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163. Inosin-N(1)-oxid-Nucleotide als Komplexbildner

II. Aciditéitskonstanten von Inosin-N(1)-oxid und von dessen
5'-Monophosphat?)

von Helmut Sigel

(10. VIL. 65)

1. Allgemeines zur Bestimmung der Acidititskonstanten unsymmetrischer
zweibasischer Siduren

Die Bestimmung der Aciditdtskonstanten des «ambivalenten» Ligandsystems
Inosin-5'-monophosphat-N(1)-oxid (H,L) (I) bereitet, im Gegensatz zum Adenosin-
5’-monophosphat-N(1)-oxid (II) [2], bei dem wegen der sehr verschiedenen Aciditét
der zwei Haftstellen ) diese Bestimmung einfach war, grundsitzliche Schwierigkeiten
folgender Art: Auf Grund der Analogie zu Inosin-N(1)-oxid (HL') (pKg, = 5,40%))
einerseits und zu Adenosin-5'-monophosphat (pK, = 6,14 [2]) andererseits waren

sowohl fiir die o-Hydroxy-N-oxid- als auch fiir die Phosphat-Gruppe Aciditédtskonstan-
ten von pK ~ 6 zu erwarten.
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Die zu erwartenden Werte liegen also in einem fiir die potentiometrische Titration
giinstigen Bereich, wobei sich allerdings — da von derselben Gréssenordnung - die
Puffergebiete der beiden sauren Gruppen iiberschneiden missen. Die Schwierigkeit
der Bestimmung bzw. Berechnung besteht nun ganz allgemein in der Verschieden-
artigkeit der beiden auftretenden Mono-Anionen, d. h. die Aciditdtskonstanten kon-
nen nicht wie bei symmetrischen zweibasischen Siuren — bei denen nur ein einziges
Mono-Anion entstehen kann — bestimmt werden. Es soll deswegen im folgenden unter-
sucht werden, wie bei unsymmetrischen zweibasischen Sduren mit iiberlappenden
Puffergebieten zu verfahren ist.

1} Zur Synthese dieser beiden Verbindungen vgl. I [1].

%) Der Phosphat-Gruppe entspricht ein pK, = 6,13; fiir die Abspaltung eines Protons von der
o-Amino-N-oxid-Gruppe findet man pK, = 12,49 (vgl. [2]).

3) Vgl. Abschnitt 2 und Fig. 2.
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Die beiden verschiedenartigen sauren Gruppen seien mit HA bzw. BH symboli-
siert. Es gibt folgende Reaktionsmoglichkeiten:

K
H-A-.-B-H —-» -A..-B-H+H*

K.
HA..-BH —% H-A...B- +H*

K3
-A---BH —* -A...B- H*

K4
HA...B- —% -A...B- +H*+.

Es ist zu beriicksichtigen, dass fiir jede der beiden sauren Gruppen sich nur dann eine
Acidititskonstante ergibt, wenn die Dissoziation der einen Gruppe nicht vom Proto-
nierungsgrad der anderen beeinflusst wird. Findet weder elektrostatische noch elek-
tronische Wechselwirkung zwischen den beiden sauren Gruppen statt, so gelten die
Gleichungen (1a) und (1b): '

[AB-H]-[H*] _ [AB].[HY]

Ky=Ki= "gapm = [HAB (1a)
R (1b)
Fiir [AB,,] gilt:
[AB,.] = [H-AB-H] + [H-AB] + [AB-H] + [AB]. (1c)
Der Neutralisationsgrad a betragt
_ 2[AB]+[H-AB]+ [AB-H] (1d)

[ABtot]

Aus diesen vier Gleichungen (1a) bis (1d) ergibt sich Gleichung (2), die aber noch
die zwei Unbekannten K, und K, enthilt, so dass eine direkte Lsung nicht méglich
=[H*]-(1-a)

Ky Ky = sy

. [H+]2
2 Ky Ky + G @

ist. Sie kann aber graphisch gelost werden, wenn mehrere Wertepaare von a und {H+}
gegeben sind (vgl. Fig. 1b), dhnlich wie dies bei symmetrischen zweibasischen Sauren
SCHWARZENBACH, WILLI & BacH [3] durchgefithrt haben.

Esseien: v = K|+ K,; y = K, - K, (Koordinaten-Achsen); m = —[H*]- (1-a)/(2—a) (Stei-
gung); b = a - [H*]%/(2—a) (Abschnitt auf der y-Achse), wodurch (2) die Form y = m - x+b
erhilt. Die dadurch gegebene Gerade schneidet die Koordinaten-Achsen bei folgenden Werten:

. [H+
a-l ] y-Achse: B = .

x-Achse: 4 = i-a) ° 2"

Um nun K, und K, zu finden, berechnet man fiir mehrere Punkte der Titrationskurve mit
Hilfe von a und [H+] (Fig. 1a) die Werte von 4 und B, trigt diese in ein Koordinatensystem cin
und verbindet die Punkte. Man erhilt so mehrere Gerade, die sich alle im Punkt P mit den Koor-
dinaten x, und y, schneiden sollten; sie tun dies infolge der Messfehler nur annihernd (Fig. 1b).
Die Koordinaten #, und y, des Punktes P liefern die gesuchten Grossen

K+ K,=x, (3a) und K, K, =y, (3b)
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Aus (3a) und (3b) erhdlt man (K,)2— ¥, - K;+y, = 0; daraus folgt

%yt [22—4 -y,
Ky — _Q_V;_A, @)

und nach (3a):
Ky = % — Kyz) (5)

Die beiden Losungen von (4) entsprechen den gesuchten Konstanten K, und K,, was sich
durch die Berechnung von K, bzw. K, aus (5) bestatigen lisst.

Der Unterschied zwischen unserer und der tiblichen Behandlung fiir symmetrische
zweibasische Sduren ergibt sich aus einem Vergleich unserer Gleichung (2) mit der
von SCHWARZENBACH, WILLI & BacH [3] verwendeten Gleichung, die wir zu (6)
umgeformt haben?):

—[H*] - (1—a) , a - [H+]?
Tea Rt e ©

Immer wenn K, nicht gegen K, zu vernachlissigen ist, miissen die Gleichungen
{2) und (6) zu verschiedenen Ergebnissen fithren. In unserem Fall erhdlt man durch
graphische Auswertung nach (6) pK; = 5,38 und pK, = 6,37, wogegen wir nach (2)
PK, = 5,43 bzw. pK, = 6,31 finden (vgl. Abschnitt 2); die vergleichbaren Werte unter-
scheiden sich hier also mit ca. 4- 0,06 pK-Einheiten nur relativ wenig. Der Grund
hierfiir ist jedoch, dass die beiden Aciditdtskonstanten der hier untersuchten zwei-
basischen Sdure bereits um 0,88 pK-Einheiten (vgl. Abschnitt 2) auseinander liegen,
so dass die Konzentration des einen Mono-Anions die des anderen stark iiberwiegt ;
dadurch wird der Fehler, den man mit Gleichung (6) macht, in diesem Falle relativ
klein. Handelt es sich jedoch um zwei nicht identische Siuregruppen derselben Acidi-
tit (K, = K,), so liefert Gleichung (6) ein falsches Bild, da sie fiir K; einen viermal
grosseren Wert als fiir K, ergibt, obwohl nach Voraussetzung K, = K, sein miisste.

Dass fiir symmetrische zweibasische Sduren ohne Wechselwirkung zwischen den
sauren Gruppen das Verhdlinis K,/K, =4 ist, wurde schon von WEGSCHEIDER [4]
und Apawms [5] (vgl. auch BjerrUM [6]) auf Grund statistischer Uberlegungen abge-
leitet. Es riihrt dies daher, dass das Mono-Anion HA auf zwei Arten entstehen kann,
aber in der Ableitung von Gleichung (6) nur einmal beriicksichtigt wird.

Fiir zweibasische Sduren mit nicht identischen Siuregruppen ungefihr gleicher
Aciditit muss fiir die Berechnung der Acidititskonstanten folglich unbedingt Glei-
chung (2) verwendet werden, da es ja nicht «verboten» sein kann, dass z. B. eine
phenolische ~-OH-Gruppe und eine —-PO;H--Gruppe dieselbe Aciditdt besitzen.

K| K-

2. Experimenteller Teil

a) Potentiometvische Bestimmungen®) : Es wurden je 10 ml folgender Losungen (I = 0,1; ¢ =
25°) mit 0,1M NaOH titriert: a) [HCIO,] = 2 - 10~%m, [NaClO,] = 0,1m; b) [HCIO,] = 2- 109M,
[NaClO,} = 0,1M, [HyL] = 2-103m (vgl. Fig. 1la). Die graphische Losung der Gleichung (2)
(Fig. 1b) ergab pK, = PngL = 5,43 und pK, = ngL = 6,31 als Durchschnittswerte aus je
zwei Titrationen.

1) Die Protonenkonzentration des Wassers wurde durch Vergleichstitration eliminiert, so dass
sie in Gleichung (2) nicht mehr beriicksichtigt werden muss. Die von SCHWARZENBACH ¢t al. [3]
abgeleitete Gleichung wurde von uns in derselben Weise zu {6) umgeformt, deren Form der
von (2) analog ist.

5) MeTrOEM-Potentiograph E 336 und U-Mikro-Glaselektrode.
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Fig. 1a. Neutralisationsgrad a einer 2 - 1073m

Lisung von Inosin-5'-monophosphat-N(T)-

oxid (H,L) in Abhdngighkeit vom pH (I = 0,1;
t = 25°

Fig. 1b. Graphische Ausweriung dev Neutvali-

sationskurve von Fig. la nach Gleichung (2).

Der Punkt P(xy/y,) hat die Koordinaten
%y = 4,1-10"% und y, = 1,8 - 10712,

by Spektrophotometrische Bestimmungen®): Die Aciditdtskonstante ngL von Inosin-N(1}-oxid
(HL") liess sich einfach ermitteln, da die Deprotonierung der OH(6)-Gruppe cine ausgeprigte
Anderung des UV.-Spektrums (Max. 226 nm) bewirkt (Fig. 2). Absorptionsspektren von HL'
(pH 3,14) und L’ (pH 7,90) sind direkt messbar; die Gleichgewichtsanteile in Losungen ([HL"] =
3,2 - 10-%M) mit intermedidren pH-Werten lassen sich durch lineare Interpolation bestimmen. Wir

fanden so pKo, = 5,40 -+ 0,02 (I = 0,1, NaClO,; t = 25°).
Py, 1

09
£
07
051
034
o1 Fig. 2. UV.-Absorption einer 3,2-107°m Losung von
' Inosin-N(1)-oxid (HL') bei pH 3,14; 4,73; 4,93, 5,17;
5,38; 5,51, 5,89, 6,14 und 7,90 (von unien nach oben)
230 ) 210 nm (1-cm-Quarzkiivetten; I = 0,1; ¢ = 25°)

Dic Acidititskonstante der OH(6)-Gruppe von Inosin-5-monophosphat-N(1)-oxid (H,L; 1)
lasst sich gleich wie diejenige von HL’ ermitteln. Die Absorptionsspektren zeigen denselben Ver-
lauf wie die in Fig. 2 dargestellten (Max. 226 nm; [H,L] = 3,2 - 10~5m). Wir erhielten so fiir die

o-Hydroxy-N-oxid-Gruppe von H,L ngzL = 5,53 4 0,04 (I = 0,1, NaClQ,; ¢t = 25°).

6) BECKMANN-Spektrophotometer DB.
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3. Diskussion der Ergebnisse

Welche der beiden Aciditdtskonstanten zu welcher sauren Gruppe gehért, geht
natiirlich aus den Ergebnissen der potentiometrischen Bestimmung nicht hervor; die
spektrophotometrischeri Messungen hingegen zeigen, dass pK; = PngL = 5,43 ein-
deutig der OH{6)-Gruppe des heterocyclischen Ringsystems zuzuordnen ist, so dass
pK, = pKE = 6,31 der -POgH--Gruppe entsprechen muss. Dass der Wert von 6,31
fiir die —~POgH~-Gruppe des Inosin-5'-monophosphat-N(1)-oxids etwas grosser, d. h.
dass diese ~-PO,H—-Gruppe weniger sauer ist als die ~-POsH~-Gruppe von Adenosin-
5'-monophosphat (pK, = 6,14 [2]), ist verstindlich, da das Proton in diesem Falle
aus einem doppelt negativ geladenen Anion abdissoziieren muss. Der Einfluss dieser
zweiten negativen Ladung ist allerdings auf Grund ihrer grossen rdumlichen Entfer-
nung gering, weshalb die Differenz nur ungefihr 0,2 pK-Einheiten betrigt.

Mit Hilfe dieser beiden nun bekannten Aciditdtskonstanten der zwei sauren
Gruppen des Inosin-5-monophosphat-N(1)-oxids lisst sich die Konstante fiir den
intramolekularen Ubergang eines Protons von der Phosphat- auf die phenolische
Hydroxyl-Gruppe — bzw. den umgekehrten Vorgang — berechnen. Anwendung des
Massenwirkungsgesetzes auf die Reaktionsgleichung:

o POyH- g, HO POZ-
LIMP-N(1)-oxid-! —=  LIMP-N(1)-oxid-
(AB-H) (H-AB)
ergibt aus Gleichung (1a) und (1b):
g H-ABL Ky ppoymor . [O7—---—POH]
57 [AB-H] Kk, — TTPOH/OR [HO -~ PO2]

Fiir Inosin-5'-monophosphat-N(1)-oxid ergibt sich
pK; = pK,— pK; =631 — 543 = nggzﬁilgﬁ =0,88.

Man kann sich fragen, welche Aufschliisse sich aus der Aciditdtskonstanten ngzL
= 5,43 der o-Hydroxy-N-oxid-Gruppe hinsichtlich der Frage ergeben, an welchem der
beiden Sauerstoff-Substituenten das Proton gebunden ist. In Analogie zu Befunden
von GARDNER & KarriTzKY [7] am 2-Hydroxypyridin-N(1)-oxid, wo eine breite
OH-Absorptionsbande (3200-2300 cm~') das Vorliegen eines starken Wasserstoff-

briicken-Chelates anzeigt, ergeben sich fiir Inosin-N(1)-oxid und dessen 5'-Mono-
phosphat (I} die Strukturméglichkeiten 11T und 1V7). Beim Pyridin-N(1)-oxid-2-oxy-

/H\O O/H_“‘ = /H"-'
'd\ﬁx . \Q)\J[ O\ij;
X — -0

il ¥

7} Das Vorliegen einer Form V ist unwahrscheinlich, da das UV.-Spektrum bei der Deprotonie-
rung {Fig. 2} und bei der Ausbildung der Me?+t-Komplexe (vgl. [9],

? Fig. 2a) sich in derselben Weise verdndert — analog verhilt es sich
~O\§/\/ beim Adenosin-5’-monophosphat-N(1)-oxid (vgl. [2], Fig. 2a, b und
L ’ ¢) —, das Metall-Ton sicherlich aber iiber die o-Hydroxy-N-oxid-

N Gruppe und nicht iiber den N(3) gebunden ist.
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Anion vermuten GARDNER & KATRITZKY [7] eine bevorzugte Protonierung des N(1)-
oxid-Sauerstoffes, d. h. ein Vorherrschen der N(1)-Hydroxy-pyridon(-2)-Form {ent-
sprechend IV).

Die Basizitit des N(1)-Oxid-Sauerstoffes betragt im 2-Aminopyridin-N(1)-oxid
[7] [8] und im Adenosin-5"-monophosphat-N(1)-oxid [2] pK, = 2,6: im Inosin-N(1)-
oxid und in dessen 5'-Monophosphat wird seine Basizitdt durch die Nachbarschaft
des Phenolat-Sauerstoffes um ca. 2 bis 3 Zehnerpotenzen erhéht sein. Fiir den Phe-
nolat-Sauerstoff andererseits ist nach der Einfithrung der N(1)-Oxid-Funktion ein
pK 4 = 6 ebenfalls durchaus zu erwarten, so dass auf Grund von Gleichgewichtsdaten
zwischen den Strukturen III und IV kaum zu unterscheiden ist. Diese Frage ist je-
doch ohne weitere Bedeutung fiir die Verwendung der Aciditdtskonstanten zur Be-
stimmung der Komplexbildungsgleichgewichte unserer Liganden [9].

Herrn Prof. Dr. H. ERLENMEYER danke ich fiir sein Interesse an der vorliegenden Arbeit.
Mein besonderer Dank gilt Herrn PD Dr. H. BRINTZINGER fiir kldrende Diskussionen und wert-
volle Anregungen. Ferner danke ich Herrn Dr. B. PriJs fiir seine Hilfe bei der Abfassung des

Manuskriptes und Frl. K. RapickE fir ihre Mitwirkung bei der experimentellen Durchfithrung
dieser Arbeit.

SUMMARY

A method is derived for the determination of acidity constants of ligands with
two non-identical acidic groups of similar acidity for the case of no interaction be-
tween these two groups. By this method the acidity constants of inosine-5-mono-
phosphate N(1)-oxide are found to be ng,L =543 and pKj, = 6,31. Spectro-
photometric investigations show that ng,L belongs to the o-hydroxy-N-oxide group.
Therefore pKE, must be the acidity constant of the phosphate group. For comparison,
the acidity constant of inosine N(1)-oxide (pK, = 5,40) has also been determined.

Institut fiir Anorganische Chemie
der Universitidt Basel
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