,7489
dy H® N 2,123 (1) M 21177 M 1,8613
du H* F 2,556 (2) G 2,3297 F 2,1946
o H® G 2,531 (1) F 2,3475 G 2,1873
®Jhm Ji2 Jam 6,04 Jan 7,27 Jan 7,27
% Jhm Jis Jan 6,68 Jam 4,66 Jam 5,68
2 Jos Jun  [-1465(1) | Jwn 14,81 | Jun | -13,60(n.i.)
®Jhm Joa Jm | 6575(5)| Jon 6,24 Jen 5,28 (1)
% Jhm Jos Jov | 8532(6) | e 8,68 Jon | 11,22(1)
®Jhm Jas Jn | 8496 (5) | Jom 8,75 Jv | 11,192
Jnn Jas Jon | 6538(5) | Jem 6,71 Jom 5,70 (2)
®Jhm Jis e |-1712(2)| I 1597 | Jee | -14,70(n.i.)

Tabelle 8.31: Iterierte chemische Verschiebungen d [ppm] und K opplungskonstanten J [Hz] aus
500,13 MHz 1H—NMF&—Spek’[ren von Glutaminsaure 7 (0,2 M in D,0)

8.3.5.3 Rotamerenanalyse am Torsionswinkel ¢,

Ccoo~ (clele Coo~
H? H? H? CH,CO0™  00CCH, He
+ + +
HaN H! HaN H! HsN H!
CH,COO0~ H? H?
Rotamer t Rotamer g Rotamer h

Abbildung 8.74: Kanonische Rotamere von Glutaminsdure 7 am Segment ¢,

Die kanonischen Rotamere von Glutaminsaure am Torsionswinkel ¢; sind Abbildung 8.74
zu entnehmen. Deren Populationen werden in Tabelle 8.32 zusammengefasst.

Die nach verschiedenen Ansétzen berechneten Ergebnisse stimmen auf + 4% Uberein.
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pH® der Probe eigen-pH® » 1,9 pH® » 7 pH® » 13
(Hauptspezies) (HsL™ und H,L) (HL) (L*)
Rotamerenanteile P Pg | Pn Pt Pg | Pn P Py Ph
Hansen 037 | 032 | 031 | 043 | 019 | 0,38 | 043 | 0,28 | 0,29
Martin 039 | 033 | 027 | 045 | 021 | 0,35 | 045 | 0,30 | 0,25
Haasnoot B 041 | 034 | 025 | 046 | 0,19 | 0,35 | 047 | 0,31 | 0,22
Haasnoot D 042 | 034 | 024 | 047 | 018 | 0,35 | 048 | 0,30 | 0,21

Tabelle 8.32: Aus <3JHH>-K0ppI ungskonstanten berechnete ¢;-Rotamerenverteilung von Glutaminséure 7
(0,20 M in D,0, 500,13 MHz *H-Messfrequenz, T = 22 °C)

8.3.5.4 Rotamerenanalyse am Torsionswinkel ¢,

CH(N)(C) CH(N)(C) CH(N)(C)
e HS “0ocC H* Hs CoO~
H? H3 H? He HZ H?
coo~ H® H*
Rotamer t Rotamer g Rotamer g¢

Abbildung 8.75: Kanonische Rotamere von Glutaminsdure 7 am Torsionswinkel ¢,

Die kanonischen g und g¢ Rotamere am Segment ¢, sind nicht dquivalent. Aus Tabelle
8.33 geht

Mittelwertmodell (Kapitel 6.4.1.2) berechneten Rotamerenanteile untereinander gute

hervor, dass die aus verschiedenen Karplusgleichungen nach dem
Ubereinstimmung zeigen. Im aciden Bereich wurde ein p:py Rotamerenverhatnis von ca.
2:1 verzeichnet, das im Alkalischen auf ca. 6:1 ansteigt. Die Linsche Methode liefert
hingegen eine unrealistisch groRRe Préferenz fir den trans-Rotamer. Zur Ermittlung der
Gesamtkonformation von Glutaminséure im nachfolgenden Kapitel werden deshalb die

nach dem Haasnoot-B Modell berechneten Rotamerenpopulationen verwendet.
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pH® der Probe 1,9 7 13
(Hauptspezies) (HsL" und HolL) (HL) (*)
Rotamerenanteile Pt Py | P | P Pg | Pge | P Py | Pge
Abraham, Gatti 047 | 027 | 026 | 049 | 023 | 028 | 0,76 | 0,10 | 0,14
Haasnoot B 050 | 025 | 025 | 052 | 022 | 026 | 0,75 | 0,11 | 0,14
Haasnoot C 046 | 027 | 027 | 047 | 024 | 0,28 | 0,68 | 0,15 | 0,18
Lin 0,90 | 0,05 | 0,05 | 090 | 0,05 | 0,05 | 0,80 | 0,10 | 0,10

Tabelle 8.33: Aus <*Jy>-Kopplungskonstanten berechnete c,-Rotamerenverteilung von Glutaminséure 7
(0,20 M in D,0, 500,13 MHz 'H-Messfrequenz, T = 22 °C)

8.3.5.5 Berechnung der rotamerenspezifischen Dissoziationskonstanten

Die relativen Haufigkeiten der neun kanonischen Rotamere von Glutaminsaure wurden fir
drei Dissoziationszusténde der Verbindung berechnet (siehe Tabelle 8.29). Da in den
Probeldsungen mit pH® = 7 und 13 die Spezies HL™ bzw. L2~ dominant vorliegen, ergeben
die angefuhrten Rotamerenanteile die Konformation dieser Spezies, woraus die in Tabelle
8.35 aufgefuihrten rotamerenspezifischen pKs-Werte erhdtlich sind.

Die Rotamerenanteile bei pHP = 1 sind jedoch nicht den einzelnen Protolysespezies Hal*
und H,L zuzuordnen (siehe die Molenbruchverteilung in Abbildung 8.71).

Die Rotamerenverteilung fir die verschiedenen Dissoziationsstufen weist die gleichen
Merkmale auf wie bei Phosphinothricin 6 (Kapitel 8.3.4.8). Der Unterschied besteht darin,
dass die untergeordneten Rotamere (Spalten 2 und 3) von Glutaminséure in ca. doppelt so
grolRen Anteilen vorliegen wie bel 6. Die elektrostatische Anziehung der Ammonium- und

g-Carboxylatgruppe spielt hier eine groRere Rolle.
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C1/C2
t
tg: Hal ™ + HoL 10% tgt HaL* + HoL 10%
tt: H3|_+ + H,L 20% - 100 2- g _ 2
HL-23%® L- 34% HL™10% ® L* 5% HL™12% ® L% 6%
g
C HH H C HH c
H H H H
gt: HaL™ + HoL 17% gg: HaL™ + Hal 8% ggt HaL ™ + HoL 8%
HL™11% ® L% 23% HL- 5% ® L* 3% HL™ 5% ® L* 4%
h
N C'H H N ¢ Cc’ H N C'H c°
H c’|H H
H H H H
hg: Hal* + Hal 7% hge HsL* + HaL 7%
ht: HaL* + HoL 13% HL" 7% ® L% 3% HL™ 9% ® L* 4%
HL™18% ® L% 19%

Tabelle 8.34: Verteilung der kanonischen Rotamere fir alle Dissoziationsstufen von Glutaminsaure 7

(02MinD0O,1=0,1M,T=22°C)

bulk tt tg

tg¢

gt

99

gg¢

ht hg hg¢

pKz | 950 | 933 | 9,80

9,80

9,18

9,72

9,60

948 | 987 | 985

Tabelle 8.35: Rotamerenspezifische Dissoziationskonstanten der Ammoniumgruppe in Glutaminséure 7

(02MinD0O,1=0,1M,T=22°C)
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8.4 Carnosin und biorelevante Histidylderivate

8.4.1 3-Aminopropansaure (b-Alanin, 8)

8.4.1.1 Dissoziationskonstanten

Die pKP-Bestimmung von b-Alanin 8 erfolgte durch eine Einzelproben-"H-NMR-Titration
(siehe das nachfolgende K apitel).

Die Dissoziationskonstanten in Tabelle 8.36 verdeutlichen, dass es sich hier um ein
Aciditdtssystem erster Ordnung handelt. Wie Abbildung 8.76 zeigt, treten die
Protolysespezies HoL ™, HL und L~ in gesonderten pH-Bereichen auf.

pKy pK2 Typ T | Medium | ¢ |Mth. Ref.
[°Cl (M] [mM]

349(2) [1039(1) | pK® 22 0,1NaNO; | 10%D,0 | 20 |'H dA.
3,61 10,25 pKP 25 kein Zusatz D,0 - |™H [285]
3,57 10,14 pK® 25 01 H,0 — | Pot. [286]

Tabelle 8.36: Dissoziationskonstanten von b-Alanin 8. d.A.: diese Arbeit

W HL
0g | Mt L
0,8 -
0,7 1
g 06 -
< 05
S 04
0,3 1
0,2
0,1 1
0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Abbildung 8.76: pH-abhéngige Verteilung der Protolysespezies von b-Alanin 8
(inHO/D,09/1,1 =0,1M, T=25°C)
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8.4.1.2 Spektralanalyse und 'H-NMR-Titration

v v
“00C—C*—C2—NH; “00C—C——C—NH;
b A

Abbildung 8.77: Durchnummerierung und Zuordnung der C-H Protonen von b-Alanin 8

Neun Einzelproben von 8 wurden im Mischsolvens H,O/D,O 9/1 nach Vorschrift #1 in
Tabelle 7.3 erstellt. Die Protonenspektren wurden bei 200,13 MHz, in finf Féllen auch bei
500,13 MHz aufgezeichnet.

Bei den hier benutzten Feldstérken und pH® > 6 liegt ein deceptively simple [AB],-
Spinsystem vor (Abbildung 8.78), woraus nur der Mittelwert Jag = (J13+J14)/2 zugénglich
ist. Einzelne Werte von Ji3 und Ji4 wurden von Abraham et al. [230] bei 60 MHz bestimmt
(siehe Tabelle 8.37).

Im Intervall 2 < pH® <6 breitet sich das Signal von H* und H* auf ca. 5 Hz aus, um bei
pHP < 2 ein quasi-Sextett mit Dny, » 3 Hz zu zeigen. In saurem Milieu verlangsamt sich
der Austausch der Ammoniumprotonen mit den H,O-Protonen in der NMR-Zeitskala.
Dieses Phédnomen ist fir primére aliphatische Amine seit den kinetischen Untersuchungen
von Grunwald et al. bekannt [127]. Der verlangsamte Austausch der Ammoniumprotonen
M gibt Anlass zu einer 3Jus-Kopplung mit den b-Methylenprotonen (A,B,Ms-
Spinsystem). Mit den Kopplungskonstanten Jag = 6,47 Hz und Jgm » 5,8 Hz konnte das
beobachtete Aufspaltungsmuster smuliert werden. Zusétzlich ist eine Linienverbreiterung
infolge der *N-H-Kopplung zu erkennen. Die weitere Untersuchung dieser dynamischen
Effekteist geplant.
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34 H2

12,49

,\M m 6,95
MJL 3,96
A m 0,58

T T T T T T T 1

34 32 30 28 26 24 22 20
dy [ppm]

Abbildung 8.78: Zuordnung der pHP-abhéngigen 200,13 MHz *H-NMR-Spektren von b-Alanin 8
(0,02 M in H,0/D,0 9/1)

H3/4

2,4 HY2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abbildung 8.79: 200,13 MHz IH-NMR-Titrationskurven von b-Alanin 8
(0,02 M inH,O/D,0 9/1, | =0,1 M, T =22°C)
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NMR-Parameter HaL* o2 HL o L~
dy | di=ds 2,804(2) | -0262(3) | 2542(2) | -0226(3) | 2.316(2)
dy | dz=ds 3280(2) | -0,108(3) | 3,172(2) | -0,368(3) | 2,805(2)
3um Jne 6,47 (1) 0,20 (2) 6,67 (2) 0,23 (2) 6,90 (1)
3un Jas 6,452 - 6,682 - 6,89%
Jis 6,56° 6,842 6,997
Jia 6,342 6,52° 6,78%
83un Jas 6,70° - 6,70° - 6,70°

Tabelle 8.37: *H-NMR-Parameter d [ppm] und J [HZ] der Protolysespezies von b-Alanin 8
(0,02 M in H,O/D,09/1, 1 =0,1M, T = 22 °C). * aus [230]. ® aus [248].

Die 'H-NMR-Titrationskurven in Abbildung 8.79 wurden mit MULTINMRPK ausgewertet,
die Ergebnisse sind in Tabelle 8.37 zusammengestellt. Die ionenspezifischen dy-Werte
stimmen mit Angaben von Abraham et.al. [230] fir HL und L auf 0,01 ppm genau
uberein. Diein der vorliegenden Arbeit berechneten dy,,, . -Werte sind um 0,08 ppm héher.
Das legt die Vermutung nahe, der letzte Protonierungsschritt HL® H,L ™ sei in [230] nicht
vollsténdig gewesen.

Die Jap-Werte fiir die Spezies HoL ™, HL und L~ wurden aus den 500,13 MHz Spektren bei
pHP = 0,58, 6,95 und 12,49 berechnet (Tabelle 8.37). Die Ergebnisse stimmen mit denen
von Abraham et.al. [230] auf 0,02 Hz Uberein, von Gregorie et al. [248] wurde hingegen
Da die
Kopplungskonstanten bei 500,13 MHz auf + 0,03 Hz reproduzierbar sind, wird deren

einheitlich Jag =6,70Hz, also unabhéngig vom pH-Wert, verdffentlicht.

Anstieg mit pH® um insgesamt 0,43 Hz als ein signifikanter Effekt betrachtet, was auf eine

madgliche Konformationsanderung hindeuten kann.

8.4.1.3 Konformationsanalyse

Coo~ COO0 Coo~
“H He HaN’ H H NH;
'H H? H H? H H?
NH; He H*
Rotamer t Rotamer g Rotamer g¢

Abbildung 8.80: Kanonische Rotamere von b-Alanin 8
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In Kapitel 6.4.1 wurde die Rotamerenanalyse des b-Alanin Zwitterions nach dem , N-
Wertmodell* und ,Mittelwertmodell*  ausfihrlich diskutiert. Hier werden diese
Berechnungen auch fir die Spezies HoL und L% durchgefiihrt.

Die speziell fur wéasserige Lésungen optimierte Karplusgleichung von Altona [221] liefert
eine starke gauche-Dominanz fir HoL™ und HL. Eine stabilisierende Wasserstoffbriicke
kann insbesondere fir HL vermutet werden. Bei L™ spielen wahrscheinlich nur sterische
und Solvatisierungseffekte eine Rolle, deshalb fihren ale hier besprochenen Modelle
einheitlich zu einem geringfligigen Vorzug des trans-Rotamers. Trotz der beobachteten
pHP-Abhangigkeit von Jag liefert die Linsche Methode fiir jede Dissoziationsstufe eine
grundsétzlich statistische Verteilung mit p; » 0,33 und pg + pge» 0,67.

Aus fritheren "H-NMR-Messungen wurden nahezu statistische Rotamerenanteile firr alle
Dissoziationsstufen abgel eitet [230][247].

Protolysespezies HoL* HL L~
Rotamerenanteile fi fg+ fge fi fg+ fge fi fg+ fge
Abraham-Gaitti 0,23 0,77 0,30 0,70 0,36 0,64
Haasnoot-B 0,40 0,60 0,49 0,51 0,56 0,44
Haasnoot-C 0,31 0,69 0,39 0,61 0,46 0,54
Altona 0,17 0,83 0,25 0,75 0,40 0,60

Tabelle 8.38: Nach dem N-Wert-Modell berechnete Rotamerenverteilung fiir die Dissoziationsstufen
von b-Alanin 8.
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Protolysespezies HoL* HL L-
Rotamerenanteile f; fg+ fge fi fg+ fge f; fg+ foe
Abraham-Gatti 0,38 0,62 0,34 0,66 0,32 0,68
0,40% 0,60% 0,38% 0,622 0,34% 0,66%
Haasnoot-B 0,32 0,68 0,31 0,69 0,29 0,71
0,34% 0,66% 0,332 0,672 0,31% 0,69%
Haasnoot-C 0,33 0,67 0,32 0,68 0,31 0,69
0,36% 0,64% 0,34% 0,66% 0,33% 0,67%
Altona 0,36 0,64 0,35 0,65 0,32 0,68
0,38% 0,62% 0,38% 0,62% 0,34% 0,66%
Lin 0,35% 0,65% 0,36% 0,64% 0,35% 0,65%

Tabelle 8.39: Nach dem Mittelwertmodell berechnete Rotamerenverteilung fur die Dissoziationsstufen
von b-Alanin 8. * Kopplungskonstanten aus [230], Rotamerenanalyse: diese Arbeit

Das monoprotonierte b-Alanin stellt das einfachste zwitterionische Modell fir die
guantenchemische (QM) Konformationsanalyse dar. Nach kirzlich verdffentlichten ab
initio-Rechnungen [248][249] ist das gauche-Rotamer um ca. 20 kcal/mol stabiler im
Vakuum as die trans-Form, wegen der elektrostatischen Anziehung, bzw. einer
Wasserstoffbriicke, zwischen den geladenen Gruppen. Die durch Hydratation bewirkte
Stabilisierung des trans-Konformers verringert diese Energiedifferenz auf 2-3 kcal/mol
[248]. Erst QM-Rechnungen mit Elektronenkorrelation und polarisierbaren Kontinuums-
modellen [249] sind in der Lage, den experimentellen Wert von 0,1 kcal/mol [230][247]
wiederzugeben. Von Nielsen et al. wurde eine geringfligige Préferenz des trans-Rotamers
berechnet [249].

Die gegeneinander wirkenden Effekte, Absto3ung und Hydration, fihren zu einer nahezu
statistischen Rotamerenverteilung, die in der vorliegenden Arbeit trotz der beobachteten
Abnahme von Jag mit pH® NM R-spektroskopisch belegt wurde.

In der Kristallstruktur von b-Alanin [287][288] wurde ein NCCC-Diederwinkel von 84°
gefunden, der dem y = 60° im Rotamer g nahe liegt. Die COO™ und NHs"-Gruppen sind

aber nur mit intermolekularen Wasserstoffbriicken verknUpft.
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8.4.2 N-Acetylhistamin (9)

8.4.21 pK-Bestimmung

Die Imidazolgruppe stellt die einzige protonierbare Stelle von N-Acetylhistamin 9 dar
(siehe Abbildung 8.81). Die pK-Bestimmung erfolgte einerseits in H,O durch
potentiometrische Titrationen, andererseits im Ldsemittelgemisch H,O/D,O 9/1 mit
Einzel proben-"H-NMR-Titration (siehe Tabelle 8.40).

Die resultierende Verteilung der Protolysespezies ist einfach: HL" liegt bei pH <5 und L

bei pH > 9 dominant vor.

pK Typ T I Medium | c® |Mth. Ref.
[°cl (M] [mM]

7,147 (8) pKP 22 0,1NaNO; | 10%D,0 | 20 |*H dA.

7,094 (3) pK® 25 0,1 NaNO; H,0 5 |Pot. dA.

6,99 pK?® 25 ® 0M H,0 4 | Pot.[289]

Tabelle 8.40: pK von N-Acetylhistamin 9 fur verschiedene Bedingungen. d.A.: diese Arbeit

8.4.2.2 Spektralanalyse und *H-NMR-Titration

H H* H3C1H®
AT I \ Ny .
CE=CE—C——C—N—C—CHy /C=C\—(I:9—CI:—I?I—C—CH3
H H H H' H® H’
tHN®  N'p HN N

/ &
I I,
H H

Abbildung 8.81: Dasin der Biochemie tbliche (links) und dasin dieser Arbeit verwendete (rechts)
Nummerierungsschema furr N-Acetylhistamin 9

Die Zuordnung des 500,13 MHz *H-NMR-Spektrums ist Abbildung 8.82 zu entnehmen.
H? zeigt ein Dublett bei 8,39 ppm (*J12 = 1,37 Hz) und H' ein nicht vollstandig aufgelostes
Multiplett bei 7,18 ppm (*Jis» 0,8 Hz, “J14» 0,4 HZ). Hier liegt ein deceptively simple

[AB] »-Spinsystem vor, woraus nur der Mittelwert von <Jss> und <*Jg6> erhéltlich ist.
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In HxO-reichen Lésungen mit pH® < 8 erscheint das H-Amidsingulett bei ca. 8 ppm, und
die a-Methylenprotonen H>® weisen ein Quartett auf. Hier verringert sich die
Geschwindigkeit des OH™-katalysierten Austausches von H’, was zu einem effektiven

A2B,X-Spinsystem Anlass gibt (siehe z. B. [290]).

(H0) H®

K34
H? Kt H56

Ll

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
d[ppm]

Abbildung 8.82: Zuordnung des 500,13 MHz *H-NMR-Spektrums von N-Acetylhistamin 9
(0,02 M in H,0/D,0 9/1, pH® = 6,51, T = 22 °C)

pH®

1227
H,0/D,0
a1

0,60
D0

2,00
H,0/D,0
o
r T T T

3,6 34

1

30 28 26
d[ppm]

Abbildung 8.83: pHP- und Solvensabhangigkeit der Methylensignale von N-Acetylhistamin 9
(0,02 M, 500,13 MHz, T =22 °C)
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Die *H-NMR-Titrationskurven aller Spins zeigen einen Wendepunkt beim gleichen pH°-
Wert, woraus sich pK® = 7,147 + 0,008 ergibt.

Die ionenspezifischen chemischen Verschiebungen in Tabelle 8.41 verdeutlichen, dass die
durch NP-Protonierung bewirkten Dd.-Werte mit steigendem Abstand von diesem Base-
zentrum abnehmen.

Die fiir die Protolysespezies HL* und L individuellen Jag-Kopplungskonstanten wurden
aus den 500,13 M Hz-Spektren ermittelt und ebenfalls in Tabelle 8.41 angefuhrt.

NM R-Parameter HL* o L
dy dy 7,253 (3) -0,338 (4) 6,914 (3)
dy dy 8,564 (4) -0,894 (5) 7,670 (4)
dy ds=ds 2,919 (3) -0,147 (4) 2772 (3)
dy ds = ds 3,469 (3) -0,057 (4) 3413 (3)
dy ds 1,942 (3) -0,008 (4) 1,934 (3)
Jnn Jne 6,60 (2) 0,19 (2) 6,79 (2)

Tabelle 8.41: *H-NMR-Parameter d [ppm] und J [HZ] der Protolysespezies von N-Acetylhistamin 8
(0,02M inH,O/D,09/1,1 =0,1M, T=22°C)

8.4.2.3 Konformationsanalyse am Torsionswinkel ¢

Im
5H HG
3H H4
NHAc
Rotamer t Rotamer g¢

Abbildung 8.84: Kanonische Rotamere von N-Acetylhistamin 9 am Segment c; (Im = Imidazol)

Die beiden gauche-Rotamere, g und g¢in Abbildung 8.84 sind symmetriedquivaent und
aquipopuliert. Die Altona-Elektronegativitét | der neutralen Imidazol- und kationischen
Imidazoliumgruppe wurde von M. Kraszni [43] zu 0,50, bzw. 0,47 bestimmt (vgl. mit
| =045 fir Phenyl). Diese Angabe ermdglicht zum ersten Mal den Einsatz der fur

wasserige L ésungen optimierten Karplusgleichung von Altona [221].
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Das N-Wertmodell ergibt den Vorzug des trans-Rotamers, die verschiedenen Karplus-
gleichungen liefern aber stark unterschiedliche Populationen (siehe Tabelle 8.42). Eine
kiirzlich versffentlichte Studie tiber Histamin (HoL?*/HL*/L) fuihrte ebenfalls zur Praferenz
des trans-Rotamers [43]. Flr den monoprotonierten Zustand von Histamin wurde wegen
des erhthten gauche-Anteils eine Wasserstoffbriicke zwischen der Ammonium- und
Imidazolgruppe vorgeschlagen [43].

Das Mittelwertmodell ergibt aber fir N-Acetylhistamin eine nahezu dstatistische
Rotamerenverteilung (Tabelle 8.43).

Protolysespezies HL* L
Rotamerenanteile nach fi fg+ fge f; fg+ foe
Abraham-Gatti 0,28 0,72 0,33 0,67
Hansen 0,46 0,54 0,53 0,47
Haasnoot-B 0,50 0,50 0,56 0,44
Haasnoot-C 0,42 0,58 0,49 0,51
Altona 0,26 0,74 0,33 0,67

Tabelle 8.42: Nach dem N-Wert-Modell berechnete Rotamerenverteilung fiir die Dissoziationsstufen von
N-Acetylhistamin 9

Protolysespezies HL* HL
Rotamerenanteile nach fi fg+ fge fi fg+ fge
Abraham-Gatti 0,35 0,65 0,33 0,67
Hansen 0,27 0,73 0,23 0,77
Haasnoot-B 0,30 0,70 0,29 0,71
Haasnoot-C 0,32 0,68 0,30 0,70
Altona 0,35 0,65 0,33 0,67

Tabelle 8.43: Nach dem Mittelwertmodell berechnete Rotamerenverteilung fur die Dissoziationsstufen
von N-Acetylhistamin 9
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8.4.3 N-Acetylhistidin (10)

8.4.3.1 Makroskopische Dissoziationskonstanten

Zur pK-Bestimmung von N-Acetylhistidin 10 wurden fiinf potentiometrische Titrationen in
H>0 nach Vorschrift #2 in Tabelle 7.2 durchgefihrt. Die Dissoziationskonstanten wurden
in H,O/D,0 9/1 durch *H-NMR-Titration ermittelt (Kapitel 8.4.3.2).

Die pK-Werte in Tabelle 8.44 und die Speziesverteilung in Abbildung 8.85 indizieren, dass
die Dissoziation der Carboxyl- und Imidazoliumgruppe in wohlseparierten pH®-Bereichen
ablauft (Aciditatssystem erster Ordnung).

pK1 pK> Typ T I Medium | c® |Mth. Ref.
[°Cl (M] [mM]

2,83(2) |7,158(4)| pKk® 22 0,1NaNO; | 10%D,0 | 20 |'H daA.
2,78(2) |7,002(7)| pK° 25 0,1 NaNO; H,0 35 |Pot. dA.
2,83 7,023 | pK™ 25 0,1 NaClO, H,0 — | Pot.[293]
2,94 7,11 pK™* 25 0,1 KNOs H,0 0,8 |Pot.[294]
3,08 7,07 pKP 37 ca 0,1 D,0 50 |*H [42]
- 746 | pK™ 25 2,0KCl D0 200 |Pot. [45]

Tabelle 8.44: Dissoziationskonstanten von N-Acetylhistidin 10. d.A.: diese Arbeit
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Molenbruch

Abbildung 8.85: pH-abhangige Verteilung der Protolysespezies von N-Acetylhistidin 10
(1=01M,T=25°C)

8.4.3.2 Spektralanalyse und 'H-NMR-Titration

K g 9
C=C—C—C—N—C—CHj4
[V L s e
HN N
N/
c
I

Abbildung 8.86: Durchnummerierung der Protonen von N-Acetylhistidin 10

Acht Einzelproben von N-Acetylhistidin wurden in H,O/D,O 9/1 nach Vorschrift #2 in
Tabelle 7.3 erstellt und bei 200,13 MHz Spektrometerfrequenz vermessen. Weitere Proben
wurden in D,O nach Vorschrift #1 in Tabelle 7.3 angefertigt und sowohl bel 500,13 MHz
asauch bel 200,13 MHz Spektrometerfrequenz untersucht.

Der aromatische Teil des 'H-Spektrums von N-Acetylhistidin 10 zeigt den gleichen
Habitus wie der von N-Acetylhistamin 9, er wird hier nicht abgebildet. Im aciden pHP-
Bereich ergibt H? ein Dublett bei 8,60 ppm mit “Jy, = 1,37 Hz. H' zeigt bei 7,31 ppm ein
nicht vollstdndig aufgeldstes Multiplett infolge der weitreichenden Kopplungen

4313» 0,8Hz und *Ju» 0,4 Hz. Im ganzen pHP-Bereich erscheint das Singulett der
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Acetylprotonen H’ bei 1,98 ppm. H® H* und H® ergeben ein charakteristisches ABX-
Spinsystem in D;O und auch bei pH® > 9 in H,0/D,0 9/1 (siehe Abbildung 8.87). Wieim
Falle von N-Acetylhistamin, verringert sich bei pH® < 9 die Austauschgeschwindigkeit des
Amidprotons H® und es erscheint bei ca. 8 ppm dessen verbreitetes Dublett mit 2Jss » 8 Hz.
Gleichzeitig geht das Signa von H° in ein sechs-Linien-Multiplett tber (ABMX-
Spinsystem). Die Resonanzlinien von H® und H* zeigen eine zusétzliche Aufspaltung
wegen deren oben erwahnten Fernkopplungen mit H™.

Dain den untersuchten ABX-, bzw. ABMX-Spinsystemen eine explizite Linienzuweisung

mdglich war, wurden die Spektrenparameter durch LAO-PC-Iterationen [200] bestimmt.

[ =
M Wz

11,42
H,0/D,0
an

4 44 4,2 4,0 38 3,6 34 3,2 3,0 2,8

dy [ppm]

Abbildung 8.87: pHP- und Solvensabhangigkeit des ABX-Spinsystems der Protonen H*, H* und H® von N-
Acetylhistidin 10 (200,13 MHz, ¢ = 0,02 M (H,0/D,0), bzw. 0,05 M (D;0), T = 22 °C)

Die Auswertung der *H-NMR-Titrationskurven (Abbildungen 8.88 und 8.89) erfolgte mit
dem Programm MULTINMRPK. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8.45 aufgefihrt.
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du [ppm]

8,8
8,6
8,4
8,2
8,0
7,8
7,6
7,4
7,2
7,0

6,8

Abbildung 8.88: 200,13 MHz *H-NMR-Titrationskurven der aromatischen Protonen von N-Acetylhistidin
10 (0,02 M in H,O/D,0 9/1, 1 =0,1 M, T =22 °C). Beispiel fir ein Aciditétssystem erster Ordnung

dw [ppm]

48 -
45 A
42 1
39
36
33
30
2,7
2,4
21
18

Abbildung 8.89: 200,13 MHz *H-NMR-Titrationskurven der aliphatischen Protonen von N-Acetylhistidin
10 (0,02 M in H,O/D,0 9/1,1 =0,1 M, T=22°C)
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NMR-Parameter | HoL* DY HL o L
o o 7307(2) | -0061(2) | 7.246(2) | -0,342(2) | 6,904 (1)
d ds 8601(2) | -0038(2 | 8562(2 | -0910(2 | 7,653(2)
d ds 3340(2) | -0100(2) | 3240(2) | -0,152(2) | 3,087(1)
o ds 3190(2) | -0118(2) | 3073(2) | -0,134(2) | 2,939 (1)
d ds 4736(2) | -0258(3) | 4478(2 | -0071(2 | 4407(1)
o d; 1,998 (2 | -0018(2) | 1,980(2) | -0,023(2) | 1,957 (1)
hn | s 5,14 (2) -0,19 (3) 4,95 (2) -0,34(2) 461(2)
O | s 8,67 (2) -0,25(3) 8,42 (2) 0,22 (2) 8,64 (2)
2dan | Ja | -1546(2) 013 (3) -15,33(2) 0,35(2) -14,98 (2)
| 3Jse 8,0° - 8,1° - -

Tabelle 8.45: Mit MULTINMRPK berechnete *H-NMR-Parameter d [ppm] und J [Hz] der Protolysespezies
von N-Acetylhistidin 10 (0,02 M in H,O/D,0 9/1, 1 =0,1 M, T = 22 °C) * abgelesener, nicht iterierter Wert

8.4.3.3 Konformationsanalyse am Torsionswinkel ¢,

o Im Im
- ) i
RHN_ H® °H COO oocC
“H H? ‘H H? ‘H

NHR

COO

Rotamer t

Rotamer g

Im-....
27
NHR
H3
H5

Rotamer h

Abbildung 8.90: Kanonische Rotamere von N-Acetylhistidin 10 (R = -COCHj), Glycylhistidin 11 (R =

-COCH,NH;") und Carnosin 12 (R = -COCH,CH,NH5;") am Segment ¢ ; (Im = Imidazol)

Die drel kanonischen Rotamere von N-Acetylhistidin 10 sind in Abbildung 8.90

dargestellt. Die stereospezifische Zuordnung der Methylenprotonen H* und H* stitzt sich
auf Untersuchungen am Methylester des N-Acetylhistidins [168].

Die nach den in Kapitel 6.4.3 besprochenen Methoden berechneten Rotamerenanteile sind

in Tabelle 8.46 angefuhrt. Die Modelle liefern einheitlich ein Verhaltnis p; : pg : pn von ca.

2:1:1 fir jede Dissoziationsstufe. Bemerkenswert ist f, > fy nach der Karplusgleichung mit

den Altona | -Substituentenkonstanten, was auf eine stabilisierende intramolekulare

Wasserstoffbriicke im Rotamer h hindeuten kann (siehe Abbildung 8.90).
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Protolysespezies HoL* HL L-
Rotamerenanteile fi fy fh f; fq fr fi fy fi
Hansen 055|023 |021|053022)|02 |05 |019 | 0,26
Martin 058 | 0,25 | 0,17 | 055 | 0,23 | 0,21 | 0,57 | 0,20 | 0,23
Haasnoot-B 060|025 | 015|057 | 022|020 | 059 | 019 | 0,22
Haasnoot-D 0,65 | 025 | 0,10 | 0,61 | 0,22 | 0,16 | 0,64 | 0,19 | 0,18
Altona 056 | 020 | 0,24 | 053 | 018 | 0,29 | 0,56 | 0,24 | 0,30

Tabelle 8.46: Nach verschiedenen Karplusgleichungen berechnete Rotamerenanteile der
Protolysespezies von N-Acetylhistidin 10

8.4.4 Glycylhistidin Hydrochlorid (11)

8.4.4.1 Makroskopische Dissoziationskonstanten

Die pK-Werte von 11 wurden einerseits in H,O durch potentiometrische Titration, anderer-

seits im Losungsmittelgemisch H,0/D,0 9/1 durch Einzelproben-*H-NMR-Titration nach
Vorschrift #2 in Tabelle 7.3 bestimmt.
Tabelle 8.47 bietet einen Vergleich der hier ermittelten Dissoziationskonstanten mit

Literaturwerten.

Der maximale Molenbruch von HL betrégt ca 0,7. Nach den Uberlegungen in Kapitel 2.3.4

deutet dies darauf hin, dass der zweite und dritte Dissoziationsschritt wesentlich

Uberlappen. Deshab soll die eigene (,intrinsische") Aciditét der Imidazolium- und

Ammoniumgruppe mit Hilfe von Mikrokonstanten charakterisiert werden.

pKy pK2 pKs Typ | T I Medium | ¢® |Mth. Ref.
[°C] M] [mM]

2,62 (6) | 6,830(9) | 836(1) | pk® | 22 |01 NaNO; [ 10%D,O| 20 [*H  dA.

253(4) | 6,783(9) | 825(2) | pK® | 25 | 0,1NaNOz| H.0 5 [Pot. dA.

2,51 6,77 822 | pK® | 25| 02KC H,0 — |Pot. [292]

2,72 6,69 812 | pK® | 37| ca01 D,0 50 |*H [42]

Tabelle 8.47: Makroskopische Dissoziationskonstanten von Glycylhistidin 11. d.A.: diese Arbeit
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Molenbruch

1,0

JH,LZ

H,L*

HL

10 11 12

Abbildung 8.91: pH-abhéngige Verteilung der makroskopischen Protolysespezies von Glycylhistidin 10
(1=01M,T=25°C)

8.4.4.2 Zuordnung und Analyse der 'H-NMR-Spektren

Hl H3
\ |
R
H4
HN N
%
C
I,

coo. o H
| T +
C—N—C—C—NH,
b e b

Abbildung 8.92: Durchnummerierung der betrachteten Protonen von Glycylhistidin 11

Die Protonenspektren von Glycylhistidin 11 in Abbildung 8.93 zeigen das gleiche

Erscheinungsbild wie jene von N-Acetylhistidin 10. Zusdtzlich wird hier das

charakteristische AB-Multiplett der Glycylprotonen H und H? beobachtet.
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(HDO) pHD
H®
M 10,96
Hl | 8
H® H H
I i 748
H I 18
H° H3 H4

M LMM 0,36

49 47 45 43 41 39 37 35 33 31 29
dy [ppm]

Abbildung 8.93: Zuordnung der aliphatischen Protonen in pHP-abhéngigen 500,13 MHz-"H-NMR-Spektren
von Glyeylhistidin 11 (0,05 M in D,O, T = 22°C)

pHP der Probe 0,36 475 7,48 10,96
Hauptspezies Hal % HoL* HL/HL*/ L L
d o 7,333 7,269 6,998 6,906
d ds 8,033 8,588 7,875 7,644
d ds 3,380 3,256 3,143 3,103
d ds 3,260 3,146 3,017 2,978
d ds 4,859 4,535 4,483 4,449
d d 3,877 3,851 3,754 3,287
d ds 3,856 3,799 3,703 3,265

“Jnn Ji2 1,34 1,37 1,17 na
Jum Jiz na 0,55 na na
i Jas -15,63 -15,45 -15,14 -14,95
3 3um Jss 5,21 5,38 4,88 4,66
i Jis 8,20 7,89 8,34 8,32
2 Jre -16,40 -16,16 -16,16 -16,90

Tabelle 8.48: Mit WINDAISY iterierte chemische Verschiebungen d [ppm] und K opplungskonstanten J [Hz]
aus 500,13 MHz-"H-NMR-Spektren von Glycylhistidin 11 (0,05 M in D,O, T = 22 °C) n.a.: nicht aufgel6st
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8.4.4.3 Einzelproben-'H-NMR-Titration

Zur NMR-spektroskopischen Bestimmung der Mikrokonstanten von Glycylhistidin 11
wurde eine *H-NMR-Titration nach Vorschrift #2 in Tabelle 7.3 durchgefiihrt.

Die dynamisch gemittelten chemischen Verschiebungen werden in den Abbildungen 8.94
und 895 in Abhangigkeit von pH® dargestellt. Aus diesen Messkurven wurden
anschlieBend die fur jede Makrospezies individuellen Werte mit dem Programm
MULTINMRPK berechnet (siehe Tabelle 8.48).

9,0 -

8,5
= 8,0 1
& 2
= H
T 754

7v0 W H1

6,5 T T T T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abbildung 8.94: 200,13 MHz *H-NM R-Titrationskurven der aromatischen Protonen von Glycylhistidin 11
(0,02 M inH,0/D,09/1,1=0,1M, T=22°C)
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48 -

dw [ppm]

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abbildung 8.95: 200,13 MHz *H-NMR-Titrationskurven der aromatischen Protonen von Glycylhistidin 11
(0,02M inH,O/D,09/1,1=0,1M, T=22°C)

Parameter | HoL?* | D | HL* vl HL o L

dy | di |7,320(4) |-0,063 (4)| 7,257 (2) |-0,318 (5) | 6,939 (4) |-0,033 (5) | 6,907 (2)

dy | do | 8,609 (4) -0,039 (5)| 8570 (3) |-0,851(6)| 7,719 (6) |-0,072 (6) | 7,647 (2)

dy | ds |3,360(4) |-0,111(5)| 3,248 (2) |-0,129 (4) | 3,119 (4) |-0,017 (4) | 3,102 (2)

dy | di | 3,247 (4) |-0,110 (5)| 3,137 (2) |-0,149 (4) | 2,988 (4) |-0,011 (4) | 2,978 (2)

dy | ds | 4,644 (4) |-0,103 (5)| 4,541 (2) |-0,072 (4)| 4,469 (4) |-0,018 (4) | 4,451 (2)

dy | d7 | 3,865 (4) |-0,015 (4) | 3,850 (2) |-0,085 (6)| 3,764 (5) | -0,460 (6) | 3,304 (2)

dy | ds |3,849(4) |-0,051 (4)| 3,798 (2) | -0,084 (6)| 3,714 (5) |-0,436 (6) | 3,278 (2)

“Jnn | dnz 1,37° - 1,40° - 1,08° - 1,142

“Jan| Jiz | 0,80% - 0,74° - 0,70 - 0,68°

2Jun| Jsa | 5,25(2) | 001(2) | 526(1) | -049(2) | 476(2) | -0,11(2) | 4,66 (1)

| Jas | 817(2) | -021(2) | 7.96(1) | 053(2) | 850(2) | -017(2) | 833 (1)

3un| s [-1553(2) | 0,11(2) |-1541(1)| 0,36(2) |-1505(2)| 0,09(2) |-14,96 (1)

3| Jss | 7.8° - 7.4 - - - -

23| Jrs |-1621(2)| 0,02(2) |-16,19(1)| 0,02(2) |-16,17 (2)| -0,71(2) |-16,88 (1)

Tabelle 8.49: Mit MULTINMRPK berechnete NMR-Parameter d [ppm] und J [Hz] der makroskopischen
Protolysespezies von Glycylhistidin 11 (0,02 M in H,0/D,0 9/1,1 = 0,1 M, T = 22 °C)
2 abgelesener, nicht iterierter Wert
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8.4.4.4 Berechnung der Mikrokonstanten

Sy
CH,
K H CH-R—CHA—NH 2
A A ply 7 TR N (Pl
HNT T ONH HN™ " NH oo /\
o \:/ BA HN™ N
o, - 7 o
CH—R—CHA—NH} CH—R—CHA—NH; /\ T2
Coon oo’ HN™ " "N GH-R—CH;—NH,
pk, \:/ Py oo
AA CH, BB
GH-R—CHi—NH,
coo
AB
K
2+ 1 + K2 3 -
H,L — H,L HL L

Abbildung 8.96: Mikroskopisches (oben) und makroskopisches (unten) Dissoziationsschema von
Glycylhistidin 11 (R = NH-CO-, H* = H) und Carnosin 12 (R = NH-CO-CH,-, H* = H)

Im Rahmen der Sudmeier-Reilly-Naherung werden mit MULTINMRPK normierte *H-NMR-
Titrationskurven und anschlief3end Dy -Funktionen berechnet (siehe Abbildung 8.97).

0,8 ~ -=—H1

- H2

0,6 4

0,4 4

-04 -

-0,6

'0,8 T T T T T T 1

pHC,D

Abbildung 8.97: Aus normierten "H-NMR-Titrationskurven erhaltene Dy -Kurven zur Auswahl der
selektiven Sensorenatome in Glycylhistidin 11
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Betragsmaflig maximale Dy -Werte weisen (abgesehen von H*) die Protonen H? und H’
auf. Die dy vs. pHP-Kurven dieser Kerne zeigen keine Extrema, so konnen diese Protonen
al's gruppenspezifische Sensoren gewahlt werden. Die bislang einzige *H-spektroskopische
Bestimmung der Mikrokonstanten von 11 basierte ebenfalls auf der angenommenen
Selektivitét der Protonen H? und H’, aber diese Messung wurde in DO und ohne Kontrolle
der lonenstérke durchgefiihrt [6].

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm NMRMICROPK. Die erhaltenen
Mikrokonstanten sind in Tabelle 8.50 aufgelistet, die pH-abhangige Verteilung der
Mikrospezies zeigt Abbildung 8.98. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass der Hauptpfad
(AA® BA® BB) und der Nebenpfad (AA® AB® BB)der Dissoziation im Verhétnis von
etwa 9:1 populiert sind.

pky pke pkiz pka1 ka ki pE Ref.
685(1) | 7.79(2) | 8239(8) | 7,30(2 87 045 | diese Arbeit
6,82 7,88 8,18 7,14 11,5 0,32 6]

Tabelle 8.50: Mit NMRMICROPK berechnete mikroskopische Dissoziationskonstanten pk und Wechsel-
wirkungsparameter pE von Glycylhistidin 11. d.A.: diese Arbeit

Molenbruch
o
(6)]

0,2

Abbildung 8.98: pHP-abhéngige Verteilung der makroskopischen und mikroskopischen Protolysespezies
von Glycylhistidin 11 (1 =0,1 M, T =25 °C)
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8.4.45 Konformationsanalyse am Torsionswinkel ¢,

Glycylhistidin 11 stellt in bezug auf den Torsionswinkel ¢, ein trisubstituiertes Ethan dar,
dessen kanonischen Rotamere t, g und h in Abbildung 8.90 des vorangehenden Kapitels
8.4.4.4 bereits dargestel It wurden.

Die mit ,, Rotamerenanalyse.xIs* berechneten Rotamerenanteile der individuellen Makro-
spezies HiL werden in Tabelle 8.56 zusammengefasst. Vom Protonierungszustand der
funktionellen Gruppen praktisch unabhangig wurde, hier wie auch bei N-Acetylhistidin 10,
ein Verhdtnis f;: fy: f von ca 2:1:1 gefunden, obwohl die Karplusgleichung mit den
Altonal -Substituentenkonstanten wieder f, > fy liefert.

Uber die Rotamerenverteilung der unterpopulierten Mikrospezies AB kann keine Aussage
getroffen werden, denn diese Mikrospeizes trégt nur geringfligig zu den observablen <J>-

K opplungskonstanten bei.

Spezies Hal 2 HaL* HL L™

Rotamere fo | fg | fa | fo | fg | fa | R | fg | fa | f | fg | f
Hansen 0,51|0,24|0,25|0,49 | 0,24 | 0,27 | 0,54 | 0,20 | 0,26 | 0,52 | 0,19 | 0,29
Martin 0,53|0,26|0,21|051|0,26 |0,23| 0,56 | 0,22 |0,22| 0,54 | 0,21 | 0,25

Haasnoot-B | 0,55 0,25|0,20|0,53|0,25|0,22| 0,58 | 0,20 | 0,22 | 0,56 | 0,19 | 0,25

Haasnoot-D | 0,59 | 0,26 | 0,15| 0,56 | 0,26 | 0,18 | 0,62 | 0,20 | 0,18 | 0,60 | 0,19 | 0,21

Altona 051/0,20|0,29|0,49|0,21|0,31|054|0,16|0,30| 0,52 | 0,14 | 0,33

Tabelle 8.51: Nach verschiedenen Karplusgleichungen berechnete Rotamerenanteile der Protolysespezies
von Glycylhistidin 11

8.4.5 Carnosin (12)

8.4.5.1 Makroskopische Dissoziationskonstanten

Zur pK-Bestimmung von Carnosin 12 in H>O wurden sechs potentiometrische Titrationen
durchgefiihrt. Die Dissoziationskonstanten wurden auch in H,0/D,0 9/1 durch eine *H-
NMR-Titration bestimmt (siehe Kapitel 8.4.5.3). Tabelle 8.52 enthélt alle berechneten pK-

Werte, zum Vergleich sind auch Literaturangaben mit aufgefihrt.
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Die Verteilung der Makrospezies in Abbildung 8.99 1&sst erkennen, dass Carnosin in guter

Naherung als Aciditétssystem erster Ordnung betrachtet werden kann (siehe Kapitel 2.3.4).

pKy pK2 pKs Typ | T I Medium | ¢ |Mth. Ref.
| [M] [mM]
2,54(2) | 6,911 (6) | 9,692 (9) | pK® | 22 | 0,1NaNO;z | 10% DO | 20 |*H dA.
2,63(3)| 6,83(1) | 944(1) | pK® | 25 |0,1NaNOz| H,O 2-5 |Pot. dA.
2,60 6,83 9466 | pK® | 25 | 0,1KNO; H.0 — | Pot. [291]
259 | 6774 | 9372 | pK® | 25| 01KC H.O — | Pot. [100]
2,63(2) | 6,74(1) | 935(1) | pK® | 25 |0,1NaClO;| H,O |10-25|Pot. [40]
2,619 | 6656 | 9237 | pK*| 25| ® OM H.0 — | Pot. [295]
2,77 6,83 966 | pK° | 37| ca01 D,O 50 |*H [42]
2,73(7) | 7,06 (13) | 1055 (3) | pK® | 25 >05 D,O 500 |BC [39]

Tabelle 8.52: Nach verschiedenen Methoden ermittelte Dissoziationskonstanten von Carnosin 11

Molenbruch

1,0 ~
0,9 4
0,8
0,7
0,6
0,5 -
0,4
0,3 4
0,2
0,1+

H3L2+

0,0 T

10

11

Abbildung 8.99: pH-abhangige Verteilung der makroskopischen Protolysespezies von Carnosin 12
(1=01M,T=25°C)

12
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8.4.5.2 Zuordnung und Analyse der 'H-Spektren

H* H® coo O H' H°
\ 1 Cyl I 1W +
/c=c\—(|:—(|:—l?|—c—C—C—NH3
H4 H5 HG HS H10
HN N
\ /
c
I

Abbildung 8.100: Durchnummerierung und Zuordnung der Protonen von Carnosin 12 beim physiologischen
pH und Bezeichnung des Torsionswinkels ¢, und w

Der aromatische Spektralbereich von Carnosin 12 ist identisch mit dem von Glycylhistidin
11. Im aliphatischen Bereich treten die Multipletts des ABX-Spinsystems der Protonen H°,
H* und H® auf. Im Medium H,0/D,0 9/1 bei pHP < 6 gibt das Amidproton wieder Anlass
zu einem ABMX-Spinsystem (siehe Abbildung 8.101). Die Zuordnung dieser Protonen
war zum Zeitpunkt der Anfertigung der vorliegenden Arbeit bereits bekannt [39], die
Analyse des [AB],-Spinsystems des b-Alaninrestes war hingegen noch nicht beschrieben.
Zu diesem Zweck wurden Einzelproben in D,O erstellt und *H-Spektren bei 500,13 MHz

aufgenommen.

(HDO) 910 H™®  pHP

©

H"

9,10
< H

8,16
HQ,lO
HS HY W H™®
N\ A 540
H® 'f Y
T

7.8

H
“\ 0,50

T T T T T T T 1

9,1
s H

H H

47 44 41 38 35 32 29 26 23
dy [ppm]

Abbildung 8.101: Zuordnung der pHP-abhangigen 500,13 MHz *H-NMR-Spektren von Carnosin 12
(0,05 M inD,O, T=22°C)
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9,10
H

T T
1640 1600 1560 1520 1480 1440 1400 1360 1320
(Hz)

Abbildung 8.102: Oben: Ausschnitt des exp. 500,13 MHz *H-NMR-Spektrums von Carnosin 12
(0,05 mol/I Lésung in D,0, pHP = 5,40) Unten: WINDAISY-Simulation des | terationsergebnisses

9,10
H 78
H
3 4
H H
1600 1560 1520 1480 1440 1400 1360 1320

(H2)

Abbildung 8.103: Oben: Ausschnitt des exp. 500,13 MHz *H-NMR-Spektrums von Carnosin 12
(0,05 mol/I Lésung in D,0, pHP = 8,16) Unten: WINDAISY-Simulation des I terationsergebnisses
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pHP der Probe 0,50 5,40 8,16 12,48
Hauptspezies Hal % HoL* HL L
dy d 7,326 7,255 6,927 6,907
du da 8,615 8,558 7,684 7,641
dy da 3,358 3,245 3,111 3,127
du ds 3,228 3,107 2,954 2,922
o ds 4,804 4,504 4,443 4,464
du d 2,731 2,710 2,655 2,341
dhy ds 2,711 2,668 2,619 2,334
du do 3,246 3,252 3,204 2,757
du dio 3,236 3,222 3,187 2,753
T | I 1,37 1,39 1,00 1,00
Tnn | dis 0,60 0,84 0,88 0,50
in | Ja -15,56 -15,43 -15,04 -14,96
wn | Jss 5,32 5,24 4,69 451
i | dus 8,43 8,29 8,78 9,34
n | Jus -16,70 -16,44 -16,21 -14,20
hn | Jne 7,21 7,98 7,69 6,66
v | Jr0 6,45 5,98 5,94 6,66
i | Jao 6,32 5,84 5,88 6,66
9 | Jsao 6,81 6,77 6,86 6,66
2dan | Jeao -16,70 -13,12 -13,04 -14,37

Tabelle 8.53: Mit WINDAISY iterierte chemische Verschiebungen d [ppm] und Kopplungskonstanten J [Hz]

aus 500,13 MHz *H-NMR-Spektren von Carnosin 12 (0,05 M in D,0, T = 22 °C)

Die mit WINDAISY iterierten Spektrenparameter sind in Tabelle 8.53 zusammengefasst.

Ausschnitte der gemessenen und simulierten Protonenspektren sind den Abbildungen

8.102 und 8.103 zu entnehmen.
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8.4.5.3 Einzelproben-"H-NMR-Titration

Zur NMR-spektroskopischen Bestimmung der Makrokonstanten von Carnosin wurden 18
Einzel proben nach Vorschrift #2 in Tabelle 7.3 erstellt und bei 200,13 MHz Spektrometer-
frequenz vermessen. Die *H-NMR-Parameter wurden anschlieBend durch WINDAISY-
Iterationen ermittelt. Die <d> vs. pHP-Titrationskurven sind in den Abbildungen 8.104 und
8.105 dargestellt. Aus den pHP-abhangigen chemischen Verschiebungen und Kopplungs-
konstanten wurden dann mit MULTINMRPK digjenigen fur die einzelnen Protolysespezies
berechnet (siehe Tabelle 8.54). Die Kopplungskonstanten des b-Alaninteils wiesen grofRere
Streuung auf, aus diesem Grund wurde deren Mittelwert Jag = (J79 + J7,20 + Jgo + Jg10) / 4

in die Auswertung einbezogen.

9,0 q
8,5 1
= 8,0 1
g
= H'
T 751
7,0 Mwm\‘w_w H2
6,5 T T T T T T T T T T T T 1
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abbildung 8.104: 200,13 MHz 'H-NMR-Titrationskurven der aromatischen Protonen von Carnosin 12
(0,02 M inH,0O/D,09/1,1 =0,1M, T=22°C)
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5,0 ~
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2,0 T T T T T T T T T T T T |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abbildung 8.105: 200,13 MHz *H-NMR-Titrationskurven der aliphatischen Protonen von Carnosin 12
(0,02M inH,O/D,09/1,1 =0,1M, T=22°C)

2+ L + L - -
Parameter | HaslL Dl*j Lo H,L df_‘ " HL Ij'H . L

dy d 7,319 -0,062 7,256 -0,335 6,921 -0,011 6,910

dy d> 8,609 -0,037 8,572 -0,907 7,665 -0,020 7,646

dy d3 3,348 -0,105 3,242 -0,136 3,107 0,020 3,126

dy ds 3,222 -0,114 3,107 -0,157 2,949 -0,027 2,922

dy ds 4,797 -0,292 4,505 -0,063 4,441 0,023 4,464

dy dr 2,727 -0,022 2,705 -0,044 2,661 -0,319 2,343

dy | ds 2,704 -0,042 2,662 -0,036 2,626 -0,285 2,341

dy dy 3,244 0,010 3,252 -0,036 3,218 -0,448 2,770

dy | dio 3,229 -0,008 3,222 -0,017 3,205 -0,436 2,769

3Jun| Jss | 534(2) | -011(2) | 523(1) | -0,62(2) | 462 (1) | -0,09(2) | 4,52 (1)

3Jun| s | 842(2) | -014(2) | 827(1) | 056(2) | 883(1) | 051(2) | 9,35(1)

SIun | Jss 7,8 - 7,6 - — _

3Jun | Jae® | 6,69(2) | -0,08(2) | 6,61(1) | -0,03(2) | 658(1) | 0,06(2) | 6,64 (1)

Tabelle 8.54: Mit MULTINMRPK berechnete *H-NM R-Parameter der makroskaopischen Protolysespezies
von Carnosin 12 aus 200,13 MHz-"H-NMR-Spektren (0,02 M in H,0/D,0 9/1, 1 =0,1 M, T =22 °C)
2 nicht iterierter Wert. ® Jag = (Jr + J7.10 + Jo + Jg.10) / 4
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8.4.5.4 Berechnung der Mikrokonstanten

Die mikroskopischen Dissoziationsschemata von Carnosin 12 und Glycylhistidin 11 sind
identisch (siehe Abbildung 8.96 in Kapitel 8.4.4.4). Im Prinzip bieten sich die b-Alanyl-

H%® und das Imidazolproton H? as ideale Sensoren zur Verfolgung der

protonen
Dissoziation der Ammonium- und Imidazoliumgruppe an. Dies ist eine notwendige, aber
nicht hinreichende Bedingung fir die Berechnung von Mikrokonstanten aus NMR-
Titrationen. Es ist auch notwendig, dass die nichtdominante, in Abbildung 8.96 durch AB
gekennzeichnete Mikrospezies in nennenswerten Anteilen vorliegt, um die dy vs. pH®
Kurven signifikant zu beeinflussen, wie es bei Glycylhistidin 11 geschieht. Wie bereits von
Gajda et al. [40] festgestellt wurde, trifft diese Bedingung auf Carnosin 12 nicht zu. Die
Mikrokonstanten miissen deshalb nach einer deduktiven Methode ermittelt werden.

Fur den Hauptpfad der Dissoziation, AA® BA® BB gilt mit guter N&herung pki » pK, und
pki2 » pKs (siehe Abbildung 8.96). Der alternative Pfad AA® AB® BB kann mit Hilfe der
Modellverbindung N-Acetylhistidin 10 simuliert werden. Es wird angenommen, dass die
unbekannte Mikrokonstante der Imidazoliumgruppe k»; in der Mikrospezies AB gleich der
Makrokonstante K, von N-Acetylhistidin ist (Abbildung 8.106). Die auf diese Weise
berechneten Mikrokonstanten sind in Tabelle 8.55 aufgelistet.

" AN

HN/\NH HN/\N HN’/\’NH HN/\N

e L T e M

CH CH,<~————> CH CH CH CH

L et 116 Eiinndo | b 716 L)
GH-NH-CO ) (H-NH-CO CH—R—NH, ) CH—R—NH,
COO~ COO~ éoo' c':oo'

Abbildung 8.106: Deduktive Abschétzung von pk,; in Carnosin (rechts, R = NH-CO-CH,-CHy)
anhand des pK,-Wertes von N-Acetylhistidin (links)

Annahme der Auswertung pka pk pki2 pkas | ko/ky | PE

AB » N-Acetylhistidin 691 | 944 | 969 | 7,16 339 0,25

Tabelle 8.55: Nach der deduktiven Methode berechnete mikroskopische Dissoziationskonstanten pk und
Wechselwirkungsparameter pE von Carnosin 12 (0,02 M in H,O/D,0 9/1,1 = 0,1 M, T =22 °C)

Nach dem gleichen Gedankengang kann der in dieser Arbeit ermittelte pK-Wert von N-

Acetylhistamin 9 zur Berechnung der bislang unbekannten Mikrokonstanten von Carcinin
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(b-Alanylhistamin) verwertet werden. Diese Ergebnisse werden in Tabelle 8.59 des
Kapitels 8.4.6 angefiihrt, wo ein Vergleich der mikroskopischen Aciditét aller in dieser
Arbeit untersuchten Histidylderivate erfolgt.

8.4.55 Konformationsanalyse am Torsionswinkel ¢,

Carnosin 12 stellt in Bezug auf den Torsionswinkel ci einen trisubstituierten ethan-
dhnlichen Rotator dar. Die kanonischen Rotamere sind in Abbildung 8.90 des
vorangehenden Kapitels 8.4.3.3 ersichtlich.

Die mit , Rotamerenanalyse.xIs’ berechneten Rotamerenanteile der individuellen Makro-
spezies HiL werden in Tabelle 8.56 aufgefiihrt. In Analogie zu N-Acetylhistidin 10 und
Glycylhistidin 11 wurde hier auch f; : fq : f » 2:1:1 gefunden, obwohl die Karplusgleichung
mit den Altona | -Substituentenkonstanten wieder f,, > fy liefert. Auffallend ist aber die
Zunahme des trans-Anteiles auf Kosten des h-Rotamers bei der Dissoziation der
Ammoniumgruppe (HL® L™, siehe die letzte Spalte in Tabelle 8.56).

Uber die Gesamtkonformation von Carnosin kdnnen ohne Kenntnis der Konformation
entlang der C-N-Bindung keine neue Aussagen getroffen werden. In [41] wurde eine
wahrscheinliche Lésungsstruktur aus *H- und **C-Relaxationszeiten abgeleitet und dies
weist keine Wasserstoffbriicke mit der Imidazolgruppe auf, das Molekil nimmt eine
gestreckte Konformation ein.

Im Gegensatz zur Losung liegt Carnosin im Festkdrper als g Rotamer vor [298][299] .

Uber die c;-Rotamerenverteilung der unterpopulierten Mikrospezies AB kann keine
Aussage gemacht werden, denn deren Beitrag zu den observablen <J>-Kopplungs-

konstanten ist zu gering.
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Spezies Hal 2 HaL* HL L

Rotamere | f | fy | fo | £ | fg | fo | f | fo | f0 | f | fy | fu
Hansen 053/0,25|0,22| 0,52 | 0,24 |0,24|0,57| 0,19 | 0,25 | 0,62 | 0,18 | 0,21
Martin 0,55 /0,27 |0,18| 0,54 | 0,26 | 0,20 | 0,59 | 0,20 | 0,21 | 0,64 | 0,19 | 0,17
Haasnoot-B | 0,58 | 0,27 | 0,16 | 0,56 | 0,25 | 0,19 | 0,61 | 0,19 | 0,20 | 0,67 | 0,18 | 0,15
Haasnoot-D | 0,62 | 0,27 | 0,11 | 0,60 | 0,26 | 0,14 | 0,66 | 0,19 | 0,15| 0,72 | 0,18 | 0,10
Altona 053/0,22|0,25( 052|021 |0,28|0,58| 0,14 | 0,28 | 0,64 | 0,13 | 0,23

Tabelle 8.56: Nach verschiedenen Modellen berechnete c,-Rotamerenverteilung fir die Protolysespezies
von Carnosin 12

8.45.6 Konformationsanalyse am Torsionswinkel w

C(O)NH
9H HlO
8H H7

NH,

Rotamer t*

C(O)NH

Rotamer t

C(O)NH

.
H H®  "H,N H? °H NH,
™H H® H H®  H H®
NH; H® H1°

Rotamer g

Abbildung 8.107: Kanonische Rotamere von Carnosin 12 am Segment w

@ dternative stereospezifische Zuordnung der Methylenprotonen

C(O)NH

Rotamer g¢

Ohne zusétzliche heteronukleare Kopplungskonstanten entlang der w-Rotationsachse
(CO)C—C(NH) von Carnosin kénnen die aternativen Zuordnungen in Abbildung 8.107

nicht unterschieden werden. Aus diesem Grund wird die w-Rotamerenverteilung in dieser

Arbeit mit der Naherung pg = pgeCharakterisiert.

Die Rotamerenanteile wurden nach dem in den Kapiteln 6.3.1.1 und 6.4.1 diskutierten

Verfahren aus den bei 500 Hz vermessenen Kopplungskonstanten berechnet (Tabelle

8.53). Die Ergebnisse sind in den Tabellen 8.57 und 8.58 verzeichnet. Die w-Rotameren-

verteilung ist praktisch gleich der des Modellmolekills b-Alanin. Damit wurde erstmalig

experimentell bewiesen, dass der weiter entfernte Histidylteil kaum einen Einfluss auf die

Rotamerenverhdltnisse am Torsionswinkel w austibt.
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Karplusgleichung Hal 2 HaL* HL

fy fg+foe| f fg+foe| f fg+foe| f fg+ foe
Abraham, Gatti 0,30 0,70 0,28 0,72 0,27 0,73 0,29 0,71
Haasnoot-B 051 | 049 | 048 | 052 | 047 | 053 | 049 | 051
Haasnoot-C 0,42 0,58 0,39 0,61 0,38 0,62 0,40 0,60
Altona 029 | 071 | 026 | 074 | 025 | 0,75 | 035 | 0,65
Lin® 038 | 062 | 044 | 056 | 043 | 057 - -

Tabelle 8.57: Nach dem kanonischen N-Wertmodell und nach Lin
Protolysespezies von Carnosin 12. @ berechnet aus <*Ju> bei 500,13 MHz

berechnete w-Rotamerenverteilung der

Karplusgleichung Hal* HoL* HL

foofgtfee| | ot fe| fo | fotfe| f | fo+ fe
Abraham, Gatti 0,32 0,68 0,35 0,65 0,36 0,64 0,36 0,64
Haasnoot-B 0,27 0,73 0,29 0,71 0,31 0,69 0,30 0,70
Haasnoot-C 0,28 0,72 0,30 0,70 0,32 0,68 0,32 0,68
Altona 0,30 0,70 0,32 0,68 0,35 0,65 0,33 0,67

Tabelle 8.58: Nach dem kanonischen Mittelwertmodell aus Jag berechnete w-Rotamerenverteilung der
Protolysespezies von Carnosin 12

8.4.6 Vergleichende Diskussion der Ergebnisse

Alle Abkémmlinge des Carnosins 12 wurden in dieser Arbeit durch 'H-NMR-Titrationen

einheitlich im Lésemittelgemisch H,O/D,0 9/1 und bei | =0,1 M charakterisiert. Einen

breiteren Vergleich ermdglicht aber die Umrechnung der erhaltenen Mikrokonstanten auf

das biorelevante Medium 100% H,0. Diese Umrechung kann nun auf dreierlei Weise

erfolgen.

Nach den Uberlegungen in Kapitel 8.4.5.4 lassen sich die H,O-bezogenen Mikro-

konstanten von Carnosin 12 und Carcinin 12a aus pK®-Werten der Modellverbindungen N-
Acetylhistidin 10 und N-Acetylhistamin 9 berechnen.

Fur Glycylhistidin 11 werden die Mikrokonstanten aus dem potentiometrischen pK®- und
dem NMR-spektroskopisch ermittelten pE = 0,45-Wert Uber die Gleichungen 2.68 und

2.79 errechnet.
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Fur Histamin 9a, Histidin 10a und Histidylglycin 11a werden die pk-Werte aus
Literaturwerten fir Makrokonstanten pK® und den Wechselwirkungsparametern pE nach
Noszdl et al. [45] berechnet.

Alle mikroskopischen Dissoziationskonstanten sind in Tabelle 8.59 zusammengefasst.

Verbindung | pKcoon PR+ PR kr | PEimnt,
pka pkz1 pka pkiz
AcHist 9 - - 7,09 - - - _
Hist 9a - 6,07° 7,09° 8,79 981° | 525" | 1,022
AcHis10 | 2,78 - 7,09 - - - _

His 10a 1,92° 6,03° 6,96° 8,21° 9,14° 149° 0,93%

HisGly 11a | 2,82¢ 6,01¢ 6,93 6,70 7629 | 49 | 092

GlyHis11 | 2,62 6,85 7,30 7,79 8,24 8,7 0,45
0,32

GlyHist11b | — 6,82° 7,15° 7,65° 798 | 68 | 033°
Carnosin12 | 2,63 6,83 7,09 9,18 9,44 224 | 026
Carcinin12a| - 6,84° 7,09 8,96 921° | 132 | 025

Tabelle 8.59: Vergleich der Mikrokonstanten pk, Tautomerenverhaltnisse ky und Wechselwirkungsparameter
PE von verschiedenen Abkdmmlingen des Histidins (His)- und Histamins (Hist) in H,O, 1=0,1M und 25°C.

2 aus [45]. ® berechnet aus pK® in [297] und pE in [45]. © berechnet aus pK®in [100] und pE in [45]. ¢
berechnet aus pK° in [296] und pE in [45]. ¢ aus [40] ' aus[6] " Carcinin: b-Alanylhistamin

Abstand der Imidazol- und Aminogruppe R Verbindung PEim,NH, Ref.

IM—CH,—CHR-NH, H Hist 9a 1,02 [45]
COOH His 10a 0,93 [45]

I M—CH,~CHR-NH-CO-CH>-NH, H GlyHist 11b 0,33 [40]
COOH | GlyHis11 | 0,45(0,32) |d.A([6])

IM-CH,—CHR-NH-CO-CH,—CH,—NH, H Carcinin 12a 0,25 dA.
COOH | Carnosin 12 0,26 dA.

Tabelle 8.60: Vergleich der Wechselwirkungsparameter pE verschiedener Abkémmlinge des Histidins (His)-
und Histamins (Hist) a's Funktion des Abstandes der Amino- und Imidazolgruppe. d.A.: diese Arbeit

Die pkai-Werte der Imidazoliumgruppe in Tabelle 8.59 quantifizieren, dass deren Aciditét

durch N-Acylierung des a-Stickstoffes kaum verdndert wird. Die Anwesenheit einer
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elektronenanziehenden Carboxygruppe verringert in erster Linie den pK-Wert der a-
Ammoniumgruppe.

Tabelle 8.60 verdeutlicht, dass die Wechselwirkungsparameter der Imidazol- und Amino-
gruppen mit steigendem kovalenten Abstand der Gruppen abnehmen. In Carnosin und
Carcinin sind die Imidazol- und Aminogruppen durch sieben s-Bindungen isoliert, so kann
deren induktive Wechselwirkung ausgeschlossen werden. Trotz dem grof3en kovalenten
Abstand andert sich die intrinsische Aciditét der Imidazolgruppe durch die Protonierung
der Aminogruppe um ca. 0,25 pK-Einheit. Dies deutet auf eine elektrostatische, through-
space Wechselwirkung hin.

Die aus den 3Jyu-Kopplungskonstanten abgeleiteten c;-Rotamerenverteilung indiziert fir
jede Dissoziationsstufe ein Verhétnis von f;>>f,» fg. In den Rotameren trans und
hindered liegen zwar die Amino- und Imidazolgruppe in geeigneter Orientierung fur eine
intramolekulare Wasserstoffbriicke vor. Die cj-Rotamerenanteile zeigen aber keine
singifikante Abhangigkeit vom pH-Wert, so missen bis zu einer endgtiltigen Aussage Uber

Wasserstoffbriickenbildung noch weitere experimentelle Befunde erbracht werden.
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Die NMR-Titration ist die aussagekréftigste Methode zur Charakterisierung der
Dissoziation mehrbasiger Liganden auf makroskopischer, mikroskopischer (gruppen-
spezifischer) und submikroskopischer (rotationsspezifischer) Ebene. Im Rahmen der
vorgelegten Dissertation sind Entwicklungen zur Planung, experimentellen Durchfiihrung
sowie Auswertung von multinuklearen NMR-Titrationen erfolgreich bearbeitet und

experimentell an Modellbei spielen getestet worden.

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Excel-Datenblatt ,,nmr-plan.xls* verwendet
durch Vorversuche ermittelte pK-Werte und ermdglicht so eine effiziente Vorausplanung
von Einzel proben-NMR-Titrations-Serien auch fir jene komplexen Félle, wo gleichzeitig
mehrere n-wertige Protolyte unter hochpréziser (+ 0,1%) Kontrolle der lonenstérke
charakterisiert werden sollen. Wie am Beispiel von Histidylderivaten gezeigt wurde, ist
letztere Bedingung unerldssich zur NMR-spektroskopischen Aufklérung von subtilen

Unterschieden in der Aciditét strukturverwandter Bioliganden.

Im Programm MULTINMRPK wurden zwei makroskopische Auswertungskonzepte, die
multiple nichtlineare Regression und die Zielfaktorenanalyse (TFA) verglichen. Bel
Ersterer werden alle pK-Werte und die fur die Spezies HiL individuellen chemischen
Verschiebungen gleichzeitig optimiert. Bei der Zielfaktorenanalyse (TFA), die erstmal's zur
Auswertung von NMR-Titrationen eingesetzt wurde, kann zwar die Anzahl der zu
iterierenden Parameter um 80-90% reduziert werden, die Methode liefert aber haufig

mathematische Artefakte und keine physikalisch-chemisch sinnvollen Ldsungen.

Das zentrale Problem des mikroskopischen (gruppenspezifischen) Dissoziationskonzeptes
ist die Auswahl jener Spins (,Sensoratome”) des Molekills, die spezifisch auf die
Dissoziation einer einzigen Gruppe reagieren. Dafur stand bislang kein quantitatives
Kriterium zur Verflgung. In der hier vorgelegten Arbeit wurde ein graphischer Ansatz
entwickelt, der auf der Sudmeier-Reilly-Gleichung basiert. Nach diesem Modell setzt sich
die Dissoziationsverschiebung Dd eines ausgewdahiten Kernes als Linearkombination der

Dissoziationsgrade von einzelnen Gruppen zusammen. Die NMR-Titrationskurven, <d>
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vs. pH werden mit dem ,makroskopischen* mittleren Dissoziationsgrad h auf einer
gemeinsamen Skala verglichen. Die maximale und spiegelbildliche Abweichung zweier
normierter Titrationskurven vom mittleren Dissoziationsgrad identifiziert ein Paar
gruppenspezifischer Sensorkerne.

Mit dem in dieser Arbeit entwickelten Auswerteprogramm fir Mikrodissoziationsprozesse,
NMRMICROPK, konnte fir den zweibasigen Fall gezeigt werden, dass die smultane
Iteration von Mikrokonstanten und NM R-Parametern (Sudmeier-Reilly-K oeffizienten) zu
Mehrdeutigkeiten fihren kann, eine wichtige Konsequenz, die friihere Betrachtungen

relativiert.

Mit Hilfe der neu erstellten Excel-Datel ,Rotamerenanalysex|s® koénnen nicht nur
verbindungs-, sondern auch dissoziationsspezifische Karpluskurven berechnet werden.
Diese ermdglichen die zur Zeit genaueste Rotamerenanalyse von 1,2-disubstituierten und
1,1,2-trisubstituierten Ethanen. Die Betrachtung der 1,2-disubstituierten Ethane zeigt, dass
die verschiedenen Karplusmodelle nur dann einheitliche Rotamerenanteile liefern, wenn
die Auswertung nicht auf dem experimentellen N-Wert (N> = <*J,> + <3J35>), sondern

lediglich auf einer der beiden K opplungskonstanten <2J;,> oder <*J15> basiert.

Das neu entwickelte Programm LAOTIT ermdglicht die Simulation titrationsabhangiger
Spektrenreihen erster oder héherer Ordnung fur ale in der wéasserige Komplexchemie
wichtigen | = %-Kerne (*H, *C, ®N, *'P, usw.). Die simulierte Spektrenreihe kann mit

dem hauseigenen Programm MULTIPLENMRGRAPHICS [173] dargestellt werden.

Die im Rahmen der vorgelegten Dissertation entwickelten Programme, MULTINMRPK,
NMRMICROPK, LAOTIT, ergénzt mit weiteren Neuentwicklungen der Dusseldorfer Arbeits-
gruppe, stellen zur Zeit das umfangreichste Instrumentarium zur Simulation, Auswertung

und Visuaisierung von NMR-Titrationen dar.

Auf experimenteller Seite wurde eine neue Titrationsart, die ,elektrodenlose® NMR-
Titration, eingefiihrt. Hierbei wird der pH-Wert aus den dynamisch gemittelten chemischen

Verschiebungen <d> einbasiger Liganden berechnet, die neben der Testsubstanz im NMR-
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Rohrchen vorliegen und mittitriert werden. Nach dieser Methode kénnen pK-Werte im
Grenzintervall 0<pK<2 bei 1 molarer lonenstarke (NaNOs) auf zwei Nachkommastellen
genau erfasst werden, was unter Verwendung der Glaselektrode unmdglich ist
(Séaurefehler).

Die Dissoziationskonstanten von [N-(P-Methylphosphinoylmethyl)-N-methyl]amino-
methan-phosphonsdure 1 wurden durch ,elektrodenlose® NMR-Titration zu pK; <0,
pK.=0,69, pKz=522 und pKs»9,7 ermittelt. Es wurden Verbreiterungen der
Methylensignale in jenen pH-Bereichen beobachtet, wo eine Deprotonierung stattfindet.
Ahnliche Linienverbreiterungen zeigten auch die Indikatormolekiile jeweils im eigenen
Dissoziationsbereich. Es wurde gezeigt, dass dieses Phinomen auf die Na'-lonen aus dem
1 molaren lonenpuffer NaNOjs zurlickzufihren ist, denn bei 0,1 molarer lonenstérke ist

keine Peakverbreiterung zu verzeichnen.

HO—:IDI—CHZ—II\I—CHZ—:IDI—OH HO—%I’—CHZ—I?J—CHZ—:IDI—OH
CH, CH, OH CH, CHy OH
H,C—P—CH,
o
1 2

Beim analogen [N-(P,P-Dimethylphosphinoylmethyl)-(N-P¢M ethyl phosphinoylmethyl)] -
aminomethanphosphonsdure 2 zeigt sich dieser Effekt in geringerem Maf3e und erst im
Intervall 1,8 < pH < 4. Da hier der —I-Effekt der Phosphinoxidgruppe die Protonenaffinitét
am Stickstoff (pKy=7,72) und an der POsH™-Gruppe (pKz = 3,09) wesentlich herabsetzt,

verringert sich vermutlich auch die Wechselwirkung mit Natriumionen.

Die Aciditét des Herbizides Phosphinothricin 6 und dessen Metaboliten 5 wurde erstmals
auf der mikroskopischen Ebene charakterisiert:

o) o)
I I
HOOC—CH,—CH,—P—OH HOOC—CH—CH,—CH;—P—OH  HOOC~—CH—CH;—CH,—COOH
CHs NH, CHg NH,
5 6 7

Die erhaltenen Mikrokonstanten indizieren, dass die Methylphosphinogruppe in 5 um 1,36
pK-Einheit acider as die Carboxygruppe ist. Hingegen besitzen die beiden Gruppen in 6
die gleiche Aciditét. Die induktive Wechselwirkung der Protolysezentren in 5 kann als
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pE = 0,68 quantifiziert werden. In den Verbindungen 6 und 7 geht dieser Wert infolge der
grofReren Entfernung und des —-Effektes der protonierten Ammoniumgruppe auf 0,17 bzw.

0,11 zurtick.

Der gleiche Abnahme des Wechselwirkungsparameter pE wurde fir Carnosinderivate mit

wachsendem Abstand der Amino- und Imidazolgruppe gefunden:

Abstand der Imidazol- und Aminogruppe R Verbindung PEimNH, Ref.
IM-CHx-CHR-NH; H Hist 9a 1,02 [45]
COOH| His10a 0,93 [45]
IM-CH-CHR-NH-CO-CH>-NH, H | GlyHist11b 0,33 [40]
COOH | GlyHis11 | 045(0,32) |d.A([6])
IM-CH,~CHR-NH-CO-CH,—CH,—NH, H Carcinin 12a 0,25 d.A.
COOH | Carnosin 12 0,26 d.A.

Mit Hilfe der hier abgeleiteten Mikrokonstanten kann nun die pH-abhéngige Verteilung
aler Tautomerenformen (Mikrospezies) abgeleitet werden, was zur Identifizierung der

bioaktiven Spezies einen wichtigen Beitrag liefern kann.

Die Rotamerenverteilung folgender ethanghnlicher Rotatoren wurde in jeder Dissoziations-

stufe aus den 3Jyn-K opplungskonstanten abgeleitet.

CO0~ CO0~ Imidazol
H H H H H H
H H H H H H
(CH3)P(0)O” NHg NHAC
5 9 10

Alle Protolysespezies von 5 liegen bevorzugt als trans Rotamer vor, dessen Anteil mit
fortschreitender Dissoziation der Gruppen zunimmt. Fir die Dissoziationsstufen von b-
Alanin 9 und N-Acetylhistamin 10 liefert das kanonische Mittelwertmodell hingegen eine
nahezu statistische Rotamerenverteilung.

Die Verteilung der 9 kanonischen Rotamere von Phosphinothricin 6 wurde fur ale

Protolysespezies berechnet:
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N.... H .......... P

ht hg hg¢

Der konformationsbestimmende Faktor ist hier die sterische, bzw. elektrostatische
Abstoung der Sauregruppen. Die elektrostatische Anziehung der NHZ- und
P(O)(CH3)O- -Gruppen stabilisiert geringfiigig auch die Rotamere tg und tg¢ die bei
pH < 7 zu etwa 5% vorliegen. Durch Dissoziation der Ammoniumgruppe geht deren Antell
auf ca 15% zuriick. Die stabiliserende Wechselwirkung der Ammonium- und @
Carboxylatgruppe in Glutaminsdure 7 ist viel ausgepragter, die Rotamere tg und tg¢liegen
bei pH < 8 mit der kationischen Ammoniumgruppe zu 10%, wéhrend bei pH > 11 mit der
neutralen Aminogruppe zu 5% vor.

Die Kenntnis aler Mikrokonstanten und speziesbezogenen Rotamerenanteile von
Glufosinat fuhrte erstmals zur Berechnung der Aciditét jeder einzelnen Gruppe in
individuellen Rotameren eines zweisegmentigen Rotators. Dies reprasentiert das heute

erreichbare detailreichste Niveau der Beschreibung von Dissoziationsglei chgewichten.
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