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Ermittlung der Dissoziationskonstanten aminomethylierter Phenole mittels

UV-spektrometrischer Titration

N. WEBER UND J. LESSEL

Die Dissoziationskonstanten einfach und zweifach aminomethylierter mehrwertiger Phenole wurden mittels UV-spektrome-
trischer Titration bestimmt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der nichtlinearen Regression; die
Bestimmtheitsmalle sprechen fiir eine hohe Ubereinstimmung der errechneten mit den experimentellen Daten.

Determination of dissociation constants of aminomethyl phenols by UV spectroscopic titration

Dissociation constants of phenoles aminomethylated once or twice were determined using UV spectrometric titration. Pk,
values were computed by non linear regression; correlation coefficients show that experimental data and calculated curves

fit well.

1. Einleitung

Penicilline I werden durch bakterielle Enzyme, die sog.
Penicillinasen, zu den antibiotisch inaktiven Penicillosiu-
ren II abgebaut (Schema). Dies reprisentiert einen weit
verbreiteten und wirkungsvollen Abwehrmechanismus der
lactamaseproduzierenden Mikroorganismen und ist fiir de-
ren Resistenz gegen diese [-Lactamantibiotika verantwort-
lich [1, 2]. Neben ,kleinen Nucleophilen wie Imidazol
[3] und Zuckern [4], die in stéchiometrischen Mengen den
p-Lactamring von Penicillinen I spalten, wurden als in
katalytischen Mengen wirksame Modellsubstanzen ami-
nomethylierte Phenole III eingesetzt [5]. Eine systemati-
sche Untersuchung des Abbaus einiger Penicilline durch
diese phenolischen Mannichverbindungen III sollte den
Mechanismus der Lactamspaltung kldren und auch Analo-
gien zu den Penicilline hydrolysierenden Enzymen aufzei-
gen [6, 7].

Zunichst waren die Dissoziationskonstanten der Modell-
substanzen III zu bestimmen, um den Einfluss der Basizi-
tit auf die Katalyse zu ermitteln. Auflerdem dienen die
pKs-Werte der Berechnung der bei bestimmten pH-Werten
vorliegenden Anteile an definierten Dissoziationszustin-
den, beispielsweise der katalytisch aktiven Spezies.

2. Untersuchungen und Ergebnisse
2.1. Darstellung der Modellsubstanzen I1I [7]

Aus mehrwertigen Phenolen und sekundiren Aminen wur-
den die in Tabelle 1 aufgefiihrten Mannichverbindungen
1-17 synthetisiert [7]. Als Phenole fanden neben Brenzka-
techin dessen 4-Methyl- und 4-fert-Butylderivat sowie 2,3-
Naphthalindiol und Pyrogallol Verwendung, als Aminkom-
ponenten dienten acyclische Amine (Dimethylamin, Die-
thylamin) und Pyrrolidin, Piperidin, Hexahydroazepin, a-
Pipecolin sowie Morpholin. Somit standen neben mono-
substituierten Verbindungen 15-17 die Disubstitutionspro-
dukte 1-14 zur Verfiigung [7]. Die Verbindungen wurden
mit den iiblichen Methoden charakterisiert.

2.2. UV-spektrometrische Titration

Die UV-spektroskopische Bestimmung der Dissoziations-
konstanten zeichnet sich gegeniiber der friiher iiblichen
potenziometrischen Titration durch groflere Genauigkeit
bei gleichzeitig geringerem Substanzbedarf aus [8]. Vor-
aussetzung ist eine Abhingigkeit der spektroskopischen
Eigenschaften vom Dissoziationszustand der zu untersu-
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chenden Substanzen. Bei dem Verfahren wird mit Hilfe des
Titranden schrittweise der pH-Wert der Substanzlésung als
unabhingige Variable eingestellt und die Absorption der L6-
sung als abhidngige Variable registriert. Bei sich unterschei-
denden molaren Absorptionskoeffizienten der beteiligten
Spezies ergibt die Auftragung der gemessenen Absorptionen
gegen die zugehorigen pH-Werte eine Titrationskurve, deren
Wendepunkte die pKg-Werte darstellen.

Zunichst waren fiir jede Substanz Wellenldngen zu ermit-
teln, bei denen sich die molaren Extinktionskoeffizienten
der korrespondierenden Siure-Base-Paare ausreichend un-
terscheiden, um so die pKg-Werte als Wendepunkte der
Titrationskurve ermitteln zu konnen. Hierzu wurden UV-
Spektren von Losungen der Substanzen bei unterschiedli-
chen pH-Werten registriert. In Abb. 1 ist dies fiir Verbin-
dung 2 dargestellt; hier wiren die Bereiche um 310 nm
und um 280 nm geeignet.

Abb. 1: UV-Spektren von 2
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Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Modellsubstanzen III
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Bei Auftragung der bei den einzelnen Messwellenlidngen
erhaltenen Absorptionen gegen die zugehorigen pH-Werte
erhidlt man einen Satz von Titrationskurven; deren sich
entsprechende Wendepunkte sind dem gleichen pH-Wert

Abb. 2:

Experimentelle und fiir zweistufige Dissoziation
berechnete Titrationskurven fiir 2, 12 = 0,995
(pKsi = 6,53, pKs = 11,32)

Pharmazie 55 (2000) 6

zuzuordnen, der den pKs-Wert reprisentiert (Abb. 2, 3).
Eine graphische Wendepunktanalyse ist nur zuldssig, wenn
sich die pKg-Werte um mindestens 3,5 Einheiten unter-
scheiden, dann liegt ndmlich eine Folge von einstufigen
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Dissoziationssystemen vor [8]. Da hier aufgrund geringe-
rer Differenzen der pKs-Werte Uberlappungen der Kurve-
nabschnitte zu erwarten waren, wurde eine rechnerische
Auswertung bevorzugt.

Zu berticksichtigen ist, dass die monosubstituierten Mo-
dellsubstanzen 15-17 drei dissoziierbare Gruppen aufwei-
sen, namlich die beiden phenolischen OH-Gruppen und
die protonierte tertidire Aminfunktion. Die disubstituierten
Verbindungen 1-11 enthalten einen zusétzlichen Amin-
stickstoff und die Pyrogallolderivate 12—-14 eine weitere
Hydroxylgruppe. Die Dissoziation der zweiten bzw. drit-
ten phenolischen Gruppe kann aber sicherlich im wéssri-
gen Milieu nicht mehr vollstindig erfasst werden, so dass
hier zwei- bzw. dreistufige Dissoziationssysteme vorliegen
sollten. Bisher wurden allerdings auch fiir disubstituierte
Verbindungen wie 2 nur zwei pKs-Werte beschrieben [9].
Die Absorption A; der Losung eines zweistufigen Disso-
ziationssystems ergibt sich als Summe der Absorptionen
von vollstindig protonierter Substanz BH,, einfach depro-
tonierter Spezies BH und vollstindig deprotonierter Form
B (GI. 1 [8]). Die Absorption wihrend der Titration liefe
sich mit Hilfe von Gl. 2 bei bekannten pKgs-Werten be-
rechnen. Fiir dreistufige Systeme erweitert sich die Formel
gemil Gleichung 3.

BH, =— BH (+H") = B (+2H")
Aj, = egn, X hby 4+ &gy X bh+ €5 x b (1)

epyp = molarer Absorptionskoeffizient der vollstindig pro-
tonierten Spezies

bh, = Konzentration der vollstindig protonierten Spezies

epn, X h? +egy x h x Kgi + &g x Kgi x Kg2

A =b
1= B0 W2+ Ky x h+ Ky x Ko

)

Ay =Dy

epn, X h® + epp, x h? x Kgi + ggy x h x Kgi x Kg2 + €5 x Kgi x Kg2 x Kgs
x
h? +h? x Kg +h x Kgi x Kg> + Kgi x Kg2 x Kgs

3

Hier wurde die Auswertung durch nichtlineare Regression
mit dem Programm SPSS [10] (Statistical Package for the
Social Sciences), Version 7.5.2 d, durchgefiihrt. Das Pro-
gramm verlangt neben der zugrundliegenden mathema-

tischen Formel (GIl. 2 bzw. 3) eine Matrix aus den Ab-
sorptionsdaten bei der jeweiligen Wellenldnge und den
entsprechenden pH-Werten. Zur simultanen Auswertung
der Absorptionsdaten aller Wellenléingen wurde fiir zwei-
stufige Systeme die ,,Superformel” Gl. 4 anstelle von GI.
2 verwendet.

Fii X (e, X h? +epu, X h x Ksi + ep,, X Ksi % Kso)
bo x | +F2 X (epn,, x h? + epp,, x h x Kg1 + &, x Ks1 x Ks2)

+F3 x (EBHZU x h% + epp,, x h x Kg; + €p,, x Kg; x Kg2)
Ay =

h? + Kg; x h + Kg; x Kg

“4)

Hier wird fiir die Booleschen Faktoren Fy; fiir die jeweili-
ge Messwellenlidnge der Wert eins eingesetzt, fiir die ande-
ren Wellenlidngen betrdgt er null. Die Extinktionskoeffizi-
enten der vollstindig protonierten bzw. deprotonierten
Spezies (eppy, und €p fiir zweistufige, €gy3 und e fiir drei-
stufige Systeme) sind aus den Absorptionen in stark sau-
rem bzw. stark alkalischem Medium direkt zu errechnen.
Ausgehend von Schitzwerten fiir die Extinktionskoeffi-
zienten der Ampholyte (d.h. egy fiir einstufige und zusitz-
lich epy, fiir zweistufige Systeme) sowie fiir die unbe-
kannten pKg-Werte optimiert das Programm in Iterationen
diese Parameter, wobei die berechnete Kurve an die ex-
perimentellen Daten angepasst wird.

3. Diskussion

Die Daten der monosubstituierten Substanzen 15-17 wur-
den nach Gleichung 2 bzw. 4 ausgewertet, da hier im
wissrigen Milieu nur zwei Dissoziationen moglich sind.
Fiir disubstituierte Verbindungen war zu kldren, ob zwei
oder drei Dissoziationsstufen erfassbar sind, da in der &lte-
ren Literatur fiir einzelne Substanzen nur zwei pKgs-Werte
mittels graphischer Wendepunktanalyse ermittelt worden
waren [9]. Deshalb wurden diese Substanzen als zweiwer-
tige sowie auch als dreiwertige Sduren ausgewertet. In Ab-
bildungen 2 und 3 sind die entsprechenden berechneten
Titrationskurven den experimentell ermittelten Daten fiir
das Piperidinderivat 2 gegeniibergestellt. Man sieht, dass
die Auswertung als dreistufiges Dissoziationssystem in
Abb. 3 besser iibereinstimmende Kurven ergibt. Dies geht
auch aus den Werten fiir die BestimmtheitsmaBe r> hervor.
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Tabelle 2: pKs-Werte und BestimmtheitsmaB r?> der Modell-

substanzen
Substanz pKs, PKsa pKs3 2
1 6,46 10,93 12,55 0,998
2 6,57 10,76 12,14 0,999
3 6,34 11,10 12,62 0,998
4 5,64 7,49 10,25 1,000
5 5,35 7,48 10,94 0,998
6 5,14 10,71 12,18 0,995
7 491 10,92 13,04 0,998
8 5,46 10,46 12,46 0,996
9 5,25 10,12 11,48 0,981
10 4,99 9,30 11,41 0,989
11 4,64 10,95 11,33 0,995
12 6,94 9,97 11,07 0,998
13 6,78 9,56 11,96 0,999
14 6,21 7,30 10,59 0,987
15 6,89 10,14 — 0,987
16 8,30 11,98 - 0,981
17 6,85 10,10 - 0,990
Da pKs, und pKss hier nur eine Differenz von

ApKs =~ 1,4 aufweisen, ist jedoch optisch kein Wende-
punkt fiir pKs3 zu erkennen.

In Tabelle 2 sind die ermittelten pKgs-Werte fiir die Mo-
dellsubstanzen III aufgefiihrt. Das Bestimmtheitsmaf 12 ist
bei allen Bestimmungen groBer als 0,98, die Uber-
einstimmung der ermittelten Ergebnisse mit den experi-
mentellen Daten also hinreichend gut. Fiir die disubstitu-
ierten Verbindungen 1-14 wurden jeweils drei pKs-Werte
ermittelt, pKg; liegt zwischen 4,6 und 6,9. In der ersten
Dissoziationsstufe sind die Dihydroxynaphthalin-Derivate
6-11 stirker acide als die Brenzkatechine 1-5, die Pyro-
gallolabkommlinge 12-14 stellen die schwichsten Sauren
dar. Lasst man die Morpholinderivate 4, 5 und 14 aufBer
Betracht, so betragen die Werte fiir pKs; 9,3 bis 11,1, jene
fiir die dritte Dissoziationsstufe liegen zwischen 10,2 und
13. Innerhalb der Gruppen mit gleicher Phenolkompo-
nente weisen die Morpholine erwartungsgemif jeweils die
deutlich kleineren pKg-Werte auf, dies gilt fiir alle drei
Dissoziationsstufen. Dies trifft auch auf die monosubstitu-
ierten Verbindungen 15-17 zu.
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Das verwendete UV-spektroskopische Verfahren zur Ermitt-
lung der Dissoziationskonstanten der untersuchten amino-
methylierten Phenole liefert also bei geringem apparativem
Aufwand aus statistischer Sicht gute Ergebnisse. Die ho-
hen BestimmtheitsmaBe belegen eine weitgehende Uber-
einstimmung der errechneten mit den experimentellen Da-
ten.

4. Experimenteller Teil

Die verwendete Apparatur besteht aus einem thermostatisierten Umwilz-
wasserbad mit Riihreinrichtung, einem Titrationsgefdl mit Argonzuleitung
und einem pH-Meter.

6,25 -10~* mol der Substanz werden in 500,0 ml 0,5 M KCI-Losung unter
Argonbegasung gelost, die Losung wird auf 30,4 °C temperiert. Unter stin-
digem Riihren und Argonbegasung werden nacheinander ca. 45 unterschied-
liche pH-Werte zwischen pH 2,0 und pH 13,5 durch Zusatz von HCI bzw.
NaOH der Konzentrationen 0,05 N, 0,1 N, 1 N, 5 N eingestellt. Fiir jede
Messung werden ca. 2 ml dieser Losung in eine Quarzkiivette tiberfiihrt.
Nach Aufnahme des UV-Spektrums (Perkin-Elmer UV/VIS Spektrometer
Lambda 16) bzw. Messung der Absorptionen bei den ausgewihlten Wel-
lenldngen werden Spiil- und Messlosung in das Titrationsgefdll zuriickge-
geben.

Wir danken dem Fonds der Chemischen Industrie fiir die Unterstiitzung
der Arbeit.
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