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Zusammenfassung

Huminstoffe bestehen aus einer komplexen Mischung einzelner Komponenten und besitzen
daher keine definierte molekulare Struktur. Polare funktionelle Gruppen sind als relevante
Konstituenten von Huminstoffen verantwortlich fiir das physikochemische Verhalten so-
wie das okologische Wirkungsspektrum von Huminstoffen. Die NMR-Spektroskopie spielt
eine herausragende Rolle fiir die Charakterisierung von Huminstoffen. Die Kombination
aus chemischer Derivatisierung mit NMR aktiven Markern und zweidimensionaler NMR
Spektroskopie ist eine neue Methode fiir die Identifizierung und Quantifizierung von azi-
den, sauerstoffhaltigen Funktionen in Huminstoffen. Mit dieser Methode kénnen sowohl
aliphatische und aromatische Carboxylgruppen als auch primére, sekundére und tertiére

Hydroxylgruppen unterschieden werden.

Summary

Humic substances are a complex mixture with a nearly infinite number of components and
for this reason, they do not possess a well defined molecular structure. Functional groups are
relevant constituents of humic substances and affect their physico-chemical properties and
ecological efficacy. NMR spectroscopy is a valuable tool for the characterization of humic
substances. The combination of chemical derivatization with NMR active labels and two
dimensional NMR spectroscopy is a new method for the identification and quantification of
exchangeable protons in humic materials. It allows a detailed distinction of aliphatic and
aromatic carboxylic acids as well as a differentiation of primary, secondary and tertiary

alcohols in humic substances.
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Kapitel 1
Einfiihrung und Aufgabenstellung

Die Entstehung von Huminstoffen in der Okosphire ist neben der Photosynthese einer der
quantitativ bedeutendsten biogeochemischen Prozesse auf der Erde. Huminstoffe werden
durch chemische und biochemische Zersetzungsreaktionen von pflanzlichem und tierischem
Material und durch mikrobielle Aktivitdten in Gewéssern und Boden gebildet. Der grofite
Anteil dieser Materialien liegt in Form hohermolekularer organischer Verbindungen vor, die
bisher strukturchemisch nicht umfassend charakterisiert werden konnten. Huminstoffe zei-
gen die Eigenschaften von polydispersen Polymeren und sind somit keine eindeutig definier-
ten Molekiile. Sie reflektieren durch ihre Zusammensetzung die wesentlichen Bestandteile
des jeweiligen Okosystems und sind die 6kologische Matrix, die Bindung, Transport, Abbau
und Toxizitdt vieler organischer und anorganischer umweltrelevanter Chemikalien kontrol-
liert. Huminstoffe sind ein wesentliches Intermediat im globalen Kohlenstoff-, Stickstoft-,
Schwefel- und Phosphorkreislauf. Strukturchemische Modelle der Funktionalitdten von Hu-
minstoffen werden entwickelt, um damit wissenschaftliche Fragestellungen aus der Okologie
und dem Zusammenwirken von natiirlichen und anthropogenen Systemen zu bearbeiten.
Dabei strebt man eine detaillierte strukturchemische Beschreibung der chemischen Umge-
bung von aziden, sauerstoffhaltigen Funktionen in aquatischen und terrestrischen Humin-
stoffen an. Ziel ist es, das Verstdndnis jener Prozesse, Strukturen und Mechanismen in der
Huminstofforschung zu erweitern, fiir die die Charakterisierung der Funktionalitdt wesent-
lich ist. Eine umfassende analytische Charakterisierung der natiirlichen organischen Materie
ist die Voraussetzung fiir ein tieferes Verstandnis jener Prozesse, die aquatische und terrestri-
sche Umgebungen gestalten. Dies erfordert den Einsatz moderner NMR-spektroskopischer
Methoden.

Polare funktionelle Gruppen sind als relevante Konstituenten von Huminsduren verant-
wortlich fiir das physikochemische Verhalten sowie das 6kologische Wirkungsspektrum von
Huminstoffen (z.B. Komplexierung, Redoxchemie, Mobilisierung und Bioverfiigbarkeit von

Metallionen und Xenobiotika und deren Wirkungen auf Mikroorganismen). Typische pola-
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re funktionelle Gruppen in Huminstoffen beinhalten neben den vorherrschenden Carboxyl-
gruppen, phenolischen und aliphatischen Hydroxylgruppen auch Methoxy-, Chinon-, Amid-
und Etherfunktionen sowie Amine und Thiole. Die meisten Methoden zur Bestimmung re-
aktiver Gruppen in Huminstoffen basieren auf deren aziden Eigenschaften. Die Strukturpa-
rameter unterschiedlicher Strukturelemente {iberlappen wegen der komplexen Natur dieser
Substanzen héufig. Potentiometrische Titrationskurven von Huminstoffen zeigen keine de-
finierten Endpunkte, so dafi diese willkiirlich definiert werden. Zusétzliche Unsicherheiten
ergeben sich aus dem groflen Einflul der Vorbehandlung, Extraktion und Reinigung der
Substanzen auf die Kurvenform. Zwar werden Carboxylgruppen und phenolische Hydroxyl-
gruppen erfafit, jedoch kénnen keine aliphatischen Hydroxylfunktionen bestimmt werden.
Da der zu untersuchende Huminstoff auch in saurer Umgebung 16slich sein muf}, kann diese
Methode nur zur Untersuchung von Fulvinsduren, nicht aber fiir Huminsduren herangezogen

werden.

In den Biowissenschaften sind komplexe Prozesse und Strukturen, meist mit einer rdumlich-
zeitlichen Komponente, zu untersuchen. Dadurch entsteht ein grofler Bedarf an komple-
mentéaren Methoden, die Abhéngigkeiten in den Beobachtungen beriicksichtigen. Nahezu
jede physikalische, chemische und biologische Methode findet in der modernen Humin-
stofforschung Anwendung, die jedoch haufig widerspriichliche Aussagen liefern. Auch eine
Kombination dieser Techniken hat bis heute nur ein eingeschréanktes Bild iiber die Struktur
dieser natiirlichen Materialien erbracht. Fiir strukturchemische Fragestellungen spielt die
NMR-Spektroskopie eine herausragende Rolle, die sowohl fiir die Untersuchung des Humin-
stoffgeriistes als auch die mit dem Geriist verkniipften funktionellen Gruppen eingesetzt
wird. Die eindimensionale NMR-Spektroskopie hat wesentliche Beitrage zur strukturellen
Charakterisierung der Huminstoffe geleistet. Ein neueres Forschungsgebiet ist die zweidi-
mensionale NMR-Spektroskopie an natiirlichen und derivatisierten Huminstoffen. Es werden
damit detailliertere Aussagen iiber die Geriiststruktur und die austauschenden Protonen

verfiigbar.

Einen Schwerpunkt der NMR-spektroskopischen Untersuchungen bildet die Quantifizierung
von Protonen- und *C-NMR-Spektren durch Zuordnung von definierten Integrationsberei-
chen zu Partialstrukturen. Diese Abgrenzungen der Verschiebungsbereiche spiegeln jedoch
nicht die tatsdchlichen Grenzen der chemischen Verschiebung unterschiedlicher Strukturele-
mente wider, da die Resonanzen der verschiedenen Partialstrukturen erheblich iiberlappen.
Intensive Untersuchungen der Huminstoff-Funktionalititen mit Hilfe der eindimensiona-
len NMR-Spektroskopie haben zu einer Abschitzung der Strukturelemente COOH, C,,—
OH und C,;,—OH gefiihrt (Kapitel 5). Protonenspektren von Huminstoffen in verschiedenen
Losungsmitteln enthalten Informationen iiber austauschbare und nicht-austauschbare Pro-

tonen. Eine Kombination von Methylierung und Trimethylsilylierung wird eingesetzt, um
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aus eindimensionalen 2°Si-NMR-Spektren carboxylische, phenolische und alkoholische Funk-
tionen zu bestimmen. Eine dariiberhinausgehende Differenzierung ist aufgrund der starken
Uberlappung der Verschiebungsbereiche unterschiedlicher Strukturelemente (beispielsweise
die Unterscheidung von aromatischen und aliphatischen Carbonséuren) in eindimensiona-
len NMR-Spektren nicht méglich. Zweidimensionale NMR-Spektren, die Informationen iiber
funktionelle Gruppen enthalten, wurden bisher noch nicht eingesetzt.

Erst der Einsatz zweidimensionaler Aufnahmeverfahren ermoglicht durch die Einfiihrung
einer zweiten Frequenzvariablen detaillierte Unterscheidung sich ansonsten {iiberlagern-
der Strukturinformationen. Das Arbeitsziel ist eine prézisere strukturchemische Beschrei-
bung der chemischen Umgebung von Sauerstoff durch Anwendung moderner NMR-
spektroskopischer Techniken auf natiirliche und chemisch derivatisierte Huminstoffe als
Grundlage fiir ein vertieftes Verstéindnis ihres physikochemischen Verhalten und ihrer Re-
aktivitdt sowie ihres 6kologischen Wirkungsspektrums.

Die Einfiihrung NMR-aktiver Marker stellt zusétzliche analytische Moglichkeiten zur
Verfiigung. FEinzelresonanzen in Heteroatomkern-NMR-Spektren indizieren vollstandige
funktionelle Gruppen und sind daher, bei héufig erweitertem verfiigharen Verschie-
bungsbereich, deutlich vereinfacht. Giinstige Relaxationseigenschaften ermoglichen die
Durchfiithrung von ein- und zweidimensionalen NMR-Experimenten.

Die chemische Derivatisierung von Huminstoffen substituiert austauschende azide Protonen
(z.B. aliphatische, aromatische und carboxylische OH-Gruppen) mit polaren Substituenten
und synthetisiert Materialien, die in organischen Losungsmitteln 16slich sind. Charakteri-
stikum einer geeigneten Derivatisierungsreaktion fiir Huminstoffe ist ein quantitativer Re-
aktionsverlauf ohne Spaltungsreaktionen als Voraussetzung fiir eine eindeutige Korrelation
zwischen natiirlichem Ausgangsmaterial und Produkt.

Geeignete NMR-Techniken stammen u.a. aus der Protein- und Ligninchemie, die an die
besonderen Eigenschaften der Huminstoffe angepafit werden. Grundlage fiir eine detaillier-
te strukturchemische Beschreibung der Sauerstoffunktionalitdt in Huminstoffen bildet die
Identifizierung und Quantifizierung, sowie die strukturelle Zuordnung von austauschenden
Protonen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die aziden Protonen mittels verschiedener Tech-
niken qualitativ und quantitativ beschrieben und die Daten unterschiedlicher Huminstoffe
miteinander verglichen. Zu den Verfahren auf diesem Gebiet gehoren sowohl eindimensio-
nale als auch zweidimensionale NMR-Experimente. Insbesondere wurden zweidimensionale
NMR-Experimente in Kombination mit einer Derivatisierungreaktion eingesetzt, um durch
eine weitere NMR-Variable (heteronuklear korrelierte Spektroskopie) eine bessere Differen-
zierung der aziden Protonen zu erreichen. Einen weiteren Schwerpunkt fiir eine direkte

Bestimmung der chemischen Umgebung des Sauerstoffs in Huminstoffen stellte die 17O-



15

NMR-Spektroskopie dar.

Es wurden Verfahren zur Abschétzung der Substanzeigenschaften entwickelt und konven-
tionellen, literaturbekannten Verfahren gegeniibergestellt. Fragen wie die Ubereinstimmung
der ermittelten Werte unterschiedlicher Analyseverfahren wurden dabei speziell untersucht.
Die entsprechenden Techniken wurden hinsichtlich ihrer Eignung als Analysemethoden fiir
huminstoffspezifische Fragestellungen analysiert.

Aufgrund der geringen Unterschiede der NMR-Spektren durch die Vielzahl sich {iberlagern-
der Signale und den damit verbundenen Schwierigkeiten bei der Interpretation ergab sich
die Notwendigkeit, eine weiterfithrende Prozessierung der Spektren zur genaueren Untersu-
chung zu entwickeln und somit die Aussagekraft der Spektren zu verbessern.

Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse sind eine wesentliche Voraussetzung
fiir ein verbessertes Versténdnis der 6kologischen Wirkungsmechanismen und der Reak-
tivitdt der Huminstoffe mit Metallionen, Mineralien und organischen Verbindungen. Ei-
ne sorgfiltige Bewertung ist in allen Teilbereichen von der Probenvorbereitung, Wahl der
NMR-Experimente, Wahl der Aufnahme- und Prozessierungsparameter und Entwicklung
weiterverarbeitender Verfahren bis hin zur Ergebnisinterpretation im Hinblick auf die He-

terogenitdt und Komplexitat des Systems ” Huminstoff“ erforderlich.



Kapitel 2

Die Suche nach der Struktur von

Huminstoffen

Huminstoffe (HS) umfassen eine allgemeine Klasse biogener, refraktérer, gelb-schwarzer or-
ganischer Substanzen, die in allen terrestrischen und aquatischen Umgebungen auftreten
[4]. Die Bedeutung dieser Stoffklasse leitet sich davon ab, daf sie den tiberwiegenden Teil
des gesamten organischen Kohlenstoffreservoirs in terrestrischen wie aquatischen Bereichen
beinhaltet und damit in zahlreiche 6kologische Prozesse eingebunden ist. Aus der fiir das
Leben essentiellen Depotfunktion leitet sich ein grundsétzliches Interesse an der Struktur
und Funktionalitdt dieser Substanzklasse sowie an ihrer Bedeutung fiir die Okosysteme
ab. Dariiber hinaus sind die HS im Bereich der Trinkwasserversorgung und Abwasserbe-
handlung wegen der Vehikelfunktion fiir Schadstoffe und als Prékursoren fiir toxisch rele-
vante Substanzen technologisch bedeutsam. Die Wechselwirkung mit Schwermetallen und
Xenobiotika, wie z.B. Pestiziden, sind fiir Transportvorgéinge in Gewéssern und aus um-
weltschutztechnischen Aspekten besonders wichtig [78]. Dieser grofien Relevanz steht ein
noch liickenhaftes Verstdandnis der Struktur und davon abgeleitet der Reaktionsmechanis-
men gegeniiber [79]. Mehrere Arbeiten weisen darauf hin, daf die aufwendigen Versuche zur
exakten Aufkldrung der totalen Molekularstruktur nicht wesentlich weiterfithren. Vielmehr
scheint der Schliissel zum Versténdnis des 6kosystemaren Verhaltens dieser Substanzen in
den physikalischen, chemischen und biologischen Funktionalitdten zu liegen, die den einzel-
nen Strukturbereichen zukommen.

Die Heterogenitdt und Komplexitdt von HS erfordert eine Betrachtungsweise, die weni-
ger auf klassische Molekiilstrukturen als vielmehr auf Funktionalitdten ausgerichtet ist. HS
gehoren nicht einer einzigen chemischen Klasse an und kénnen daher nicht als eindeutiger
struktureller Ausdruck beschrieben werden. Bei der Genese spielen Lignine, Peptide, Poly-
saccharide und Lipide eine bedeutende Rolle. Da die Zusammensetzung von HS, die von

den biologischen und chemischen Bedingungen wihrend ihres Entstehens abhéngt, sehr he-
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terogen ist, miissen HS operationell definiert werden. Die Wasserloslichkeit ist wegen ihrer
Abhéngigkeit von wichtigen chemischen Eigenschaften wie dem Anteil azider funktionel-
ler Gruppen, Molekiilgrole, Aromatizitdt ein effektives Kriterium fiir eine Einteilung von
HS-Fraktionen. Traditionell werden drei Fraktionen von Humus nach der Methode ihrer
Isolation definiert: Huminsduren (HA, 16slich in verdiinnter wéfriger Lauge, unloslich in
verdiinnten Sauren), Fulvinsduren (FA, 16slich in Wasser bei jedem pH-Wert) und Humin
(unloslich in Wasser bei jedem pH-Wert).

Ebenfalls ist die Unterscheidung zwischen aquatischen Huminstoffen und ” Nichthuminstof-
fen* meist sehr subjektiv. Im allgemeinen wird die Sorption an Kunstharzen herangezogen,
doch sagen solche Abgrenzungen in der Regel wenig iiber die 6kologischen und chemischen
Eigenschaften aus. Es ist daher auch fraglich, ob solche Unterscheidungen im Rahmen einer
okologischen Bewertung noch eine Rolle spielen [73].

HS koénnen Probleme im Trinkwasserbereich verursachen. Obwohl die Substanzen selbst
nicht gesundheitsschédlich sind, kénnen sie anthropogene Chemikalien komplexieren und
Schwermetalle durch Komplexierung und Ionenaustausch l6sen. Einige mutagene organi-
sche Chemikalien wurden in den konzentrierten Extrakten von chloriertem natiirlichem
Wasser identifiziert, die durch die Anwesenheit von HS gebildet worden sind. Daher ist es
angemessen, HS vor der Chlorierung von Trinkwasser zu entfernen [104].

Obwohl exakte Strukturformeln nicht ermittelt werden konnen, kénnen Abschitzungen
iitber die Zusammensetzung und Menge der verschiedenen funktionellen Gruppen in HS-
Mischungen durchgefiithrt werden. Solche Informationen sind wichtig fiir die Vorhersage
von Reaktionen der HS. Die Methoden zur Untersuchung funktioneller Gruppen werden in
Kapitel 2.1 vorgestellt.

Wegen der Komplexitidt der HS-Materialien ergeben sich Schwierigkeiten bei der Charak-
terisierung von HS, wie beispielsweise die Bestimmung carboxylischer und phenolischer
Gruppen der haufig angewendeten titrimetrischen Prozeduren, bei denen die Kriterien fiir
die verschiedenen Endpunkte subjektiv bestimmt werden. Aus diesen Griinden kann die
Zusammensetzung der funktionellen Gruppen von HS nicht mit derselben Genauigkeit wie

die Elementarzusammensetzung bestimmt werden.

2.1 Strukturelemente und ihre Bestimmungen

Die Suche nach der Struktur von HS ist eng verkniipft mit dem Fortschritt des Versténd-
nisses iiber Zusammensetzung und Struktur von héufig vorkommenden Biopolymeren, wie
Proteinen und Polysacchariden. Diese Suche wird durch die Komplexitiat der Strukturen
behindert und dadurch, dafl selbst nach Auftrennung in Fraktionen eine grofie Vielzahl von

Molekiilen in jeder kleineren Einheit von HS vorhanden ist. In der Zeit vor der Einfiihrung
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der Intensivlandwirtschaft gab es keine Notwendigkeit, das Ausmafl oder die Mechanismen,
mit denen HS mit anderen Bodenkonstituenten wechselwirken, zu verstehen. Heutzutage
erfordern die verheerenden Wirkungen der Erosion, der kontinuierlichen Kultivierung und
der Zugabe von Chemikalien zu Béden und Gewissern, Kenntnis iiber die Bedeutung und
den Einflufl von HS in Béden und Gewéssern.

Fiir die Charakterisierung der HS bieten sich chemische, physikalische sowie biologische
Methoden an.

2.1.1 Strukturelle Untersuchungen von Huminstoffen: ein Pro-

blem von Mischungen

HS-Makromolekiile, die durch eine Vielfalt an Vorldufern und einem breiten Spektrum von
Umgebungen entstanden sind, stellen hochkomplexe Mischungen von Molekiilen dar. Diese
Substanzen widersetzen sich allen Bemiihungen, sie in reine Fraktionen zu separieren. Darin
begriindet sich die gréfite Schwierigkeit der Untersuchungen iiber HS. Alle physikalischen
und chemischen Werkzeuge, die zur Untersuchung herangezogen werden, liefern unabhéngig
von der Komplexitidt der experimentellen Daten immer nur einen statistischen Mittelwert.
Die Interpretation dieser Daten ist wegen der extremen Heterogenitdt und Komplexitéat
der HS sehr beschréankt. Es mufl bei der Messung und Interpretation von Daten beriicksich-
tigt werden, dafl verschiedene HS-Molekiile unterschiedliche Charakteristika in variierendem
Umfang zu den Eigenschaften und Verhalten der Gesamtheit beisteuern.

Die Anwendungen verschiedener chemischer und physikalischer Prozeduren fiir die Unter-
suchung von HS liefern Informationen iiber einige strukturelle Komponenten, funktionelle
Gruppen, Bindungen, spektroskopisch aktive Komponenten, Molekiilgréfe, etc., aber es ist
nicht moglich, diese Komponenten zu einem spezifischen Molekiil zusammenzusetzen oder

seine Position in diesem Molekiil zu bestimmen [102].

2.1.2 Informationen aus Abbaureaktionen

Das Geriist von Proteinen, Polysacchariden, Nucleinsduren und anderen polymeren Natur-
stoffen ist eindeutig definiert, weil Aminoséduren, Zucker, Nucleotide und andere Komponen-
ten der unterschiedlichen Makromolekiile an spezifischen Bindungen wéhrend der Hydrolyse
gespalten werden. Bei HS sind die Positionen der Spaltung der nicht-hydrolysierbaren An-
teile der Molekiile abhéngig von der Energie, die von verschiedenen Abbaureagenzien und
Prozeduren aufgewendet wird. Das strukturelle Grundgeriist, das durch eine Abbaureakti-
on ermittelt wird, kann von den Strukturen, die durch andere Abbaureaktionen ermittelt
werden vollig verschieden sein. Komplikationen ergeben sich durch die Formation von se-

kundédren Makromolekiilen, die wihrend der Hydrolyse in Sdure oder Base durch aktive
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Komponenten gebildet werden. Die durch Kondensationsreaktionen gebildeten braunen,
makromolekularen HS-&hnlichen Substanzen werden gemeinsam mit dem HS-Riickstand
untersucht und verfilschen dadurch die Ergebnisse.

Hydrolytische Spaltreaktionen werden vor allem zur Bestimmung von Monosacchariden,
die aus Oligosacchariden entstehen, eingesetzt. Die Hydrolyse, die durch Saure katalysiert
wird, bietet die Moglichkeit, labil assoziierte Einheiten aus dem Makromolekiil abzutrennen
und zu bestimmen. Die basisch katalysierte Hydrolyse spielt eine untergeordnete Rolle, da
es zu undefinierten Abbaureaktionen kommen kann. Neben den Monosacchariden kénnen
durch die saure Hydrolyse weitere einfache Molekiile wie beispielsweise Aminoséduren aus
Peptiden und Carbonséuren aus Estern und Amiden gebildet werden [1].

Durch oxidative, reduktive oder thermische Abbaureaktionen erhélt man ebenfalls Fragmen-
te, die Riickschliisse auf die Ausgangssubstanzen erlauben. So lassen sich ligninbiirtige Be-
standteile durch CuO-Oxidation mit anschliefender Identifizierung der Phenolcarbonséduren
und phenolische Aldehyde nachweisen.

Der thermische Abbau durch Pyrolyse erlaubt es, Einzelbausteine zu erfassen.

e Informationen aus Hydrolysereaktionen

Die S&urehydrolyse wird zur Entfernung von labilen Kohlenhydraten und Peptid-
strukturen, die mit HS assoziiert sind, eingesetzt. Eine Hydrolyse in siedender 6 M
HCl ergibt 0.5 50 % Massenverlust der HS als CO,, Zucker, Aminosiauren, Purin- und
Pyrimidinbasen, phenolische Komponenten und aliphatische Carbonséduren. Die Iden-
tifikation der sdure-labilen Komponenten von HS, speziell Aminosduren und Zucker,
lassen keine Riickschliisse auf die Geriiststruktur der HS zu, aber sie ermdoglichen einige
Schluifolgerungen iiber das Ausmaf, in dem Substanzen, die unter biologischer Kon-
trolle synthetisiert worden sind, wie Saccharide, Peptide, Proteine und Nucleinséduren,
an der Zusammensetzung der HS-Makromolekiile beteiligt waren. Die aliphatischen
Carbonséuren, die nach der sauren Hydrolyse identifiziert werden, konnen aus Spal-

tungen von Esterbindungen hervorgehen [109] [150].

e Informationen aus oxidativen Zersetzungsreaktionen

Klassische oxidative Abbaureaktionen sind Reaktionen mit Permanganat und Kup-
fer(IT)oxid in alkalischer Losung. Wie beim Abbau von HS-Materialien durch Hydro-
lyse ist es auch bei oxidativen Prozessen schwierig abzuschétzen, welcher Anteil der
Abbauprodukte dem HS-Grundgeriist zugeordnet werden koénnen, und welche Ab-
bauprodukte in der HS-Losung zu sekundéren Produkten weiterreagieren. Alle oxi-
dativen Abbaureaktionen liefern Hinweise auf HS-Konstituenten, die zu aromatischen

Polycarbonséduren und Hydroxylpolycarbonséduren und aliphatischen Di- und Polycar-
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bonsduren oxidieren. Die Abbauprodukte lassen weiterhin Schliisse auf ungeséttigte

aliphatische Kohlenwasserstoffanteile zu [53] [97].

e Informationen aus reduktiven Zersetzungsreaktionen

Obwohl einige Abbauprodukte bestimmt worden sind, liefert die Methode kaum Hin-
weise auf HS-Konstituenten und ist auch als ”fingerprint“ Methode nicht geeignet
[183].

e Informationen aus thermischen Zersetzungsreaktionen

Die Pyrolyseprodukte von Kohlenhydraten, Polypeptiden und Proteinen, Lipiden,
Ligninen und Polycarbonséduren sind gut bekannt und wurden in den Pyrolysaten von
Boden und HS identifiziert. Alle Pyrolysate lassen auf Urspriinge in Polypeptiden,
Polysacchariden, Ligninen und mikrobiell synthetisierten Polyphenolen und kleineren
Mengen an Lipiden und Polycarbonséduren schlieffen. Die durch Pyrolyse ermittelten
Strukturelemente von HS sind geséttigte und ungeséttigte aliphatische Ketten mit
OH-, CO- und COOH-Substituenten, die an Lignin, Polysaccharide und Polypeptide
gebunden sind [35] [102].

Die chemischen Abbau- und Zersetzungsprozeduren, die fiir Untersuchungen der
Geriiststruktur von HS angewandt werden, involvieren {iblicherweise Hydrolyse-,
Oxidations-, Reduktions- oder Pyrolyseprozesse. Pyrolytische Untersuchungen haben be-
achtliche Unterschiede zwischen HS unterschiedlicher Umgebungen gezeigt.

Die Hydrolyse in 6 molarer Salzsédure findet hdufig Anwendung als eine Vorbehandlung
zur Entfernung von Zucker und Aminoséuren vor der eigentlichen Abbaureaktion des HS-
Gertistes. Obwohl 0.5-50% der HS-Masse durch Hydrolysebehandlung gelost wird oder
als CO verloren geht, ist nur ein kleiner Teil als HS-Komponente identifiziert. Die Mas-
senverluste basieren nicht nur auf dem Abbau von Kohlenhydraten und Aminoséuren, die
nur maximal 20 % der HS-Masse betragen. Ein betrichtlicher Anteil der hydrolysierbaren
Substanzen ist weitgehend unbekannt.

Es ist offensichtlich, daff oxidative Prozesse wiahrend der Hydrolysereaktion durch Base, ins-
besondere durch NaOH stattfinden. Eine Vielzahl der identifizierten Abbauprodukte werden
auch in den Reaktionsprodukten von alkalischer Permanganat- oder Cu(II)oxidlésungen ge-
funden.

Die Formation von huminéhnlichen Substanzen der degradativen Prozesse sind Artefakte
der Reaktionen, die durch Decarboxylierung der HS-Makromolekiile oder durch sekundére
Kondensationsreaktionen zwischen bereits abgespaltenen, kleineren Molekiilen entstehen.
Die identifizierten Komponenten der weitverbreiteten oxidativen Abbaureaktionen liefern

Hinweise auf die Anwesenheit von substituierten aromatischen Strukturen in HS. Die aro-
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matischen Strukturen festigen die Ergebnisse von NMR-Untersuchungen, dafl die Mehrheit

der aromatischen Komponenten in den Makromolekiilen 3—5 Substituenten besitzen.

2.1.3 Informationen aus spektroskopischen Methoden

Der Einsatz spektroskopischer Methoden der instrumentellen Analytik ist wie alle anderen
Untersuchungsmethoden in der HS-Forschung stark begrenzt. Der Grund dafiir ist, dafi HS
eine komplizierte Mischung aus nicht-definierten Molekiilen sind und ihre Spektren die Sum-
me der Antworten vieler verschiedener Spezies sind. In manchen Féllen tragt nur ein kleiner
Teil der Gesamtheit an Molekiilen zum gemessenen Spektrum bei. Die Anwendungsmoglich-
keiten und Grenzen von Infrarot-, UV /VIS-, Fluoreszenz- und Elektronenspinresonanzspek-
troskopie fiir die Untersuchung von HS werden im folgenden erldutert. Die NMR-Technik
wird meist als die Methode angesehen, die detailliertere Informationen iiber HS liefert als
alle anderen Methoden [31] [49] [66] [80] [102].

e NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie ist die bedeutendste und weitverbreitetste Methode zum
Nachweis von Unterschieden und Gemeinsamkeiten in der Zusammensetzung von HS
verschiedener Boden, Fliisse, Seen und marinen Umgebungen (s. Kapitel 5). Eine de-
taillierte Erfassung des Bindungszustandes von Wasserstoff, Kohlenstoff, Stickstoff
und Phosphor wird durch 'H-, 13C-, »’N- und 3!P-NMR-Spektroskopie sowie in zu-
nehmendem Maf} auch durch verschiedene 2 D NMR-Experimente erméglicht.

o IR-Spektroskopie

Obwohl die IR-Spektroskopie eine geeignete Methode zur Untersuchung von HS-
Funktionalitédten ist, ist ihre Anwendbarkeit trotzdem stark limitiert. Sie liefert eine
fingerprint-artige Strukturinformation. Die meisten Schliisselfrequenzen werden von
breiten Banden, wie sie fiir Wasserstoffbriickenbindungen typisch sind, gepriagt [2].
Die Interkombinationsbanden erlauben aufgrund der komplexen Molekiile keine wei-
tergehende Interpretation. Es gibt jedoch typische Frequenzbereiche, die eine Unter-
scheidung hinsichtlich Ursprung und verschiedener HS-Fraktionen ermdoglichen. Eine

Quantifizierung der einzelnen funktionellen Gruppen ist nicht moglich.

IR-Spektren zeigen viele fiir molekulare Strukturen typische Absorptionsbanden. Lei-
der ist die Information, die die IR-Spektroskopie liefert im Vergleich zur NMR-
Spektroskopie mehr von qualitativer als quantitativer Natur, da die Intensitdt des
Ubergangs proportional dem Quadrat des Ubergangsdipolmoments der involvierten
Schwingung ist. Die verschiedenen Valenz- und Deformationsschwingungen, die IR-

Energie absorbieren, besitzen einen weiten Bereich von molaren Absorptionskoeffizi-
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enten, die die Technik der Peakintegration als eine Messung der relativen Anteile der
verschiedenen Gruppen stark limitieren. Eine weitere Schwierigkeit fiir die Quanti-
fizierung von IR-Spektren ist die grofie Uberlappung breiter Banden von der grofien
Anzahl der IR-aktiven Gruppen, wie sie in HS vorhanden sind. Trotz der Komplexitét
der HS beinhalten ihre IR-Spektren einige charakteristische Banden mit eindeutiger
Zuordnung [113].

Die wichtigsten Absorptionsbanden sind in den Bereichen bei 3300cm™! (O-
H-Valenzschwingung), 2900 cm™! (aliphatische C-O-Valenzschwingung), 1720 cm™!
(C=0-Valenzschwingungen von Sauren, Estern, Ketonen, Aldehyden und Chino-
nen), 1610cm™! (olefinische und aromatische C=C-Valenzschwingung), 1400 cm™!
(OH-Deformationsschwingung, C-O-Valenzschwingung von Phenolen und C-H De-
formationsschwingung von CH, und CHs), 1250cm™ (C-O Valenzschwingung und
OH-Deformation von COOH). Uneinigkeit besteht in der Zuordnung der Banden bei

16601600 cm ™! [182].

UV-VIS-Spektroskopie

Aus dem mit zunehmenden Wellenldngen monoton abnehmendem Extinktionsverlauf
der UV/VIS-Spektroskopie wird der klassische E;/Eg-Quotient aus der Absorption
bei 465 nm und 665 nm berechnet, der eine negative Korrelation zur Molekiilgrofie
zeigt und mit dem Grad der Kondensation aromatischer Konstituenten korreliert ist.

Die Beitriage zur Aufkliarung der Struktur von HS sind jedoch relativ gering [5] [31].

Fluoreszenz-Spektroskopie

Die Fluoreszenz-Spektroskopie wird zur quantitativen Charakterisierung von Metallio-

nenkomplexierung herangezogen [80], liefert jedoch wenig strukturelle Informationen.

ESR-Spektroskopie

Die ESR-Spektroskopie ermoglicht Aussagen iiber freie Radikale in HS. Sie ist ein
niitzliches Werkzeug zur Untersuchung von Reaktionen, die mit freien Radikalen ver-

bunden sind.

Die Information, die von allen spektroskopischen Methoden zur Strukturaufklarung beige-

tragen wird, ist eher kompositionell als strukturell. Alle Daten bestétigen, dafi FA aller

Urspriinge nur wenige Methoxygruppen besitzen, wenig Phenole und weniger aromatisch

sind als die HA desselben Ursprungs.

NMR-Daten zeigen, dafl Boden-HS einen hoheren aromatischen Anteil aufweisen als Sub-

stanzen von aquatischen Urspriingen. Die aromatischen Ringe besitzen 3 -5 Substituenten.
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2.1.4 Informationen iiber die Molekiilgrofie

Die Kenntnis iiber molekulare Massen, Groflen und die Gestalt von HS ist wichtig fiir
das Verstédndnis der Rolle, die diese Substanzen in Boden und Gewéssern spielen. Die Be-
stimmung dieser Eigenschaften ist wegen der irreguléren, polydispersen Natur der HS sehr
schwierig [103].

Generell sind die molaren Massen von aquatischen HS sehr viel kleiner als die von Béden.
Die molekulare Grofie von aquatischen HA ist etwa dreimal gréfler als die der korrespondie-
renden FA. Die Massen von aquatischen HS betragen mehrere Hundert bis mehrere Tausend

u, die Massen der Boden-HS hingegen 103 —10°u.

2.2 Methoden zur Analyse funktioneller Gruppen

Die meisten Methoden zur Bestimmung reaktiver Gruppen in HS basieren auf deren azi-
den Eigenschaften. Die Strukturparameter unterschiedlicher Strukturelemente iiberlappen
wegen der komplexen Natur dieser Substanzen héufig und miissen daher vorsichtig inter-
pretiert werden.

Die potentiometrischen Titrationskurven von HS in wéafiriger Losung werden in drei Be-
reiche eingeteilt: Im ersten Bereich dissoziieren Carboxylgruppen und im dritten Bereich
phenolische Hydroxylgruppen. Zwischen diesen Bereichen finden Dissoziationen von Sduren
und Phenolen statt, so dafl dieser Bereich nicht eindeutig einer Funktionalitéit zugeordnet
werden kann [182]. Da die Titrationskurven von HS streng monoton ansteigen, tritt bei
der Interpretation das Problem auf, die Endpunkte zu ermitteln. Oft wird das Maximum
der ersten Ableitung bei pH-Werten von 7.0—7.6 als Grenze zwischen carboxylischen und
phenolischen Dissoziationen definiert.

HS werden als kolloidale Komplexe mit hoher Adsorptionskapazitéit oder schwach saure Po-
lyelektrolyte verstanden, weil die Titrationskurven keine definierten Endpunkte aufzeigen.
Einen grofien EinfluB auf die potentiometrische Titration von HS hat die Art der Vorbe-
handlung, Extraktion und Reinigung der Substanzen.

Die Gesamtaziditét, die Carboxylgruppen und phenolische Hydroxylgruppen umfafit, kann
durch die Ba(OH)y-Methode erfaBt werden. Der Probe wird ein Uberschuff an Ba(OH)y zu-
gesetzt und anschliefend die iiberschiissige Base riicktitriert. Der wesentliche Vorteil dieser
Methode besteht in der einfachen Durchfiihrbarkeit [182].

Die Ca(acetat)y-Methode erméglicht in &hnlicher Weise die Bestimmung von Carboxylgrup-
pen. Die Riicktitration erfolgt mit NaOH-Losung [182]. Bei dieser Methode ist zu bertick-
sichtigen, dafl neben den carboxylischen auch stark azide phenolische Gruppen erfafit oder

Carboxyle acetyliert werden.
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2.3 Zusammenfassung: Was wir iiber die strukturelle

"Form*“ von Huminstoffen wissen

Der Anteil an aromatischen Komponenten betrégt bis zu 25 %, die in Form von Einfachrin-
gen vorliegen. Einige Protonen der aromatischen Ringe sind durch Substituenten wie Me-
thoxygruppen, Ether, Hydroxylgruppen, Carboxylgruppen oder aliphatische Kohlenwasser-
stoffketten ersetzt. Diese aromatischen Einheiten sind durch aromatische Etherstrukturele-
mente wie aliphatisch-aromatische Etherbindungen und durch aliphatische Kohlenwasser-
stoffketten miteinander verkniipft [103].

Der Hauptunterschied zwischen HA und FA besteht in der Molekiilgroie. HA sind grofler als
FA, weniger hoch geladen, unpolarer, aromatischer und enthalten mehr phenolische Hydro-
xylgruppen. Die Molekiile aquatischer Substanzen sind kleiner als die der entsprechenden
Bodensubstanzen und weniger aromatisch. Sie enthalten weniger assoziierte Zuckerbestand-
teile und weniger Aminosiduren. HA besitzen mit bis zu 20 % mehr Zucker- und Aminoséiur-
enanteile als FA.

Die hydrophoben Eigenschaften der HA konnen auf langerkettigen Kohlenwasserstoffstruk-
turen und auf Fettsduren, die mit Phenolen oder anderen Hydroxylgruppen verestert sein
konnen, basieren.

HA und FA enthalten dissoziierbare Gruppen, wobei die FA iiblicherweise die hoheren
Ladungsdichten besitzen. Titrationsdaten belegen, daf die aziden Gruppen ein Kontinuum
dissoziierbarer Protonen ergeben, die den Bereich von starken bis sehr schwachen Séuren
abdecken. Carboxylgruppen leisten einen wesentlichen Beitrag zur Aziditat von HS [103].
HS sind Mischungen, die nicht in diskrete Fraktionen geteilt werden konnen. Daher kann
das klassische Konzept einer molekularen Formel nicht angewandt werden, sondern man
kann sie als eine Art Lego-Spiel auffassen, das aus einer variablen Mischung bestimmter
chemischer Blocke besteht, deren Anteil von Ausgangsmaterial, Humifikationsbedingungen

und -dauer und anorganische Bodenkonstituenten abhéngen [174].



Kapitel 3

Die Silylierung zur Markierung

funktioneller Gruppen

Die Silylierung von aziden funktionellen Gruppen wie aromatischen und aliphatischen
Hydroxyl- und Carboxylgruppen, Aminosduren, Amide und Amine ist sowohl in der ana-
lytischen als auch préaparativen organischen Chemie ein wichtiges Werkzeug. In der analy-
tischen Chemie wird die Silylierung seit Ende der 50er Jahre in der Gaschromatographie
und Massenspektroskopie als Derivatisierungsmethode fiir eine Vielzahl von Substanzen
verwendet. Silylierte polare Substanzen besitzen eine geringere Polaritit und somit eine
grofere Fliichtigkeit und groflere thermische Stabilitat. Viele Substanzen, die underivati-
siert zu instabil und zu wenig fliichtig sind, kénnen so mit GC-MS-Techniken analysiert
werden. Die Bedeutung der Silylierung in der Gaschromatographie beruht auf der hohen
Reaktionsgeschwindigkeit und Einfachheit der Derivatisierungsreaktion. In der prédparati-
ven organischen Chemie werden Trialkylsilylderivate als Schutzgruppen insbesondere fiir
Hydroxylgruppen, aber auch Carboxylséduren genutzt|74].

In der technischen Chemie findet die Silylierung fiir die Herstellung von Fasern und Folien
Verwendung. Durch Silylierung von Hydroxylgruppen der Glasoberflachen werden unpolare
Glasoberflichen erhalten. Die erste Silylierungsreaktion wurde 1944 mit TMCS in Pyridin
zur Silylierung von Methanol und Ethanol durchgefiihrt. Einige Jahre spéter wurden mit
demselben Reagenz Silylether von Zellulose und Silylester von Essigsdure synthetisiert [151].

Die Silylierungsreaktion wird durch folgendes Reaktionsschema beschrieben:

Y-Si(CHy)s
-C-X-H T ~C-X-Si(CHgs)s X:-0-,-(C=0)-0-, -N(H)-
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Héufig verwendete Substanzen sind:

TMCS Trimethylchlorosilan Cl1— Si(CH3)3
HMDS Hexamethyldisilazan (H3C)3Si — NH — Si(CHj3)s
OSi(CHa)s
L . . H3C —K
BSA N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid NSi(CHs)s
OSi(CHj)s
L . . . F3C —K
BSTFA N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid NSi(CH3)3
O
FsC 4
/N_Si(CH3)3
MSTFA N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid CH;
. o ve r N—Si(CHz)3
TMSIM 1-(Trimethylsilyl)imidazol N=~
H3C —
: R : N—Si(CHs)s
TMSDEA N-Trimethylsilyldiethylamin H3C —~

3.1 Silylierungsreagenzien und Methoden

Die Vielfaltigkeit an Substraten und GC-Saulen erfordert eine Vielzahl von Silylierungsrea-
genzien und -prozeduren. In [151] und [74] werden die wichtigsten Reagenzien und Reakti-
onsbedingungen ausfiihrlich aufgelistet und anhand von Beispielen erlautert. Die Reaktions-
dauer und -temperatur liegt abhéngig von Substrat, Losungsmittel und Silylierungsreagenz
zwischen einigen Minuten bei Raumtemperatur und mehreren Stunden unter Riickflufl.
In den meisten Féllen reicht eine Erwarmung auf 50-60°C fiir 15- 30 Minuten aus. Die am
héiufigsten verwendeten Losungsmittel sind Pyridin und DMF, aber auch DMSO, Acetonitril
und CHCI3. Weniger Anwendung finden Aceton, Benzol, Ether, Formamide, Dioxan, Hexan,
Cyclohexan, Ethylacetat, Methylenchlorid, Schwefelkohlenstoff, Tetrahydrofuran und Tolu-
ol. Die Reaktivitat, Selektivitdat und Reaktionsgeschwindigkeit einiger Silylreagenzien kann
durch Kombination verschiedener Silylierungsreagenzien oder Katatysatoren erhoht werden.
Manche Mischungen ermoglichen die gezielte Silylierung von priméren Hydroxylfunktionen,
wéahrend andere Kombinationen aus Reagenzien, Katalysatoren und Losungsmitteln auch
mit sterisch anspruchsvolleren Hydroxylgruppen Silylether bilden. Substanzen, die die Re-
aktivitdt erhohen sind bei Reaktionen mit TMCS Basen wie Pyridin und Triethylamin.
Reagenzien auf Amin- und Amid-Basis wie HMDS und BSA kénnen durch TMCS oder
Sauren katalysiert werden.

Die Reaktivitdt von Silylakzeptoren nimmt in folgender Reihenfolge ab:
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ROH > ArOH > RCOOH > RNH, > RSH
Die am héaufigsten verwendeten Methoden, ihre Anwendungen und Eigenschaften konnen

in folgende Gruppen mit steigender Reaktivitét eingeordnet werden:

e auf TMCS basierende Methoden

— Wird TMCS ohne zusétzliche Base verwendet, mufl das Nebenprodukt HC1 durch

Kochen der Reaktionslosung entfernt werden.

Zum Abfangen des bei der Reaktion entstehenden HCI kénnen Basen wie z.B.

NHj, Pyridin oder Triethylamin zugegeben werden.

— Es wird meist das Natrium-Salz der zu silylierenden Substanz verwendet.

TMBrS und TMIS besitzen eine gréflere Reaktivitéit, aber eine geringere Selek-
tivitdt. Haufig treten Nebenreaktionen wie z.B. die Bildung von Silylenolether

aus Ketonen auf. TMIS spaltet Ester, Ether und Ketale.
e Methoden, die auf HMDS basieren
— Wird HMDS allein verwendet, muf3 das Nebenprodukt NH3 durch Kochen ent-

fernt werden, damit die Reaktion vollstiandig verlauft.

— Die Reaktivitat kann durch Zugabe von TMCS, sauren Katalysatoren oder einer
Kombination von TMCS oder einem Katalysator und einem geeignetem Losungs-

mittel (beispielsweise Pyridin) gesteigert werden.
e Methoden mit Silylaminen als Silyldonor
— Die Reaktivitat von TMSDEA kann mit sauren Katalysatoren erhoht werden.
e Methoden mit Silylamiden als Silyldonor
— BSA, BSTFA oder MSTFA werden allein oder in Kombination mit geeigneten
Losungsmitteln verwendet.

— Die Reaktivitdt von BSTFA entspricht der von BSA.

— eine Kombination mit TMCS kann die Reaktivitédt und Selektivitéat der Silylami-

de erhohen.

— Eine Silylierungsmischung aus TMSIM, BSA (oder BSTFA) und TMCS im
Verhiiltnis 3:3:2 reagiert selbst mit sterisch anspruchsvollen und tertidren Hy-

droxylgruppen.

— Katalysatoren, wie beispielsweise Sauren, begiinstigen die Reaktivitét.
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Tabelle 3.1: Silylierungsreagenzien fiir sauerstofthaltige funktionelle Gruppen.

aliphatische Hydroxylgruppen: BSTFA, BSTFA/TMCS, TMSIM, TMSDEA

aromatische Hydroxylgruppen: BSA, BSTFA, BSTFA/TMCS, TMSIM, MST-
FA/TMCS, HMDS/Katalysator

Carboxylgruppen: BSA, BSTFA, TMSIM, TMSDEA, HMDS

In Tabelle 3.1 sind einige der fiir die Silylierung von sauerstofthaltigen funktionellen Grup-
pen geeigneten Reagenzien zusammengestellt.

Um aus der groflen Anzahl der Silylierungsmethoden eine fiir die Silylierung von Huminstof-
fen geeignete Auswahl zu treffen, ist es wichtig, die Eigenschaften der Silylierungsreagenzien
zu kennen. Fiir Huminstoffe, die aus einer Vielzahl von funktionellen Gruppen bestehen,
und deren strukturelle Einheiten noch grofitenteils unbekannt sind, miissen Reagenzien und
Reaktionsbedingungen gefunden werden, die quantitativ alle aziden Protonen durch eine
Trimethylsilylgruppe substituieren und dabei das Huminstoffgrundgeriist nicht wesentlich
verdndern. Fiir die Charakterisierung von sauerstoffhaltigen Gruppen wird eine Methode
benotigt, die quantitativ die unterschiedlichen aliphatischen und aromatischen Hydroxyl-
gruppen und Carboxylgruppen silyliert, aber keine Nebenreaktionen des Huminstoffgeriistes
wie Etherspaltung und Enolbildung verursacht.

In der Tabelle 3.2 werden die Eigenschaften der fiir komplexe Molekiile im medizinischen
und biologischen Bereich verwendeten Reaktionsmischungen néher erldutert [65] [151] [152]
[160] [74].

3.2 Nebenreaktionen der Silylierungsmethoden

Um das Huminstoff-Molekiilgeriist bei der Silylierungsreaktion weitgehend zu erhalten, sol-
len Reaktionsbedingungen gefunden werden, die keine Nebenreaktionen verursachen. Die
meisten literaturbekannten Nebenreaktionen bei der Silylierung azider funktioneller Grup-
pen werden im Zusammenhang mit Halogentrimethylsilanen erwahnt. Haufig finden Reak-
tionen mit dem Losungsmittel statt, die reaktive Intermediate bilden und Nebenreaktionen

verursachen. Einige Beispiele:

e TMCS bildet Addukte mit Pyridin, DMF und DMSO [19] [32].

e TMCS und DMSO bilden Chlorodimethylsulfonium-Intermediate, die Ketone in a-
Position halogenieren oder Methansulfenylchlorid an Olefine kniipfen kénnen [20] [21]
[23] [24] [22] [92] [91]. In der Literatur werden des weiteren Reaktionen mit Oximen
[92], Semicarbazonen [92], Pyrrolen[22], Styrolen [24] und Alkenen [23] beschrieben.
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Wird anstatt TMCS TMBrS oder TMIS verwendet, werden meist groflere Mengen
des Nebenproduktes erhalten. TMBrS und TMIS besitzen zwar ein gréferes Silylie-

rungspotential, der Anteil an Nebenreaktionen nimmt jedoch ebenfalls zu.
e Sekundéire Amine werden in Gegenwart von Imidazol mit TMCS in DMF N-formyliert.

e TMBrS spaltet Lignin-Modellsubstanzen [157], verursacht eine Ringoffnung von Lac-
tonen, bildet mit Ketonen -Halogenketone und reduziert Sulfoxide zu Sulfiden [164].

e TMCS mit Triethylamin als Base und DMF als Losungsmittel bildet aus enolisierbaren
Aldehyden und Ketonen Enoxysilan [46] [56].

Die Bildung von Silylethern aus enolisierbaren Ketonen spielt auch bei Silylierungsmischun-
gen, die TMCS enthalten, eine Rolle. Beispiele zu Nebenreaktionen von Reaktionsmischun-

gen:

e In [48] wird die Abhéngigkeit der Ausbeute von Enol-TMS-Ethern von zu silylie-
render Substanz, Silylierungsreagenz, Losungsmittel, Katalysator, Reaktionszeit und

Temperatur beschrieben.

e In [64] werden Reaktionen von Hydroxysteroiden mit MSTFA und verschiedenen
Trimethylhalogensilanen ausfiihrlich erldutert. Die Enolisierungsgeschwindigkeit ist
abhéngig von Losungsmittel, Katalysator, Silylierungsreagenz und der Struktur des
Steroids. TMCS in geringer Konzentration und mit nur geringer Wiarmezufuhr
iiberfithrt nur die Hydroxylfunktionen in Trimethylsilylether. Es werden nur gerin-
ge Mengen des enolisierten Produktes gefunden. Mit TMBrS und TMIS findet eine
deutlich schnellere Reaktion statt.

e Die Reaktionsmischung BSA /TMCS 6ffnet einen ungesittigten Lactonring [164].

e BSTFA/TMCS mit DMF als Losungsmittel tberfithrt sekundére Amine in
=N-CH=N-CO-CF3.

Um eine vollstdndige Substitution von aziden Protonen in Huminstoffen durch die Tri-
methylsilylgruppe ohne Verdnderung des HS-Grundgeriistes zu gewéhrleisten, mufl ein Si-
lylierungsreagenz mit hohem Silylierungspotential bei kurzer Reaktionsdauer und niedri-
ger Temperatur gewahlt werden. Nebenreaktionen des Silylierungsreagenz, Reaktionen des
Huminstoffs mit dem Losungsmittel oder Verdnderung des Huminstoffgeriistes durch we-

nig schonende Reaktionsbedingungen sollen vermieden werden. Um Nebenreaktionen zu
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vermeiden, muf auf Reaktionsmischungen mit TMCS verzichtet werden. Unter diesen Ge-
sichtspunkten sind BSA, BSTFA und MSTFA geeignete Silylierungsreagenzien fiir ein scho-
nendes Verfahren. Als Losungsmittel sind Pyridin, DMF und DMSO gut geeignet, da die
zu untersuchenden Huminstoffe darin weitgehend 16slich sind.

Um gut interpretierbare Spektren zu erhalten, mufl bei der Auswahl der Silylierungsreagen-
zien weiterhin berticksichtigt werden, dafl die bei der Reaktion entstehenden Nebenprodukte
der Reagenzien moglichst keine Signale erzeugen, die sich mit den Signalen des silylierten
Huminstoffs iiberlagern. Unter diesen Gesichtspunkten ist BSTFA am geeignetsten. Das
Nebenprodukt Trifluoroacetamid enthélt aufler Protonen, die am Stickstoff gebunden sind
keine weiteren Protonen. Das Losungsmittel sollte Huminstoffe vollsténdig losen. Fiir Hu-
minsduren eignet sich DMSO und DMF, fiir Fulvinsduren kann auch Pyridin verwendet
werden.

Die in diesem Kapitel erlauterten Silylierungsmethoden und deren Einsatzmoglichkeit fiir
die Silylierung von Huminstoffen werden in Kapitel 6.1 anhand von Modellverbindungen

und Huminstoffen iiberpriift und die Synthesebedingungen optimiert.
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Tabelle 3.2: Eigenschaften und Anwendung der Silylierung komplexer Molekiile

Reagenz

Eigenschaften

Anwendungsbeispiele

TMCS

TMCS allein ist ein schwaches Silylierungsreagenz
und wird daher meist in Anwesenheit einer Ba-
se, die als HCl-Akzeptor dient (Pyridin, NHj, ter-
tidres Amin), oder in Kombination mit anderen Si-
lyldonoren fiir viele funktionelle Gruppen verwen-
det. Wahrend der Reaktion koénnen unerwiinschte
Nebenreaktionen wie z.B. die Enolbildung von un-
geschiitzten Ketonen auftreten. Ersetzt man TMCS
durch TMBrS oder TMIS, treten aufler der verstérk-
ten Enolbildung von Aldehyden und Ketonen andere
Nebenreaktionen auf. Beispielsweise kann eine Off-
nung eines Lactonringes [164] oder die Reduktion von

Sulfoxiden zu Sulfiden auftreten.

Zellulose [180]

HMDS

Obwohl HMDS im Vergleich zu anderen Silylierungs-
reagenzien kein starker Trimethylsilyldonor ist, wird
es haufig aufgrund vieler Vorteile bevorzugt. Der Sie-
depunkt ist mit 124-127°C sehr niedrig, das einzi-
ge Nebenprodukt NHj kann wéhrend der Reaktion
leicht durch Erhitzen entfernt werden. HMDS reagiert
selektiver als stédrkere Silyldonoren. Die Reaktivitét
kann durch Katalysatoren (HoSOy4, (NHy)2SOy4, Es-
sigsdure, TMCS) oder geeignete Losungsmittel (Py-
ridin, DMF, DMSO) erhoht werden. Carboxylsduren
lassen sich ohne Katalysator silylieren. Generell ist
die Ausbeute geringer als bei Reaktionen mit BSA
oder BSTFA.

Alkaloide, Aminoséur-

en, Kohlenhydrate
[84] [25] [194] [142];
Zellulose [95] [143];

Steroide, Polyalkohole

8];
[163]

Naturprodukte

TMSDEA Die Reaktivitat von TMSDEA liegt zwischen der von

HMDS und BSA, BSTFA und MSTFA. Obwohl es
empfindlich fiir die sterische Umgebung von Hydro-
xylgruppen ist, silyliert es die meisten funktionel-
len Gruppen. Einziges Nebenprodukt ist das leicht
fliichtige Diethylamin.

Aminoséuren [74]
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Derivate von Kohlenhydraten gebildet werden. Es
reagiert nicht mit aliphatischen Aminen. Die Reakti-
vitdt kann durch Zugabe von TMCS oder BSA bzw.
BSTFA im Verhéltnis 3:3:2 erhoht werden.

Reagenz Eigenschaften Anwendungsbeispiele

MSTFA MSTFA besitzt dhnliche Reaktionseigenschaften wie Fettsduren, Steroide
BSA und BSTFA und kann fiir die Silylierung al- [64]
ler protischer funktioneller Gruppen eingesetzt wer-
den. Von Vorteil ist, dal das Reagenz selbst und
das Nebenprodukt N-Methyltrifluoroacetamid leich-
ter fliichtig als BSTFA und dessen Nebenprodukte
sind.

BSA BSA und BSTFA sind die am haufigsten verwendeten Alkaloide, Amide

BSTFA  Silylierungsreagenzien, die mit allen aziden funktio- [125];  Aminosduren
nellen Gruppen unter milden Reaktionsbedingungen [125]  [85];  Amine
reagieren. Abhéngig von Reaktionsbedingungen und [193]; Kohlenhydrate
Substrat ist die Reaktivitét dhnlich der von MSTFA  [112]; Nucleinsiuren,
und grofler als HMDS oder TMSDEA. Die Reakti- Nucleoside [101];
vitéit kann durch ein geeignetes Losungsmittel (Pyri-  Steroide [107]; pflanz-
din, DMF, Acetonitril) oder durch Zugabe eines Ka- liche  Polyole  [70];
talysators (TMCS, Trifluoressigsaure) erhoht werden. Phenole [125]  [96];
Geringe Mengen an H,O konnen die Reaktionsge- Carboxylsduren [125];
schwindigkeit erhohen, da die Hydrolyseprodukte von Enole  [125];  Mo-
BSA und BSTFA katalytische Wirkung besitzen. noterpenalkohole und

Phenole [28]; in wafiri-
ger Losung: Seifen,
Alkohole, Amine [189]
[190]

TMSIM  TMSIM ist das reaktivste Silylierungsreagenz fiir Hy- Kohlenhydrate [7];
droxylgruppen und wird insbesondere fiir die Sily- Hormone, Nucleotide,
lierung schwer zugénglicher Hydroxylgruppen einge- Narcotica,  Steroide
setzt. Selbst in Anwesenheit von HoO kénnen TMS-  [47]




Kapitel 4

Physikalische Grundlagen der
Impuls-NMR-Spektroskopie

Eine genaue Kenntnis der Struktur, Dynamik und Reaktionsweise von Molekiilen ist der
Schliissel zum Versténdnis ihrer Funktionen und Eigenschaften. Die NMR-Spektroskopie
hat sich durch die Einfiihrung zweidimensionaler Verfahren zur bedeutendsten Methode
entwickelt, um derartige Informationen iiber Molekiile zu erhalten. Es steht nunmehr ei-
ne Vielzahl an Aufnahmetechniken zur Verfiigung, deren erfolgreiche Anwendung jedoch
nicht nur die entsprechende apparative Ausstattung, sondern auch die richtige Auswahl der
Experimente einschliefSlich der optimalen Meflparameter und natiirlich auch die sorgféltige
Auswertung der Spektren voraussetzt [117].

In diesem Kapitel werden die Grundlagen der modernen NMR-Spektroskopie vorgestellt
und es wird gezeigt, dafl es mit dem Produktoperatorformalismus gelingt, komplexe Pulsfol-
gen der NMR-Spektroskopie zu verstehen. Mit dem Produktoperatorformalismus und dem
Konzept der Kohérenz-Transferwege ist eine Methode verfiigbar, die der umstéandlichen und
nicht ausreichenden Vektorbeschreibung an Klarheit, Einfachheit und Exaktheit weit iiber-
legen ist. Zum Verstindnis der NMR-Experimente, die fiir die Aufnahme der Spektren in

Kapitel 7 angewandt wurden, werden die relevanten Pulssequenzen néher erlautert.

4.1 Der quantenmechanische Formalismus

4.1.1 Der klassische Ansatz

Die Grundlage der Kernresonanz-Spektroskopie bilden die magnetischen Eigenschaften der
Atomkerne. Die meisten Kerne besitzen einen Kern- oder Eigendrehimpuls P [76]. In der

klassischen Vorstellungsweise rotiert der Atomkern um eine Kernachse. Dieser Drehimpuls
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ist gequantelt:

P VITF T (4

Hierbei ist & das Plancksche Wirkungsquantum®

und [ die Drehimpuls- oder Kernspin-
quantenzahl, vereinfacht als Kernspin bezeichnet. Der Kernspin kann die Werte I =
0, %, 1, %, 2...6 annehmen [76].

Mit dem Drehimpuls P ist ein magnetisches Moment p verkniipft:

p=7P (4.2)

Das gyromagnetische Verhiltnis v ist fiir jedes Isotop der verschiedenen Elemente eine
charakteristische Konstante. Von v hingt die Nachweisempfindlichkeit eines Kerns im NMR-

Experiment ab. Mit den Gleichungen 4.1 und 4.2 erh&lt man fiir das magnetische Moment

L
p=yVI(I+1)h (4.3)

Wird ein Kern mit dem Drehimpuls P und dem magnetischen Moment p in ein statisches
Magnetfeld By gebracht, orientiert sich der Drehimpulsvektor beziiglich der z-Achse so, dafl

seine z-Komponente P,
P,=M-h (4.4)

ist. Die magnetische Quantenzahl M kann die Werte M =1, I-1,...-I annehmen.
In der klassischen Betrachtungsweise verursacht das externe statische Magnetfeld By durch
1

Wechselwirkung mit dem magnetischen Moment des isolierten Kernspin I = 5 eine Auf-

spaltung der Energie zwischen den beiden Spinzustdnden o und j3:
AFE = ~vhBy (4.5)

In einem Molekiil ist nicht fiir jede Kernsorte nur ein Signal zu erwarten, sondern die Ener-
gieniveau jedes Kerns werden von der Umgebung des beobachteten Kerns beeinflut. Das
tatsichlich am Kernort wirkende Magnetfeld unterscheidet sich also von dem angelegten
Feld By. Deshalb liefert die Zuordnung jeder Frequenz in einem NMR-Spektrum zu ei-
nem korrespondierenden Kern Informationen iiber dessen chemische Umgebung. Mit der
NMR-Spektroskopie konnen damit Eigenschaften von Molekiilen auf einem atomaren Level
gemessen werden.

Fiir die Durchfithrung von NMR-Experimenten wird die zu untersuchende Probe in ein
magnetisches Feld By mit moglichst grofler Feldstdarke gebracht. Nach der Boltzmann-
Verteilung betriagt das Verhédltnis der Zahl der Kerne im energiereicheren Niveau Ng zu

Uh = h/2r
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der Zahl der Kerne im energieirmeren Niveau N:

(4.6)

ks = Boltzmannkonstante ~ 1.3805 - 10723 JK~!

T = absolute Temperatur in K

Da der Energieunterschied AFE der beiden Niveaus sehr klein ist im Vergleich zur mittleren
Energie der Wirmebewegung (kpT), sind die Niveaus nahezu gleichbesetzt Der Uberschuf
im energiedrmeren Niveau liegt im Bereich von tausendstel Promille. Die NMR-Messungen
sind entsprechend unempfindlich.

Jedes Experiment besteht aus einer Serie von Radiofrequenz-Pulsen senkrecht zu By.
Waéhrend dieser Pulssequenz folgt die Magnetisierung einem Weg und kann von einem
Spin zu einem anderen iibertragen werden. Die Anzahl der Pulse (Frequenz, Phase, Am-
plitude), ihre Parameter und die Wartezeiten (Delays) zwischen den einzelnen Pulsen sind
abhéngig von dem durchzufiihrenden Experiment. Nach der Pulssequenz wird wéahrend der
Aufnahmezeit (Akquisitionszeit) die resultierende Quermagnetisierung in Form einer radio-

frequenten Antwort gemessen.

4.1.2 Die Dynamik von Kernspinsystemen

Die Dynamik isolierter Kernspins kann noch mit den Bewegungsgleichungen der klassischen
Magnetisierungsvektoren erkliart werden. Um gekoppelte Spinsysteme zu beschreiben, ist ein
quantenmechanischer Ansatz notwendig [71]. Im Gegensatz zu den klassischen Ansétzen
befafit sich der quantenmechanische Ansatz nicht direkt mit observabler Magnetisierung,
sondern mit dem Zustand des Spinsystems. Der Zustand des Systems wird entweder durch
die Wellenfunktion () oder den Dichteoperator o(t) ausgedriickt. Die zeitliche Entwicklung

des Dichteoperators wird durch die Liouville-von Neumann-Gleichung beschrieben.

Der Dichte-Operator

Das Konzept des Dichte-Operators g fiir ein vollstdndiges quantenmechanisches System wird

aus der zeitabhingigen Schrodinger-Gleichung? mit dem Hamilton-Operator 57 hergeleitet:

d :
S1(0) = —iA O] (1) (@.7)

Sie beschreibt die zeitliche Entwicklung der Wellenfunktion ¢ des Systems.
Der Dichte-Operator g befolgt eine Gleichung, die von der Schrodinger-Gleichung abgeleitet
ist. Sie enthélt die Informationen, die zur Berechnung aller Observablen eines Systems

2 Y = ih(G)




36 KAPITEL 4. GRUNDLAGEN DER IMPULS-NMR-SPEKTROSKOPIE

benstigt wird. Die den Zustand des Systems beschreibende Wellenfunktion |¢) kann nach

einer orthonormalen Basis {|i),i = 1,2,...,n} zerlegt werden:

n

() =) at)i) (4.8)

i=1
Die Zeitabhéngigkeit von (t) wird durch die zeitabhéngigen Koeffizienten c¢;(t) ausge-
driickt. Dabei ist n die Dimension des Vektorraumes aller Wellenfunktionen ( einem Hilbert-
Raum).

Fiir die Definition eines Dichte-Operators konnen zwei Félle unterschieden werden:

1. In einem reinen Zustand befinden sich alle Spin-Systeme eines Ensembles in dem-
selben Zustand und koénnen durch dieselbe normalisierte Wellenfunktion |¢(t)) mit
((t)]1(t)) = 1 beschrieben werden. Der korrespondierende Dichte-Operator o wird

definiert als:

o(t) = [ (@) (»(t)] = Z Z ci(t)c;(1)]1) (7] (4.9)

2. Fiir ein Ensemble in einem gemischten Zustand, z.B. ein Ensemble im thermischen
Gleichgewicht, kénnen nur Wahrscheinlichkeiten p* angegeben werden, daf sich ein
Spin-System des Ensembles in einem der moglichen Zustéinde [¢*(t)) befindet. Der
Dichte-Operator ist dann ein Mittel des Ensembles

ot) = Do PIFW) W) (4.10)
D I IAGLEAGIDI (4.11)

k i
= D> a0l (4.12)

wobei >, p* =1 gilt. Der Querbalken kennzeichnet das Ensemblemittel.

Die physikalische Bedeutung des Dichteoperators wird deutlich, wenn man seine Matrix-

elemente in der Orthonormalbasis {|j)} betrachtet. Fiir einen reinen Zustand erhélt man:

(rlo(t)]s) = Z Z ci(t)cf () (rli)(ils) = er(t)ci(t) (4.13)
Fiir einen gemischten Zustand gilt:

(rlo()]s) = ) pher(t)el* (1) = en(D)ex(t) (4.14)
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Die Matrix-Elemente sind also Produkte der Koeffizienten ¢;(t) der Wellenfunktion v (t).
Eine einfache Interpretation der Dichte-Matrix ist in der Eigenbasis des Hamilton-Operators
2 moglich. Das Diagonal-Element der Dichte-Matrix

o = (rlo(®)lr) = le:(t)? = P, (4.15)

ist gleich der Wahrscheinlichkeit, dafl das Spin-System im Eigenzustand |r) gefunden wird.

P, ist also die Besetzung des Zustandes |r). Das nichtdiagonale Element

Ors = <T|Q<t>|8> = C’r‘(t)cz(t) (416)

indiziert eine kohérente Superposition von Eigenzustidnden c,(t)|r) + cs(t)|s) in ¥(t) der
Gleichung 4.8 in der Weise, daf§ die Zeitabhéingigkeit und die Phase der verschiedenen
Glieder des Ensembles beziiglich |r) und |s) korreliert sind. Solch eine kohédrente Superpo-
sition wird ”Kohérenz* genannt. Das Matrix-Element g,4(¢) ist die komplexe Amplitude
der Kohérenz ausgedriickt durch den Operator |r)(s|. Eine Kohérenz kann mit einem Uber-
gang zweier Eigenzustidnde |r) und |s) verbunden werden. Wenn die beiden Zusténde einen
zuléissigen Ubergang mit einer Differenz der Magnetquantenzahlen AM,, = M, — M, = +1
darstellen, entspricht die Kohérenz o, den transversalen Magnetisierungskomponenten
MECD = M 4 M. Im allgemeinen repriisentiert ein Matrixelement o,y eine p-
Quantenkohérenz (p = M, — M,), welche fiir p # £1 zu keiner beobachtbaren Magne-

tisierung fithrt und die damit nur indirekt detektiert werden kann.

Erwartungswerte observabler Operatoren

Fiir normierte Wellenfunktionen ergibt sich der Erwartungswert (A) eines observablen Ope-

rators A aus:

(4) = Zp () Al* (1)) (4.17)
= ZP ZZ P Als) =)0 0ur(t) Ars (4.18)
k r s

— tr{Ao(t)} (4.19)

Der Erwartungswert ergibt sich also aus der Spur® der Matrix, die aus dem Produkt des

Operators A und des Dichte-Operator o(t) hervorgeht.

Liouville-von Neumann Gleichung — reduzierte Dichte-Operatoren

Aus der zeitabhéngigen Schrodinger-Gleichung kann die Zeitabhéingigkeit des Dichte-

Operators in Form der Liouville-von Neumann Gleichung abgeleitet werden:

Solt) =~ (0) o(0)] = i (1)elt) (4.20)

3Die Spur tr{} einer Matrix ist gleich der Summe ihrer Diagonalelemente
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Dabei ist j%” der aus dem Hamilton-Operator .77 abgeleitete sogenannte Liouville Superope-
rator*. Der Dichte-Operator o(t) bezieht sich auf das gesamte quantenmechanische System.
Die Basisfunktionen des gesamten Hilbert-Raumes héngen von Raum- und Spinkoordinaten
aller Elektronen und Kerne, die das System bilden, ab. Fiir NMR-Anwendungen geniigt es,
Erwartungswerte fiir eine Menge von Operatoren zu erhalten, die sich nur auf Kernspinvaria-
blen bezieht. Die iibrigen Freiheitsgrade werden dem sogenannten Gitter zugeordnet. Dazu
konnen die Basisfunktionen des gesamten Systems als Produkte von Funktionen |f) und |s)
geschrieben werden, so da8 |f) nur vom Gitter und |s) nur von den Spin-Koordinaten des
nun eingeschriankten Systems abhéngt. Der reduzierte Dichte-Operator o(t) definiert sich
damit durch:

(s'o(t)]s) = D (s flo(®)|fs) (4.21)
f
Analog zu Gleichung 4.20 ergibt sich das dynamische Verhalten des reduzierten Dichte-

Operator zu [108§]

%dw:—m%idm—ﬁp@—ﬁd:—u%aw—ﬂaﬂ—%] (4.22)

wobei 7 der nur auf Spin-Variablen operierende Hamilton-Operator® und ﬁ der
Relaxations-Superoperator ist. Letzterer stellt die Wechselwirkungen zwischen dem Spin-
system und dem Gitter dar und ist dafiir verantwortlich, dal das System zum thermischen
Gleichgewicht oq zuriickkehrt.

Diese Gleichung ermoglicht es, die Frequenz und die Intensitét jedes Peaks in einem NMR-
Spektrum zu verstehen und vorherzusagen. Hierzu wird die Evolution eines reduzierten
Dichte-Operators mit Hilfe der Gleichung 4.22 wiahrend der Pulssequenz berechnet. Es ist
dabei notig, die fiir das betrachtete Spin-System relevanten Hamilton-Operatoren 7 fiir
die einzelnen Schritte wihrend der Pulssequenz zu kennen. Man erhélt dadurch den Er-
wartungswert des Ensembles fiir die NMR-Observable (transversale Magnetisierung). Diese
zeitabhéangige Funktion, stellt eine Superposition von Frequenzen, korrespondierend zu den

beobachteten Peaks im Spektrum dar.

Kohirenz

Das Konzept der Kohérenz ist eine Erweiterung des Begriffs ” transversale Magnetisierung “.
Wihrend der Begriff ”transversale Magnetisierung® mit Ubergéngen zwischen den Eigen-
zusténden |r) und |s) und einer Anderung der Quantenzahl M, — M, = 41 verkniipft ist, ist

der Begriff der ”Kohirenz“ weiter gefait und kann auf jeden Ubergang angewandt werden.

LA (B)olt) = H()olt) — o(t)# (1)
SH5 = 5 N f) =tep {7}
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1

Gleichung 4.23 veranschaulicht eine Dichte-Matrix fiir zwei gekoppelte Kerne mit I = 3.

P, SQC SQC DQC P. = population of state |r)
o(t) = SQC P, ZQC SQC ; SQC = single quantum coherence (4.23)
SQC ZC P;  SQC 7ZQC = zero quantum coherence
DQC SQC SQC P DQC = double quantum coherence

Die Elemente der Dichte-Matrix besitzen eine einfache physikalische Bedeutung: ein
Diagonalelement o,,.(t) reprisentiert die Besetzung PF,(t) des Energiezustands |r)
(s. Gleichung 4.15) wobei tr{o(t)} = >, P,(t) = 1 gilt. Ein nichtdiagonales Element o, re-
préasentiert Kohérenz zwischen den Zusténden |r) und |s). Ein Element o, # 0 indiziert, dafl
die Wellenfunktion |¢)) gem&f Gleichung 4.8 aus einer Superposition von Eigenzustédnden

|r) und |s) besteht:
[0(t)) = ¢ (8)|r) + cs(t)]s) + . .. (4.24)

Diese kohdrente Superposition von FEigenzusténden wird oft vereinfacht ”Kohérenz“ ge-
nannt.

Jeder Eigenzustand |r) ist charakterisiert durch eine Magnetquantenzahl M, und jede
Kohérenz o,., durch eine Differenz der Magnetquantenzahlen p,, = M, — M,, die " Kohérenz-
ordnung® genannt wird.

Man unterscheidet zwischen Nullquantenkohdrenz (p,.s = 0), Einquantenkohirenz
(prs = £1), welche zu observabler transversaler Magnetisierung fiihrt, und allgemein p-
Quantenkohérenz. Kohérenztransfer beschreibt die Transformation von Kohérenz von einem
Ubergang zu einem anderen und damit den Austausch von nichtdiagonalen Matrixelemen-
ten in der Dichte-Matrix.

Bei der Impuls-NMR-Spektroskopie werden mit Hilfe von Radiofrequenzpulsen (rf-Impuls)
Transfers zwischen Kohérenzen induziert, wobei sich die Kohdrenzordnung dndern kann.
Dieser induzierte Kohérenztransfer ist von zentraler Bedeutung in vielen Pulsexperimenten.
Zusétzlich konnen gepulste Feldgradienten verwendet werden, um verschiedene Kohérenz-

ordnungen zu separieren.
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4.2 Der Produktoperator-Formalismus

Die vollstindige Beschreibung eines Systems mehrerer gekoppelter Spins erfordert auch
die Einbeziehung nicht observabler Magnetisierungen. Es mufl eine quantenmechanische
Darstellung gewahlt werden, die den Verlauf eines Experiments beschreibt. Dazu wird der
Zustand eines Spin-Systems durch einen auf das zu betrachtende Teilsystem reduzierten
Spin-Dichteoperator o beschrieben (s. Gleichung 4.21). Das zeitliche Verhalten o(t) eines
solchen Systems kann dann durch die Differentialgleichung 4.22 beschrieben werden. Dies
ermoglicht es, die Erwartungswerte observabler Groflen im zeitlichen Verlauf eines Experi-
ments durch Multiplikation des zu der jeweiligen Grofie zugeordneten Operators A mit o(t)

zu bestimmen (s. Gleichung 4.17).

Der Liouville-Operator-Raum

Da in der Praxis héufig einige Elemente der Dichte-Matrix fiir die zu betrachtende Obser-
vable nicht relevant sind, ist eine vollstdndige Betrachtung Matrix oftmals nicht notwendig.
In solchen Fillen ist es zweckmifig, den Dichte-Operator durch eine vollstindige Menge

von Basis-Operatoren {B,} darzustellen

o(t) = ibs(t)BS. (4.25)

Der durch die Basisoperatoren {B;} aufgespannte Raum wird Liouville-Raum genannt.
Die Komplexitat praktischer Rechnungen héngt dabei wesentlich von der fiir die jeweilige

Fragestellung geeigneten Wahl der Menge der Basis-Operatoren { B} ab.

4.2.1 Produkte kartesischer Spin-Operatoren

Eine fiir das Verstdndnis vieler NMR-Experimente bedeutende Besetzung der Basis {B;}
basiert auf den Drehmoment-Operatoren Iy, Iy, 1. einzelner Spins £ in den drei Raumrich-
tungen. Dabei ist z die Richtung des Gradienten des angelegten Magnetfeldes By. Es ist nun
moglich, den gesamten Liouville-Raum von N Spins durch Produkte der 3N erzeugenden
Operatoren aufzuspannen. Im folgenden werden nur Systeme mit Spins der Quantenzahl
I = % betrachtet. Fiir ein System aus N Kernen kann damit eine Basis durch folgende

Produkte definiert werden:
N
B, =2Y H(]ka)“’“ mit o = z,y oder 2 (4.26)
k=1

Dabei wird durch ays eine Auswahl von g Operatoren getroffen, indem fiir die betreffenden

Operatoren ais = 1 und fiir die {ibrigen N — ¢ Operatoren a;s = 0 gesetzt wird. Da fiir



4.2. DER PRODUKTOPERATOR-FORMALISMUS 41

jeden der N Spins genau einer (« = x, yoderz) oder keiner (ags = 0) der drei Drehmoment-
Operatoren fiir die Bildung der Basis Verwendung findet, entstehen pro Spin 4 Moglichkeiten
(I,1,,I.,F). Die vollstéindige Basismenge {B;} fiir ein N-Spin-System besteht also aus 4"
Produktoperatoren B;. Die entstehenden Operatoren sind orthogonal beziiglich der gebil-
deten Spur tr{B,B,} = 6, ,2¥"!, wobei allerdings die Normierung von der Zahl der Kerne

abhéngt. Man spricht daher von kartesischen Produktoperatoren.

2-Spin-Systeme

Fiir den Fall N = 2 ergeben sich fiir zwei Kerne I und S aus Gleichung 4.26 demnach 16

Basis-Operatoren

Blle] |1 | L
elie] . [ 1, [ L
s, || s, | 21,8, | 21,5, | 21.5,
s, ||'s, | 21,8, | 21,5, | 21.5,
s. | s, | 21,5, | 21,5. | 215,
der folgenden Art:
2¢-1 | Operator Operator-Typ

% %E Einheitsoperator

1 I, 1, 1., S;, Sy, S, | Ein-Spin-Operatoren
2 | 21,S,, 21,5, 21,S. | Zwei-Spin-Operatoren
21,S,, 21,S,, 21,S.
21.S,, 21.S,, 21,5,

q
0
1
2

Der jeweilige Zustand o des betrachteten Systems 148t sich damit geméafl Gleichung 4.25
zu jedem Zeitpunkt ¢ durch eine Linearkombination bs(t) dieser Operatoren beschreiben.
Nimmt man den Hamilton-Operator fiir den Zeitraum 7 als zeitunabhéngig an, und ver-

nachléssigt die Relaxation T, so besitzt Gleichung 4.22 die Losung;:
o(t +7) = exp{—iA7}o(t) (4.27)

Man verwendet dafiir vereinfachend die Schreibweise

o(t) =27 o(t 4+ 7) (4.28)

fiir den Ubergang des Systems vom Zustand o(t) unter dem EinfluB #7 in den Zustand
o(t+7). Der Einflul eines rf-Pulses oder der chemischen Verschiebung induziert eine Rota-
tion um den Winkel ® in dem durch die Drehmoment-Operatoren I, I, I, aufgespannten

Unterraum des einzelnen Spins. Fiir den einzelnen Operator I gilt damit

I3 TN Igcos® + I,sin® mit & = —yB,7 (4.29)
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fir alle (o, 8,7) € {(z,v,2),(y, z,2),(z,2,y)}. Fir das Produkt zweier Operatoren un-
terschiedlicher Spins ergibt sich der Zustandsiibergang als Vektorprodukt der einzelnen

Uberginge

DI, + P'Syy
2158y et P,

2(Igcos ® + I, sin @) x (Sg cos @' + S,/ sin @) (4.30)
Daraus resultiert eine Operator-Algebra mit folgenden Regeln [179]:

Pulse mit der Phase r und dem Pulswinkel (:

I, ik I, (4.31)
Bl :

I, ————— I,cosfB+I,sinf (4.32)
I, .

I, P I,cos 3 —I,sinf3 (4.33)

Pulse mit der Phase y und dem Pulswinkel g:

I
I, L I,cos(3—1,sinf3 (4.34)
I
I, _ oy I, (4.35)
B, .
I, —————— I,cosfB+I,sinf (4.36)
Chemische Verschiebung (); = —v; By im Zeitraum 7:
I, b, I, cos Q7 + I sin Q7 (4.37)
I, hrls I, cos Q7 — I sin Q7 (4.38)
I, Ul L. (4.39)

Spin-Spin Kopplung mit Kopplungskonstante J:

I, _ TS I, cosmJr + 21,5, sinmJt (4.40)

I, M2 I,cosmJr — 21,8, sinwJT (4.41)

21,5, M 21,5, cosmJT + I, sinmwJT (4.42)
nJ121,S, .

21,5, —————— 2[,S,cosnJT — I;sinmJT (4.43)

Mit diesem Produkt-Operator-Formalismus, der auf einfache Weise Mehrquantenkohérenz
veranschaulicht, lassen sich alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten 2D-, Mehrpuls- und

Gradienten-Experimente effizient beschreiben.
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Folgende Operatoren beschreiben observable Kohérenz:

1,1, 5;,S, «- bzw. y-Magnetisierung

21,S.,21,S,  x- bzw. y-Magnetisierung des Spin / in Antiphase
beziiglich des Spin S

2I.5,,21.S, a- bzw. y-Magnetisierung des Spin S in Antiphase
beziiglich des Spin [

Folgende Operatoren beschreiben nicht-observable Kohérenz:

1.5, longitudinale z-Spinordnung von I oder S

21,5, longitudinale Zwei-Spinordnung der Spins I und S
21,5,,21,S,, Zweispinkohérenz der Spins [ und S

21,5;,21,S,

Antiphasen-Magnetisierung représentiert Dupletts, in denen die einzelnen Linien im Spek-
trum entgegengesetzte Phasen haben. Beispielsweise korrespondiert 27,5, zu einem 2-Spin-
Duplett mit Magnetisierung entlang der x-Achse im rotierenden Koordinatensystem. Das
Integral eines Antiphasendupletts ist Null. Zweispinkohérenz repréasentiert eine Superposi-

tion von Null- und Doppelquantenkohérenz [71] [179].
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4.2.2 Das INEPT-Experiment

Das INEPT-Experiment (Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer) verstirkt
die Empfindlichkeit von NMR-Experimenten mit Kernsorten geringer natiirlicher Haufigkeit
und kleinem gyromagnetischem Verhéltnis durch Polarisationstransfer. Abb. 4.1 zeigt die

Impulsfolge fiir das INEPT-Experiment.
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Abbildung 4.1: Impulsfolge des refokussierten INEPT-Experiment. Der Polarisationstrans-
fer wird durch simultane 90°-Pulse auf die Spins I und S erzeugt. Die nachfolgende Evo-
lution wéhrend 2-d2 ermoglicht den Antiphasen-S-Spinvektoren entlang der —z-Achse zu

refokussieren, so daf§ /-Spin-Entkopplung verwendet werden kann. d1=1/4J.

Die INEPT-Sequenz besteht aus einem 90°-Anregungspuls und je einem 90°-Puls auf beide
Kernsorten fiir den Kohérenz-Transfer. Die 180°-Pulse dienen lediglich zur Refokussierung

der chemischen Verschiebung.

Der erste 90° Protonenpuls erzeugt transversale Magnetisierung der Protonen, wéahrend der
beiden d1-Perioden entwickelt sich die heteronukleare J;s-Kopplung Die chemische Ver-
schiebung wird durch den 180° 'H-Puls refokussiert. Betrigt der Delay 2-d1=1/2J; g, so
wird der Cosinus-Term Null und der Sinus-Term Eins. Das Proton besitzt reine Antiphasen-
Magnetisierung beziiglich S [37] [75]. Diese Antiphasen-Magnetisierung wird durch die bei-
den simultanen 90°-Pulse in Antiphasen-Magnetisierung von S beziiglich 'H konvertiert
(Polarisationstransfer). Wahrend 2-d2 wird die heteronukleare Kopplung zu mefbarer In-

Phasen-Magnetisierung der S-Kerne refokussiert.
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(7o) = @

I, 90° 'H-Puls

o(n) = -1, transversale I Spin-Magnetisierung
L., dl =1/4J

o(r) = |—1I,cos(}) + 2.5 sin(})
wl, 180° 'H-Puls

o(r3) = |+, cos(§) + 21,5 sin(F)

TSy 180° X-Puls

o(rs) = |+1,cos(}) — 2,5 sin(%)
721,85, dl =1/4J

o(1s5) = +21,S, Antiphasen-Magnetisierung von 'H bzgl. X
I, 90° 'H-Puls

o(1s) = —2I.8S,
S, 90° X-Puls

o(rr) = +21.5, Antiphasen-Magnetisierung von X bzgl. 'H
21.S. d2 — 180° 'H- und X-Puls — d2

o(1g) = —S,

4.2.3 Zweidimensionale heteronuklear korrelierte Experimente

Die grole Anzahl verschiedener Pulssequenzen fiir die heteronukleare Korrelationsspek-
troskopie kann in zwei Grundtypen eingeteilt werden: eine Gruppe, die heteronukleare
Mehrquantenkohérenz (HMQC) wéhrend der Evolutionszeit ¢; verwendet und eine zwei-
te Gruppe, die auf transversaler Magnetisierung des Kerns mit kleinem gyromagnetischen
Verhéltnis v wahrend ¢; beruht (HSQC). HSQC-Experimente basieren auf zwei INEPT-
Transfers, um Magnetisierung vom Proton zu dem Kern mit kleinem v und zuriick zum

Proton zu transferieren.

Das HMQC-Experiment

HMQC- und HSQC-Experimente repréisentieren eine Klasse von Pulssequenzen fiir die ”in-
verse Korrelation®, z.B. heteronukleare Korrelation mit Protonendetektion. Zum Versténd-
nis der Pulssequenz kann der Produkt-Operator-Formalismus herangezogen werden [37] [71]
[75].

Der erste 90°-Puls erzeugt transversale Magnetisierung —1,,. Wihrend d=1/2Jg ; entwickelt
sich Antiphasen-Magnetisierung 21,,.S,. Der zweite 90°-Puls transformiert die Antiphasen-

Magnetisierung in heteronukleare Zwei-Spin-Kohérenz —21,.S, (Superposition von ZQC
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Abbildung 4.2: Pulssequenz des HMQC-Experiments

und DQC). Wihrend ¢; entwickelt sich die chemische Verschiebung von S. Der 180°-
Puls vertauscht ZQC und DQC. Die chemische Verschiebung von I wird durch den 180°-

Puls wéhrend t; refokussiert. Der letzte Puls transformiert die Zwei-Spin-Kohérenz in

Antiphasen-/-Spin-Magnetisierung, die sich wiahrend der zweiten 1/2J;4-Zeit in In-Phasen-

Magnetisierung —1,, entwickelt.

o(r0) =

o(n) =

o(r) =

o(ry) =

o(16) =

o(rr) =

o(rs) =

7

+21,.5,
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HMQC-Experimente haben folgende Vor- und Nachteile gegeniiber HSQC-Experimenten:

e © Mehrquanten-Kohérenz: DQC relaxiert schneller als SQC, die Empfindlichkeit ge-

geniiber Feldhomogenitéat, Gradienten, etc. ist grofier
o O 'H-'H-Multiplettstruktur in F;: geringere Empfindlichkeit, breitere Linien

e @ weniger Pulse: 4 statt 10.

Das HSQC-Experiment

Folgende Eigenschaften kennzeichnen das HSQC-Experiment:
o © SQC
e @ Singuletts in Fy: hohere Empfindlichkeit

e © 10 Pulse: empfindlicher gegeniiber Pulsfehlern

90°  180°  90° 180° 90° 180°  FID
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Abbildung 4.3: Pulssequenz des HSQC-Experiments

Die HSQC-Sequenz besteht aus einem INEPT-Transfer von dem I-Kern zu dem S-Kern,
einer t-Zeit mit einem 180°-Puls und einem reversen INEPT-Transfer von S zu I. Der erste
INEPT-Transfer resultiert in Antiphasen-Magnetisierung von S bzgl. I (—21.5,: SQC).
Waéhrend t; entwickelt sich die chemische Verschiebung von S.

Die drei 180°-Pulse refokussieren die chemische Verschiebung der Protonen. Der 180°-Puls
wéahrend t; refokussiert die heteronuklearen Kopplungen in dieser Periode. Nach der Préapa-
rationszeit ist nur SQC vorhanden. Im Gegensatz zur HMQC-Sequenz findet keine Ande-
rung der Kohérenzordnung wéahrend t; statt. Ein weiterer INEPT-Transfer konvertiert die
Antiphasen-S-Magnetisierung in observable Inphasen-/-Magnetisierung zuriick. Der kom-

plette Prozefl kann durch den Produktoperator-Formalismus beschrieben werden, wobei nur
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die Terme berticksichtigt werden, die zu dem Spektrum fiithren [108]. Es werden reine ab-
sorptive Linienformen erhalten. Die F;-Linienbreite ist signifikant schmaéler verglichen mit
HMQC-Experimenten, da sie nicht von I,I oder I,S-Kopplungen beeinflufit wird, sondern

nur durch die Relaxation von I..S,,.

t
1, —>INEPT —2I.5, L SN —2I.5, cos wgty reverses INEPT —1I,, coswgty
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4.3 Feldgradienten-Spektroskopie

4.3.1 Gepulste Feldgradienten (PFG) in der NMR-Spektroskopie

Die Einfiihrung von gepulsten Feldgradienten (PFG) in der NMR-Spektroskopie hatte ei-
ne deutliche Spektrenverbesserung durch Kohérenzselektion zur Folge. Durch die Verwen-
dung dieser PFG statt sog. "phase cycling“ kénnen Artefakte minimiert, die Datenaufnah-
mezeit reduziert und Losungsmittelresonanzen besser unterdriickt werden. Die Selektion
von Kohérenz-Transferwegen durch PFG basiert auf der charakteristischen Sensitivitédt von
Kohérenz gegeniiber Feldgradienten und auf der Bildung von Transfer-Echos.

Die Feldgradienten-Spektroskopie bietet folgende Vorteile:

1. Fiir konzentrierte Proben kénnen 2D und 3D Experimente mit nur einem Scan pro
Inkrement durchgefiihrt werden. Keine Notwendigkeit fiir die Messung vollstédndiger

Phasenzyklen.
2. Signifikante Reduktion von t;-Rauschen.

3. Die durch die Begrenzung des Dynamikbereichs des AD-Wandlers verursachten Pro-
bleme werden durch die Unterdriickung von unerwiinschten Signalen vor der Akqui-
sition eliminiert. Beispielsweise kénnen 'H-'2C Signale in einem HMQC Experiment

ohne Einsatz der BIRD-Sequenz unterdriickt werden.

4. Die Wasserunterdriickung ist unabhéngig von Linienform oder Shim. Resonanzen an

derselben Position wie die Frequenz des Wassers konnen detektiert werden.

A
Bo

= D
@MM &b -
> — - >

Abbildung 4.4: Schematische Erklarung der Wirkung von gepulsten Feldgradienten. G _fiihrt

zu einer Dephasierung, die durch —G, rephasiert wird.
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Wie in Abb. 4.4 dargestellt, induziert ein Feldgradient entlang der z-Achse eine z-Abhéngig-
keit der Resonanzfrequenzen und somit eine Phasenabhéngigkeit der Magnetisierung [26].
Nachdem ein Gradient gepulst wurde, oszillieren die Spins mit der Phase, die sie durch den
Gradienten erhalten haben. Nach Anwendung eines zweiten Pulses mit entgegengesetztem
Vorzeichen kann ein normales Spektrum registriert werden. Eine durch PFG verursachte
Dephasierung kann somit durch einen zweiten PFG wieder rephasiert werden.

Dieses Prinzip ermoglicht einen weiten Bereich an Anwendungstechniken. Da Dephasie-
rung und Rephasierung von den ~-Faktoren und der Kohérenzordnung im Augenblick der
Anwendung der Gradientenpulse abhéngig sind, kénnen Kohérenzen durch eine Anderung
der Kohérenzordnung zwischen den Gradientenpulsen mit geeigneten rf-Pulsen selektiert
werden.

Die selektive Beobachtung von Signalen der gewiinschten Kohérenz-Transferwege wird in
Techniken, die keine PFG verwenden, durch die Addition und Subtraktion von Scans er-
reicht, in denen die Phasen der rf-Pulse oder des Empfingers gedndert werden (”phase
cycling®). Der wesentliche Nachteil besteht in der lingeren MeBzeit, um einen Datensatz

aufzunehmen und der hoheren Anfilligkeit gegeniiber Spektrometerinstabilitéiten.

4.3.2 Kohéarenz-Transferwege

Jede Kohérenz (s.Kap.5) eines Spinsystems ist mit einer Quantenzahl verkniipft. Die-
se Quantenzahl wird als Kohérenzordnung bezeichnet. Transversale Magnetisierung ent-
spricht einer Einquanten-Kohérenz: Sie hat die Kohédrenzordnung von 1 und ist in NMR-
Experimenten direkt beobachtbar. Doppelquantenkohérenz entspricht Ubergéngen mit ei-
ner Kohédrenzordnung von 2. Nullquantenkohérenz entspricht Ubergingen der Kohérenzord-
nung 0. rf-Pulse kénnen Kohérenz von einer Ordnung zu einer anderen Ordnung transferie-
ren, wiahrend bei der freien Prézession die bestehende Kohérenzordnung bestehen bleibt.

In Kap.4.2.1 wurde ein Liouville-Operator-Raum fiir ein 2-Spin-System mit den kartesi-
schen Drehmoment-Operatoren I, I, I, und dem Einheits-Operator aufgespannt. In eini-
gen Féllen, insbesondere bei der Mehrquantenspektroskopie ist es sinnvoll, eine andere Basis

zu verwenden, die aus den Operatoren I™, 17, I, und dem Einheits-Operator besteht.

I = I, +il, (4.44)
I~ = I, —il, (4.45)

Die Operatoren It und I~ werden als Einelementoperatoren bezeichnet. Der Vorteil die-
ser neuen Basis besteht darin, daBl nun jeder Produkt-Operator in Beziehung zu einer
Einquanten-Kohérenz steht. Die kartesischen Produktoperatoren enthalten immer einen

Satz von Kohérenzordnungen [117]. Beispielsweise enthalten I, und I, jeweils die Summe
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aus positiver und negativer Einquanten-Kohérenz: I, = $(IT+17); I, = —=1(I" — I7) (s.
Abb. 4.5).
H FID
d m aq
+
+1l-----—-=-- - _I.._ _—

Abbildung 4.5: Kohédrenzweg-Diagramm fiir die Anregung mit einem 90°-Puls. Die de-
tektierte Kohérenz entspricht der durchgezogenen Linie, d; = Relaxationszeit, p; =90°-

Anregungspuls, t, = Akquisitionszeit

Das phasensensitive Quadratur-NMR-Signal detektiert die Einquanten-Kohérenz I~, wobei
die rf-Pulse innerhalb einer Pulssequenz so gewéhlt werden miissen, dafl der gewiinschte
Kohérenzweg bei I~ endet. Die einzelnen PFG innerhalb einer Pulssequenz werden daher so
gewihlt, dafl Kohérenzen, die nicht der gewiinschten Ordnung entsprechen, nicht rephasiert
werden [202].

Betrachtet man ein System im Zustand o in einem homogenen Magnetfeld By zum Zeit-
punkt ¢ fiir die Dauer 7, so ergibt sich fiir die Elemente des Dichte-Operators mit der

Kohérenzordnung p aus Gleichung 4.27:
o,(t + 7) = exp(—ipyBoT)0,(t) (4.46)

Ein PFG stellt eine vom Ort r abhiingige Anderung AB,(r) des angelegten Magnetfeldes
By dar [188]. In diesem Fall ergibt sich:

op(t+7) = exp(—ipy(By + AB.(r))7)oy(t) (4.47)
= exp(—ipyBoT) exp(—ipyAB.(r)7T)o,(t) (4.48)

Der Einflul gepulster Feldgradienten kann also als eine Addition eines ortsabhingigen Pha-
senterms zur Entwicklung von o betrachtet werden. Wesentlich fiir die Kohérenzselektion
ist dabei, daf} dieser Phasenoffset linear von der Kohérenzordnung p abhéngig ist. Betrach-
tet man einen Kohérenzweg mit n Zustinden der Ordnung p, und n — 1 Ubergéingen, so

ergibt sich die Phasenbeeinflussung;:

AP = H exp(—ip;vB.;(r)7;) = exp(—ivy ijsz(T>Tj) (4.49)

J=1 J=1
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Als Bedingung fiir eine Rephasierung (AP = 1) gilt somit:
ijsz<T)Tj =0 (450)
j=1

Diese Selektion von Kohérenz-Transferwegen durch PFG kann zur Eliminierung von ”phase
cycling“, Reduzierung von Artefakten und verbesserter Losungsmittelunterdriickung her-

angezogen werden.

4.3.3 Das HMQC-Experiment

Das HMQC-Experiment findet Anwendung in der Zuordnung heteronuklearer Konnek-
tivitdten durch die Detektion des empfindlicheren Kerns. Das System kann nach der
Kohérenz-Echo-Bedingung zur Berechnung geeigneter PFG behandelt werden, wobei se-
parate Kohérenzlevel fiir die individuellen Kerne beriicksichtigt werden miissen. Fiir Kerne
mit geringerer natiirlicher Haufigkeit sind die moglichen Kohérenzlevel iiblicherweise auf 0
und +1 beschrénkt.

Die Selektion eines Kohérenz-Transferweges kann durch einen einzigen Scan erreicht wer-
den. Die Artefakte und t;-Rauschen, das durch ”phase cycling“ entsteht, werden reduziert,
da Subtraktions- und Additionsfehler eliminiert werden. Der Nachteil der Feldgradienten-
Spektroskopie besteht darin, dafl in einigen Anwendungen ein Verlust der Signalintensitét
auftritt. Wahrend bei "phase cycling® verschiedene Ordnungen durch geeignete Phasenin-
krementierung simultan aufgenommen werden kénnen, wird bei der PFG-Technik nur ein
einziger Wert der Kohérenzordnung aufgenommen. Soll beispielsweise ein zweidimensionales
reines Absorptionsspektrum erhalten werden, so miissen zwei separate Spektren aufgenom-
men werden: ein Spektrum, das den Kohérenzlevel +n wéhrend t; selektiert und ein Spek-
trum, das den Kohérenzlevel —n selektiert. Jedes dieser Spektren besitzt die unerwiinschte
phase-twisted Linienform. Die beiden Spektren konnen wihrend der Datenprozessierung zu
einem reinen Absorptionsspektrum kombiniert werden [202].

Um die geeigneten Gradientenverhéltnisse fiir heteronukleare Systeme mit der Bedingung
fiir die Bildung von Kohérenz-Transferechos zu berechnen, ist es niitzlich, einen modifizier-

ten Kohérenzlevel p’ nach der Gleichung

Y(x
P = p) + ZD(X)L (4.51)

(H)
zu berechnen, wobei p(g), p(x) die Kohérenzlevel fiir das Proton und den X-Kern bei ei-
nem spezifischen Kohérenz-Transferschritt sind. Um ein Kriterium fiir die Selektion von

Kohérenz-Transferwegen zu erhalten, setzt man p’ in Gleichung 4.50.

Zp;sz(T)Tj =0 (4.52)
j=1
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Die rf-Pulssequenz, Gradientenpulse und Kohérenz-Transferwege fiir das HMQC-
Experiment sind in Abb. 4.6 dargestellt [37] [202]. Es existieren zwei mogliche Kohérenz-

Transferwege, die zu dem FID-Signal fithren. Zur Berechnung der modifizierten Kohérenz-

90° 180°
H H 1/2Jpx H ' 1/2Jnx FID
90° 90°
X
CPD
Gradientenpulse

Abbildung 4.6: Die HMQC-Pulssequenz mit Gradientenpulsen und den selektierten

Kohérenz-Transferwegen.

level gilt fiir eine (*H-'*C)-Korrelation néherungsweise ¢ = I7yg. Die modifizierten
Kohérenzlevel entlang des Kohédrenzweges sind also p} = {0,1,1.25,—0.75,—1} und p), =
{0,1,0.75, —1.25, —1}. Werden die drei PFGs Gy, G2 und G3 mit G; = B,;(r)7; eingefiihrt,

so lauten die Gradientenbedingung fiir die Selektion der Kohérenzwege:

1.25G, —0.75G2 — G5 = 0 (4.53)
0.75G; — 1.25G, — G5 = 0 (4.54)

Verschiedene Sitze von PFG kénnen benutzt werden, um diese Kohérenzwege auszuwéhlen.

Fiir den Kohérenzweg p; (Gleichung 4.53) konnten die Gradientenverhéltnisse G1:Gy:G3 =



54 KAPITEL 4. GRUNDLAGEN DER IMPULS-NMR-SPEKTROSKOPIE

2:2:1, 0:4:-3, 4:0:5, 3:5:0 oder 5:3:4 gewahlt werden. Jede dieser Kombinationen fiihrt zur
Selektion eines bestimmten Kohérenzweges, der zu einem Magnituden-HMQC-Spektrum
fithrt. Ein reines Absorptionsspektrum kann erhalten werden, wenn die Beitrdge von zwei
symmetrischen Kohédrenzwegen mit entgegengesetztem Vorzeichen in der Evolutionsdimen-
sion t; kombiniert werden, um ein Signal zu erhalten. Eine iibliche Methode dafiir ist, beide
Gradientensétze abwechselnd aufzunehmen und die beiden Scans zu addieren, um beide
Wege zu detektieren. Beispielsweise kann durch die Aufnahme von Scans mit den Gra-
dientensitzen Gi:Gq9:Gz = 2:2:1 und G:G9:G3 = 2:2:—1 ein reines Absorptionsspektrum
erhalten werden. Hierbei wird das Signal-Rausch-Verhiltnis um /2 gegeniiber konventio-

nellen ”phase-cycling“ Experimenten erniedrigt.

4.3.4 Das HSQC-Experiment

Ein linearer Feldgradient beeinflufit Einquanten- und Mehrquanten-Magnetisierung. Der
damit verbundene Effekt ist proportional zu der Kohérenzordnung, d.h. ein PFG dephasiert
Doppelquanten-Magnetisierung doppelt so schnell wie Einquanten-Magnetisierung.

Um ein phasensensitives HSQC-Spektrum zu erhalten, werden die Echo- (bei einem Verhalt-
nis der Gradienten in (*H,'*C)-korrelierten Spektren von +4:+1) und die Antiecho-Signale
(Gradientenverhéltnis —4: +1) getrennt in verschiedenen Blocken registriert (s. Abb. 4.7).
Vor dem zweiten 90°-Puls auf die Protonen kann ein Spinlock-Puls eingebaut werden, der
die Magnetisierung dephasiert, die nicht entlang der z-Achse orientiert ist.

Eine erweiterte gs-HSQC-Pulsfolge mit erhohter Empfindlichkeit [116] [149] [148] ist insbe-
sondere fiir die Aufnahme heteronuklear korrellierter Spektren von Proteinen von Bedeu-
tung (PEP-Methode : preservation of equivalent pathways). Die fiir die Untersuchung der
Geriiststruktur von Proteinen wichtigen CH,-Signale sind gegeniiber der ”phase-cycling“
HSQC-Methode um v/2 empfindlicher und doppelt so empfindlich wie die Standard-Echo-
Antiecho-HSQC-Methode.
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Abbildung 4.7: Die HSQC-Pulssequenz mit Gradientenpulsen
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4.4 Experimentelle Aspekte der FT-NMR-Spektroskopie

Ein entscheidender Fortschritt in der NMR-Spektroskopie wurde durch die Impulsspek-
troskopie erreicht. Die Aufnahmezeit konnte dramatisch verkiirzt und damit die Empfind-
lichkeit erhoht werden. Es wurden eine Vielzahl an Mehrpulsexperimente und die zweidi-
mensionale NMR-Spektroskopie entwickelt, wobei man, je nach gewiinschtem Ergebnis die
verschiedensten Impuls-Sequenzen verwendet.

Beim Impulsverfahren werden in der Probe durch einen Hochfrequenzimpuls gleichzeitig
alle Kerne einer Sorte angeregt (z.B. sdmtliche Protonen oder *C-Kerne). Um Informa-
tionen iiber die Phase eines angeregten Spinzustandes eines phasensensitiven Experiments
zu erhalten, wird das elektronische Signal einem phasensensitiven Detektor zugefiihrt. An-
schlieend werden die Signale digitalisiert und weiterverarbeitet. Diese nach der Akquisition
im Computer gespeicherten Signale werden einer digitalen Filterung (Kapitel 4.4.2) unter-
worfen, Nullpunkt gefiillt (Kapitel 4.4.2) und Fourier-transformiert (Kapitel 4.4.1). Um
reine Absorptionslinien zu erhalten, wird im Anschlufl eine Phasenkorrektur durchgefiihrt
(Kapitel 4.4.3).

4.4.1 Die Fourier-Transformations-Technik

In der modernen Impuls-NMR-Spektroskopie werden die NMR-Signale aller Kerne einer
Sorte simultan aufgenommen und als eine Funktion der Zeit im Computer gespeichert. Die
zeitabhingige Spannung f(t), die im Detektor registriert und im Computer in digitaler
Form gespeichert wird, wird FID (free induction decay) genannt. Der FID enthélt sowohl
die Resonanzfrequenzen als auch die Intensitdten des Spektrums in der Zeitdoméne. Zur
Interpretation des Informationsgehalts werden die registrierten Meipunkte mittels Fourier-
Transformation FT in die Frequenzdoméne iiberfithrt. Die Fouriertransformierte F'(w) der
Funktion f(t) ist gegeben durch [201]

1 oo —iwt
Flw) = or /_oo f(t)e ™tat (4.55)
1 [t .
= E/;oo f(t) [cos (wt) — isin (wt)] dt (4.56)

1 +o00 . 400 '
Nir { . f(t) cos (wt)dt — 1 - f(t) sin (wt)dt (4.57)

Im folgenden werden mit GROSSBUCHSTABEN die komplexwertigen Fouriertransformier-
ten F'(w) der betreffenden Funktionen f(t) bezeichnet. Realteil und Imaginérteil entspre-
chen dabei den Signalanteilen mit einem Phasenunterschied von 90°.

Gleichung 4.55 beschreibt die kontinuierliche Transformation, deren Integrationsgrenzen

zwischen —oo und 400 liegen. In der FT-NMR-Spektroskopie wird die diskrete Fourier-
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Transformation verwendet.

Flw) = \/% S e (4.58)

Um den Butterfly- oder Cooley-Tukey-Algorithmus fiir die Fast Fourier Transformation

(FFT) anwenden zu kénnen, muf die Zahl der Datenpunkte einer Zweierpotenz entsprechen.

4.4.2 Signalverarbeitung: Digitale Filterung, Nullpunktfiillung
Digitale Filterung

In vielen Fillen kann die Qualitdt der Spektren durch eine geeignete Filterung verbes-
sert werden. Der FID besteht aus mehreren sich iiberlagernden exponentiell geddmpften

Schwingungen. Betrachtet man also ein einzelnes Signal, so kann dies in der Form

f(t)=e“"e T +n(t) (4.59)
dargestellt werden. Dabei ist ™! die eigentliche Schwingung, T5 die Relaxationszeit und
n(t) das Rauschen.

Der Zusammenhang zwischen Linienform im Spektrum und der Gestalt des FID ergibt
sich dabei aus dem Faltungssatz: Die Fouriertransformierte des Faltungsprodukts zweier
Funktionen ((f*g)(t) = fj;o f(y)g(t—y)dy) ist bis auf den Faktor v/27 gleich dem Produkt

der Fouriertransformierten der einzelnen Faktoren [40]:

¢L2_7r /_ :o( frg))etdt =  V2rF(w)-G(w) (4.60)

g0 1(t) — Gw)  Fw) (4.61)

Kennt man die Fouriertransformierten der einzelnen Faktoren aus denen sich der FID zu-
sammensetzt, so kennt man die zu erwartende Linienform im Spektrum. Der exponentielle
Abfall eiTLz* fithrt zu einer Lorentz-Linienform. Ziel einer Filterung ist es, die verrauschten
Lorentz-Linien des NMR~Spektrums zu gliatten, um das S/N-Verhéltnis zu verbessern. Der
FID besteht aus zwei Anteilen: einer exponentiell abfallenden Wellenfunktion und einer
”Rauschfunktion“ n(t), deren maximale Amplituden zeitlich konstant bleiben. Zu Beginn
des FID ist somit das Signal-Rausch-Verhéltnis besser, die spektrale Auflosung hingegen we-
gen der geringen Akquisitionszeit schlecht. Mathematisch 148t sich eine dieser Eigenschaften
auf Kosten der anderen betonen. Diese digitale Filterung erreicht man durch Multiplikation
des verrauschten FID mit einer Gewichtungsfunktion. Das Spektrum ergibt sich dement-
sprechend aus der Faltung des urspriinglichen Spektrums mit dem Spektrum der Gewich-
tungsfunktion. Da die Fourier-Transformierte der Exponential-Funktion eine Lorentz-Kurve

ergibt, folgt aus Gleichung 4.59 eine dementsprechende Linienform im Spektrum.
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Die Multiplikation eines FID mit einer Exponential-Funktion verdndert die Breite der re-
sultierenden Lorentz-Kurve im Spektrum und damit die Linienbreite. Das maximale Signal-

Rausch-Verhaltnis erzielt man mit:
git)y=e (4.62)

Die Exponential-Funktion sollte also an den FID angepaBt werden (matched filter). Als

digitale Filter werden folgende Verfahren (sog. window functions) verwendet [71]:

1. exponentielle Multiplikation

e Ein matched filter maximiert die Empfindlichkeit (Signal-Rausch-Verhéltnis) in

ein- und zweidimensionaler Spektroskopie.

e Eine Erhohung der Auflosung ist durch Verschmilerung der Resonanzlinien

moglich.

e Osrzillierende Signalfiifie, die von dem Abschneiden des FIDs nach der vorgegebe-
nen Akquisitionszeit herriihren, konnen durch Multiplikation mit einer Gewich-
tungsfunktion unterdriickt werden. Hierbei werden die Datenpunkte zu Beginn
des FID stéarker gewichtet. Die Datenpunkte am Ende des FID streben gegen
Null.

2. Lorentz-Gauf-Transformation: Der FID wird mit der Dichtefunktion der Nor-
malverteilung, der sogenannten Gauffunktion® multipliziert. Man erhilt NMR-
Resonanzlinien mit gemischter Lorentz-Gauf3-Linienform, die den Vorteil einer schma-
leren Signalbasis haben. Das fiihrt zu einer besseren Trennung der Signale im Spek-

trum.

3. Multiplikation mit einer Sinus-Funktion: Der FID wird mit einer Sinus-Funktion mul-
tipliziert. Die Auflosung ist stark erhoht, das Signal-Rausch-Verhéltnis sehr niedrig.
Alternativ kann eine phasenverschobene Sinusfunktion gewéhlt werden. Dieses Ver-

fahren wird héufig in der 2D-NMR-Spektroskopie verwendet.

Nullpunktfiillen

Im allgemeinen wird ein aus N komplexwertigen Datenpunkten bestehender FID durch
Fourier-Transformation in ein NMR-Frequenzspektrum mit N Datenpunkten {iberfiihrt
[108]. Die digitale Auflésung resultiert aus der Zahl der aufgenommenen Punkte im FID.
Die Akquisitionszeit AQ ist gleich DW-N (DW = Dwelltime, N = Anzahl der aufgenomme-
nen Punkte). Die digitale Auflssung in Hz ergibt sich zu -

Yol d.h. wenn eine Auflosung
6Gauf’sche Glockenkurve
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von 0.5 Hz erwiinscht ist, mufl die Akquisitionszeit 2s betragen. Um die Linienform des
NMR-Spektrums durch eine hohere Punktdichte besser zu beschreiben, mufy die Akquisiti-
onszeit und damit die gesamte Dauer der Messung erhoht werden. Um dies zu vermeiden,
kann der FID aber auch kiinstlich verlangert werden, indem man ihn an den Enden mit
Nullen auffiillt. Dies wird hiufig bei 2D-NMR-Experimenten angewendet, in denen die An-
zahl der t;-Inkremente keine Potenz von 2 ist. Dabei werden die FID-Datenpunkte auf die
néchste Zweierpotenz aufgefiillt, um damit die FFT nach dem Cooley-Tukey-Algorithmus

zu ermoglichen.

4.4.3 Phasenkorrektur

Ein NMR-Spektrum, das durch Fourier-Transformation eines FID erhalten wurde, ist kom-
plexwertig. Im Idealfall zeigt der Realteil rein absorptive Signale und der Imaginérteil di-
spersive Signale. Unterschiedliche Phasenlagen der NMR-Signale fiithren in der Regel da-
zu, dafl sowohl der Real- als auch der Imaginérteil des NMR-Spektrums aus einem Ge-
misch von Absorptions- und Dispersionsanteilen besteht. Dabei unterscheidet man zwei
Arten von Phasenfehlern: konstante Abweichungen (Phasenfehler 0. Ordnung) und linear
frequenzabhéngige Abweichungen (Phasenfehler 1. Ordnung). Bei der Durchfithrung einer
rechnerischer Phasenkorrektur werden durch Linearkombination von Real- und Imaginérteil
Phasenfehler 0. und 1. Ordnung korrigiert. Man erhélt damit ein NMR-Spektrum mit reinen

Absorptionslinien.
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4.5 Die zweidimensionale NMR-Spektroskopie

Die 2D-NMR-Spektroskopie hat vor allem im Bereich der Naturstoffe eine grofie Anwen-
dungsbreite und Vielzahl von Einzelmethoden hervorgebracht.

Zweidimensionale Verfahren enthalten die spektrale Information als Funktion zweier un-
abhéngiger Frequenzvariablen. Die resultierende Aufzeichnung ist dann dreidimensional:
namlich die spektrale Intensitit als Funktion der chemischen Verschiebung auf der x-Achse
und der zweiten Frequenz auf der y-Achse. Als Darstellung verwendet man Diagramme mit
Linien gleicher Signalintensitét, bei denen die NMR-Signale wie die Erhebungen auf einer
geographischen Landkarte erscheinen.

Ein Signal s(t;,t2) wird als eine Funktion von zwei unabhéngigen Zeit-Variablen gemessen
und wird durch eine zweidimensionale Fouriertransformation in ein 2D Spektrum S(wy,ws)
in der Frequenzdoméne transformiert. Das Signal s(t1,t2) wird durch Inkrementierung des
Intervalls t; erhalten und das FID-Signal als eine Funktion von t, aufgenommen.

Pulssequenzen fiir die 2D-NMR-Spektroskopie kann man nach Abb. 4.8 in drei Phasen

einteilen.
Préparation Evolution Mischzeit Detektion
B o o N | FID
t1 to

Abbildung 4.8: Schema fiir 2D-Experimente mit vier Intervallen, die zu einem Signal in der

Zeitdomaéane fiithren

1. In der Préparationszeit relaxiert das Spinsystem und wird durch einen einfachen Puls

oder Polarisationstransfer aus der Gleichgewichtslage gebracht.

2. Es folgt die Evolutionszeit, wihrend der das Spinsystem sich entwickelt und durch

beliebige Pulssequenzen beeinfluit werden kann. Diese Evolutionsphase besitzt die
Dauer t;, welche in einem 2D-NMR-Experiment in festen Schritten inkrementiert

wird.

Refokussierung wiahrend der Evolutionszeit kann durch einen 7 -Puls erzielt werden.

3. Wihrend der Mischzeit werden SQC, MQC, oder ZQC in observable Kohérenz trans-

formiert.

4. Im Anschlufl an die Evolutionsphase folgt die Detektionsphase t9, in der das NMR-

Signal aufgenommen wird. Die NMR-Signale sind also Funktionen s(t;,t5) von zwei
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Zeitvariablen und werden in einer Matrix abgespeichert. Es erfolgt dann eine Fourier-
Transformation der Zeilen und anschliefend der Spalten dieser Matrix. Die resultie-

rende Datenmatrix besteht nun aus den entsprechenden NMR-Signalen S(w;,ws) als

Funktion der beiden Frequenzen w; und ws.
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4.6 Die ¥Si-NMR-Spektroskopie

Die NMR-spektroskopische Identifizierung funktioneller Gruppen in polyfunktionalen or-
ganischen Verbindungen oder Mischungen ist oft eine schwierige Aufgabe, da die Kerne,
die die Funktionen bilden, héufig keine charakteristische chemische Verschiebung aufwei-
sen, an Austauschprozessen beteiligt oder schwierig zu messen sind. Um diese Probleme
zu umgehen, werden chemische Reaktionen vor der NMR-spektroskopischen Untersuchung
durchgefiihrt, die die NMR-Analyse unterstiitzen. Beispielsweise werden Methylierungen
und Acetylierungen seit langem in der Analyse von Zuckern verwendet. Diese Reaktionen
ersetzen die aziden Protonen funktioneller Gruppen, die schwierig zu bestimmen sind durch
eine andere Gruppe, die leicht durch NMR-Spektroskopie detektierbar ist entweder direkt
oder indirekt durch ihre Effekte auf das Spektrum des restlichen Molekiils [168].

Folgende charakteristische Eigenschaften der (H3C)3Si-Substituenten sind fiir die Aufnahme
und Zuordnung der #Si-NMR-Spektren derivatisierter Substanzen von Bedeutung [168]:

e 'H-, ¥C- und ?Si-Kerne sind magnetisch aktiv und besitzen den Kernspin I = 1.

[\

e Die neun Protonen des (H3C)3Si-Substituenten sind magnetisch dquivalent. Dies be-

wirkt in invers detektierten Korrelationsspektren eine sehr hohe Empfindlichkeit.

e TMS-Signale sind im 'H- und ¥*C-NMR-Spektrum basisliniengetrennt, hochfeldseitig

bezogen auf sdmtliche anderen Resonanzen organischer Verbindungen.

e Der Gesamtbereich der Zweibindungskopplung 2J(SiH) ist weitgehend substituente-
nunabhéngig; fiir (H3C)3Si-O-Gruppen betréigt er 6.3 7.7 Hz.

e Der Gesamtbereich der Dreibindungskopplung 3J(Si,H) liegt fiir (H3C)3Si-O-CH-
Gruppen im Bereich von 2—4 Hz.

e Die 'H, 1¥C und ?°Si chemischen Verschiebungen der TMS-Fragmente sind empfindlich
gegeniiber der Molekiilstruktur. Anhand charakteristischer chemischer Verschiebun-
gen gelingt eine Differenzierung in Bezug auf silylierte aromatische und aliphatische

Hydroxyl-Gruppen, primére und sekundére Alkohole und Carboxylgruppen.

e Die durch den Silyl-Substituenten in organischen Verbindungen induzierte chemische

Verschiebung ist fiir 'H- und ¥C-Kerne sehr klein.

e Die T;-Relaxationszeiten der (CHj)sSi-Protonen sind kurz verglichen mit
den entsprechenden T;(?°Si)-Werten, was eine schnelle Wiederholungsrate von

Polarisationstransfer-Experimenten erlaubt.
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e Die § (*°Si)-Werte korrelieren mit den pK,-Werten von Carbonsiuren (bzw. mit der

Elektronenanziehung der Substituenten), hohere Sdurestirke bewirkt Entschirmung.

e Im Gegensatz zu den stark iiberlagerten 'H- und ¥C-NMR-Spektren derivatisierter
HS liegen die Signale von Silylethern und Silylestern im ?**Si-NMR-Spektrum vonein-

ander getrennt.

4.6.1 Eigenschaften des ?’Si-Kerns

Der #Si-Kern als einziger NMR-aktiver Si-Kern mit 1= % besitzt eine natiirliche Haufigkeit
von 4.70 % . Die relative Empfindlichkeit betriigt 3.7-10~* und ist damit 2.1-fach gréfer als
die von ¥C-Kernen. Das gyromagnetische Verhiltnis v von 2°Si ist negativ (-0.55477), was
fiir Experimente mit Protonenentkopplung bedeutet, dafi der NOE negativ ist, und somit
eine Verringerung der Intensitéat bewirkt. Aufgrund des relativ kleinen Werts von ~ ist die
Energiedifferenz zwischen den Spinzustdnden und daher auch die Boltzmann Populations-
differenz klein. Grofle Spin-Gitter-Relaxationszeiten T verlangen lange Relaxationswarte-

zeiten zwischen den rf-Pulsen.

4.6.2 Polarisationstransfer-Experimente

Polarsationstransfer-Experimente, wie INEPT- und DEPT-Techniken kénnen die Signal-
intensitdt erheblich erhohen. Die Empfindlichkeitsverstirkung wird durch Polarisations-
transfer von Protonen via X ,H-Spinkopplung erreicht. Die Impulsfolge fiir das INEPT-
Experiment zeigt Abb. 4.1. Fiir die Verstiarkung ist der Quotient der gyromagnetischen
Verhiltnisse v(*H) : v(**Si) verantwortlich und ist unabhéingig vom Vorzeichen von 7. Das
refokussierte INEPT-Experiment unterscheidet sich vom normalen INEPT dadurch, dafl die
Detektion erst nach einer Wartezeit von 2-d2 erfolgt, wobei nach der halben Zeit d2 noch
jeweils ein 180°-Puls im 'H- und ?Si-Kanal eingeschoben wird. Die Signale kénen aber auch
durch eine ergénzende Spinechosequenz refokussiert und mit positiver Phase als ”norma-
le“ Multipletts oder in Verbindung mit 'H-Entkopplung als Singuletts dargestellt werden.
Dabei gelten fiir A, X-Spinsysteme verschiedene Echozeiten d2. Da durch die Refokussie-
rung die Linien der Multipletts die gleiche Phase haben, kann der Entkoppler wiahrend der
Detektion eingeschaltet werden, so daf§ die Linien zu Singuletts zusammenfallen.

Der Vorteil von INEPT ist wie bei anderen Polarisationstransfer-Techniken auch, dafl
die Wiederholungsrate der einzelnen Pulsfolgen von den T;-Relaxationszeiten der Proto-
nen abhiingt, die wesentlich kleiner ist als die der 2°Si-Kerne. Als Nachteil der INEPT-
Experimente gegeniiber der DEPT-Sequenzen erweist sich die groflere Empfindlichkeit

gegeniiber J-Variationen innerhalb einer Verbindung, da zwei INEPT-Parameter von J
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abhéingen, in der DEPT-Sequenz dagegen nur ein Parameter. Trotzdem konnen fiir 2%Si-
INEPT-Experimente trimethylsilylierter Substanzen nahezu quantitative Spektren erwartet
werden, denn die Kopplungskonstante ist bei allen TMS-Gruppen nahezu gleich. Bei opti-
maler Parameterwahl betragt der Verstarkungsfaktor 9.4 fiir die TMS-Gruppen.

Obwohl die DEPT-Sequenz weniger Pulse beinhaltet, ist die Dauer der Sequenz doppelt
so lange wie die INEPT-Pulssequenz. Der Erfolg eines Polarisationstransfer-Experiments
héngt entscheidend von der Relaxationszeit des empfindlicheren Kerns ab. Sie muf§ lang ge-
nug sein, um eine Riickentwicklung der Spinpopulation zum Gleichgewichtszustand wéihrend
der Pulsfolge zu verhindern. Fiir HS, die aufgrund ihrer Molekiilgréfle schnell relaxieren, ist
daher die INEPT-Sequenz gegeniiber der DEPT-Sequenz von Vorteil [30].

Der Verstiarkungsfaktor von 9.4 bewirkt, daf§ nur etwa w der Akquisitionen fiir glei-
ches Signal-Rausch-Verhiéltnis eines Einpulsexperimentes notig ist. Da die Wiederholungs-
rate von Polarisationstransfer-Experimenten nur von der Ti-Relaxationszeit der Protonen
abhingt, die 4—10mal kleiner ist als die des *Si-Kerns, ist die Gesamteffizienz der Mes-
sungen bis 800 fach gréfler verglichen mit Einpulsexperimenten.

Fiir die quantitative Analyse miissen zwei mogliche Fehlerquellen beriicksichtigt werden:
mit festgelegter Polarisationszeit und Refokussierungswartezeit ist die INEPT-Verstiarkung
jeder 2°Si-Linie abhéingig von der aktuellen Kopplungskonstante von ?°Si und 'H im gege-
benen CH,—X-Si(CHjs)s-Fragment. Die zweite Fehlerquelle ist die Relaxation wihrend der
Dauer der INEPT-Pulssequenz, welche die Intensitéiten verschiedener 2?Si-Linien in unter-
schiedlichem Ausmaf} beeinfluit. In [169] wurden die Verstarkungsfaktoren fiir verschiede-
ne Kombinationen von Kopplungskonstanten ermittelt. Die Abweichung von quantitativen
Einpulsspektren betrigt maximal 20 %.

In polyfunktionellen Verbindungen kénnen die 2?Si-NMR-Signale iiberlagert oder die Zuord-
nung nicht moéglich sein. Zweidimensionale heteronuklear korrellierte NMR-spektroskopische
Techniken koénnen zur Interpretation von 2°Si- und 'H-NMR-Spektren hinzugezogen wer-
den. In [136] werden sowohl 2J(**Si-C-'H)-Korrellationsspektren (2J=6.9) als auch Weit-
bereichsexperimente mit ®J(*?Si-0-C-'H) = 3.5 Hz zur Zuordnung der *’Si- und 'H Linien
aller TMS-Gruppen von TMS-substituierten Zuckern verwendet. Fiir die 2D heteronuklear
korrelierten Spektren eines Zuckers wurden in [145] die Kopplungskonstanten 2J = 6.6 Hz
und 3J = 3.0 Hz gewihlt.
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4.7 Die "O-NMR-Spektroskopie

Trotz der fiir die NMR-Spektroskopie ungiinstigen Eigenschaften wie der geringen natiirli-
chen Hiufigkeit und des Quadrupolmomentes gewinnt die "O-NMR-Spektroskopie zuneh-
mend an Bedeutung [27] [140]. Als zentrales Element in der organischen und anorganischen

Chemie besteht grofles Interesse an der Charakterisierung von Sauerstoff in Verbindungen.

4.7.1 '"O-Kerneigenschaften und daraus resultierende meftech-

nische Besonderheiten

Die Kerneigenschaften des 17O-Kerns und NMR-Parameter sind in Tabelle 4.1 zusammen-
gestellt [27] [140].

Tabelle 4.1: 1"O-Kerneigenschaften und MeSparameter

Kernspin 1 5/2
gyromagnetisches Verhiltnis v [107" rad T~ s™!] -3.628
elektrisches Quadrupolmoment [eQ] [1072% m?| -2.6:1072
natiirliche Haufigkeit [%)] 0.037
NMR-Frequenz (By=2.3T) [MHz] 13.557
Bereich chemischer Verschiebung [ppm)] 1500
relative Empfindlichkeit gegeniiber 'H bei natiirlicher Haufigkeit — 1.08-107°
relative Empfindlichkeit gegeniiber *C bei natiirlicher Hiufigkeit 6.11-1072
Referenzsubstanz H,O

In Fliissigkeiten und Losungen mitteln sich die quadrupolaren Wechselwirkungen heraus
und die Resonanzfrequenz des '"O-Kerns wird nur durch die chemische Abschirmung und
J-Kopplung bestimmt. Von zentraler Bedeutung fiir die !"O-NMR-Spektroskopie ist der
Quadrupol-Relaxationsmechanismus, der die Akquisition und Prozessierung der "O-NMR-

Spektren wesentlich beeinflufit.

4.7.2 Quadrupoleigenschaften, Relaxation, Linienbreite

Kerne mit einem Kernspin I > % relaxieren in Losungen durch Wechselwirkung mit ihrem
elektrischen Quadrupolmoment, damit verbunden sind kurze T;- bzw. Ty-Relaxationszeiten.
Im Bereich des "motional narrowing limit* w2 72 < 1, welcher fiir kleine Molekiile in wenig

viskosen Losungen giiltig ist, wird der Quadrupol-Relaxationsmechanismus durch Gleichung
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4.63 beschrieben [87]:

1 1 3 2\ [e2qQ\’
L3 (. y 4.63
Tio  Two 125( * 3) ( no) " (4.63)

wobei wy die Larmor-Frequenz des '"O-Kerns, 7. die Korrelationszeit fiir die isotrope

molekulare Reorientierung, 62%@ die nukleare Quadrupol-Kopplungskonstante und n der
Asymmetrie-Parameter 7 = (¢uu — qyy)/q.» des elektrischen Feldgradienten ist. In der
Quadrupol-Kopplungskonstanten bedeuten e die Ladung des Elektrons, () das Quadrupol-
moment und ¢ der elektronischen Feldgradiententensor am Kernort. Bei groflen Quadrupol-
Kopplungskonstanten sind breite Linien zu erwarten. Die Quadrupol-Kopplungskonstanten
héngen ab von der Symmetrie der Elektronenhiille um den Kern, d.h. vom Bindungszustand
des Sauerstoffs. Der einzige Parameter, auf den der Spektroskopiker einen Einflufl hat, ist

die molekulare Korrelationszeit 7. [27].

Der Einflu der Molekiilgrofle und -gestalt findet sich in der molekularen Reorientierungs-
zeit, auch Korrelationszeit 7. genannt. Aufgrund der Molekiilbewegung sind die Kernspins
statistisch schwankenden Zusatzfeldern ausgesetzt. Fallen die Reorientierungszeiten der Mo-
lekiile in die Gréf8enordnung der reziproken Larmor-Frequenz der Kernspins, so kénnen diese
in Resonanz mit den durch die Molekiilbewegung hervorgerufenen lokalen Magnetfeldern
treten und ihre Energie an das Gitter abgeben. Grofle, ausgedehnte Molekiile benGtigen
beispielsweise fiir die Reorientierung einer Rotationsbewegung mehr Zeit als kleine, kom-
pakte Molekiile, 7. nimmt grole Werte an. Entsprechend hat die Viskositéit der Losung von
groflen Molekiilen einen Einflufl auf Reorientierungszeit 7. und damit auf Relaxationszeiten
und Linienbreiten [75]. Die Rotations-Korrelationszeit ist linear abhéngig von der Visko-
sitit der Losung [33]. Die Linienbreiten von '"O-NMR-Signalen liegen im Bereich von 20
bis 300 Hz. Bei Losungen mit hoher Viskositét konnen die Linienbreiten mehr als 1kHz be-
tragen. Durch Temperaturerhohung bzw. Viskositédtserniedrigung 1&8t sich die molekulare

Reorientierungszeit 7. verkiirzen und somit eine Verkleinerung der Linienbreite erreichen.

Kurze Ti- bzw. Tsy-Relaxationszeiten ermoglichen kleine Pulswiederholungsraten, so dafl
die Aufnahme von "O-NMR-Spektren trotz der geringen natiirlichen Hiufigkeit moglich
ist.

Trotz dieser meBtechnischen Schwierigkeiten konnten sogar bereits zweidimensio-
nale (7O,'H) heteronuklear korrelierte NMR-Spektren kleiner Molekiile mit *7O-
Relaxationszeiten iiber 5ms aufgenommen werden [171]. Die 2D-(*"O,'H)-NMR-
Experimente erlauben eine Unterscheidung zwischen Hydroxyl- und Ethersauerstoffreso-

nanzen.
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4.7.3 Chemische Verschiebung

Die '"O-NMR chemischen Verschiebungen organischer Verbindungen umfassen einen Be-
reich von ca. 800 ppm. 6(}7O)-Werte sind typischerweise auf ein ppm genau definiert und
bieten daher eine beachtliche Dispersion der chemischen Verschiebung. Typische chemische
Verschiebungen in organischen Verbindungen zeigt Abb. 4.9 [27]. Als Referenzsubstanz wird
héaufig HoO verwendet.

-OH Alkohole, Phenole |:|
-O0- Ether, Furane | : : : |
~-COOH Sduren |:| : :

~-O'-C=0? Ester 2|:| 1:|
-C=0 Amide AR e

=0 Ketone, Aldehyde = : : : : :
600 400 200 0
0(*70) [ppm|

Abbildung 4.9: Chemische Verschiebungsbereiche §(170) organischer Verbindungen

Einfache (Alkohole, Ether, Acetale: -50—220 ppm) und doppelt gebundene Sauerstoffatome
(Carbonylverbindungen: 270—580 ppm) fallen in deutlich getrennte Verschiebungsbereiche.
Selbst Alkohole mit unterschiedlichem Substitutionsgrad kénnen im "O-NMR-Spektrum
unterschieden werden (primére Alkohole: -40—6 ppm, sekundére Alkohole: -2—47 ppm,
tertiire Alkohole: bei etwa 62ppm [27] [89]). Carbonsduren absorbieren im Bereich um
250 ppm. Aufgrund des schnellen intermolekularen Protonenaustausches wird fiir die bei-

den Sauerstoffatome nur ein Signal beobachtet.

4.7.4 Prozessierungsverfahren

Ein weiteres mefitechnisches Problem ist das Auftreten von Probenkopfresonanzen (”acou-
stic ringing“, " Probenkopfklingeln ), die bei der Messung von Quadrupolkernen mit einer
niedrigen Empfindlichkeit (geringe natiirliche Haufigkeit, kleines gyromagnetisches Verhalt-
nis, niedrige Frequenz) zu einer Verzerrung des Spektrums fithren kénnen. ” Acoustic rin-

ging“ rithrt von mechanischen Schwingungen des Probenkopfes nach dem Empfang eines
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Hochfrequenzpulses her und verhélt sich im Empfanger des NMR-Gerétes wie ein breites
NMR-Signal, welches haufig stiarker als das zu messende Signal ist.

Ist die Relaxationszeit des zu messenden Kernresonanzsignals langer als das Probenkopfklin-
geln, kann zur Verbesserung der Basislinie eine Wartezeit zwischen Ende des HF-Pulses und
Beginn der Datenaufnahme (Preakquisitions-Delay) geschaltet oder die ersten Datenpunkte
des FID ignoriert werden. Das Signal-Rausch-Verhéltnis nimmt dabei ab. Datenpunkte, die
wéhrend der Wartezeit nicht beriicksichtigt wurden, kénnen nach dem Linear-Prediction-
Verfahren aus den verbleibenden Datenpunkten des FID errechnet und korrigiert werden
[133].

Ist die Relaxationszeit des NMR-Signals jedoch von gleicher Groflenordnung wie die Dauer
der Kopfresonanzen, so wahlt man spezielle Pulssequenzen, die zur zur Vermeidung der Ar-
tefakte eingesetzt werden. Eine Pulssequenz, die haufig zur Unterdriickung des ”acoustic rin-
ging“ verwendet wird, ist die RIDE-Pulssequenz (ring down elimination). Die Pulssequenz
beruht auf der Tatsache, daBl das Probenkopfklingeln unabhéngig von jedem vorherigen
Puls ist, wihrend das Kernresonanz-Signal in eindeutiger Weise durch die vorhergegange-

nen Pulse bestimmt wird [27].
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4.8 Die on-line LC-NMR-Kopplung

Die NMR-Spektroskopie ist die bedeutendste spektroskopische Technik, um detaillierte
strukturelle Information {iber organische Komponenten in Lésung zu erhalten. Die Identi-
fikation der einzelnen Komponenten von Mischungen durch 1D und 2D NMR-Experimente
benotigt Methoden, die die Signaliiberlappung erheblich reduziert.

Zwei wesentliche Nachteile sind bei der Aufnahme von konventionellen NMR-Spektren ge-
geniiber anderen Analyseverfahren zu beriicksichtigen: Der eine Nachteil besteht in der
relativen Unempfindlichkeit der Methode im Vergleich zu anderen spektroskopischen Tech-
niken, der andere ist die starke Uberlagerung von "H-NMR-Signalen von Mischungen, die
eine Zuordnung der Signale zu den einzelnen Komponenten weitgehend verhindert. Eine
Separation sollte daher einer NMR-spektroskopischen Untersuchung vorgeschaltet werden.
Die Kopplung von Chromatographie und NMR-Spektroskopie ermoglicht die direkte Un-
tersuchung einzelner Komponenten einer Mischung ohne zwischengeschaltete Schritte oder
Lagerung. Feuchigkeitsempfindliche oder instabile Substanzen kénnen somit in kiirzester
Zeit und ohne Luftkontakt nach einem chromatographischen Schritt in eine NMR-Zelle

iiberfithrt und gemessen werden.
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Literaturiiberblick:
NMR-spektroskopische
Untersuchungen von Huminstoffen
und Huminstoff-relevanten

Verbindungen

Wegen seines einzigartigen biosynthetischen Ursprungs ist es nicht moglich, eine eindeu-
tige, definierte strukturelle Beschreibung von Huminstoffen zu ermitteln. Die Simulation
von HS-Strukturmodellen ist mehr als umstritten. HS sind ein heterogenes Gemisch un-
terschiedlicher Substanzen mit extrem unterschiedlichen physikalischen, chemischen und
biologischen Eigenschaften.

Obwohl es nicht moglich ist, in demselben Maf3 strukturelle Informationen zu erhalten,
wie es fiir "NMR-freundlichere“ Biopolymere wie Peptide, Nucleotide und Oligosaccharide
moglich ist, erhélt man dennoch durch geeignete Kombinationen von verschiedenen NMR-
Techniken Hinweise auf die Préasenz von Struktureinheiten.

Einen wesentlichen Beitrag, Funktionalititen qualitativ und quantitativ zu erfassen, liefert
die NMR-Spektroskopie. Im folgenden sind die wesentlichen NMR-spektroskopischen Me-
thoden zur Charakterisierung von Struktureinheiten und funktionellen Gruppen zusammen-
gestellt, um einen Uberblick iiber die Moglichkeiten struktureller Untersuchungsmethoden,
die die NMR-Spektroskopie bietet, zu vermitteln.

Die erzielten Ergebnisse der einzelnen Techniken, die z.T. in Kombination mit Derivatisie-
rungsreaktionen eingesetzt werden, lassen sich in die Beschreibung des Huminstoffgeriistes
(s. Kapitel 5.1) und den damit verkniipften funktionellen Gruppen (s. Kapitel 5.2) unter-
teilen. Weiterhin wird die NMR-Spektroskopie fiir Untersuchungen physikalisch-chemischer
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Wechselwirkungen, wie z.B. Wechselwirkungen mit Xenobiotika und Metallverbindungen (s.
Kapitel 5.3) verwendet. Da die fiir Huminstoffe bestimmten Daten oft in Zusammenhang
mit Daten von Lignin, Tannin, Lipiden, fossilen organischen Substanzen und Kohlenhydra-
ten bewertet werden, die Bestandteile von HS sind oder dhnlichen Ursprung haben, sind
neben den Publikationen iiber NMR-Spektroskopie von HS auch einige Veroffentlichungen

dieser Substanzen aufgefiihrt.

Beziiglich eindimensionaler NMR-Verfahren sind in den letzten Jahrzehnten grofie Fort-
schritte erzielt worden [154], die zweidimensionale NMR-Spektroskopie hingegen wurde bis-
her zur Untersuchung von HS im Gegensatz zu Arbeiten iiber Lignin kaum eingesetzt.
Griinde fiir die mangelnde Anwendung zweidimensionaler NMR-Techniken sind zum einen
in dem grofien experimentellen Aufwand zu suchen!, als auch in den Eigenschaften der
HS als extrem komplexes Gemisch mit ungiinstigen Relaxationszeiten. Die fiir HS typi-
schen kurzen Relaxationszeiten sind auf ihre grofie Molekiilgrole, Austauschprozesse und
teilweise auf die Anwesenheit von paramagnetischen Substanzen (v.a. komplex gebundene
Eisenionen) zuriickzufiihren. Eine Ubertragung von Ergebnissen aus Experimenten von Mo-
dellverbindungen ist nur bedingt moglich. In jedem Fall miissen die Eigenschaften der HS
bei der Parametrierung der NMR-Experimente und bei der Prozessierung und Auswertung

von NMR-Spektren beriicksichtigt werden.

Die eindimensionalen NMR-Spektren werden in Bereiche chemischer Verschiebungsklas-
sen unterteilt, die jeweils bestimmten Strukturelementen entsprechen. Protonenspektren
werden eingeteilt in die Strukturelemente Aromaten (9-6 ppm), O-Alkyl-Wasserstoff (6 -
3.2ppm), Aliphaten (3.2-0ppm). 3C-NMR-Spektren werden eingeteilt in Carbonylfunk-
tionen (230-190 ppm), Carboxylfunktionen (190- 160 ppm), Aromaten (160- 100 ppm), O-
Alkyl-Kohlenstoff (100-60 ppm), Methoxylgruppen (60-50 ppm), Aliphaten (50-0ppm).

Die 2D NMR-Spektroskopie bietet durch die Einfiihrung einer zusétzlichen unabhéngigen
Frequenzvariablen eine erhéhte Informationsvielfalt. Die zweite verfiigbare Frequenz lie-
fert Informationen iiber rdumliche oder Bindungs-Wechselwirkungen zwischen Atompaaren

durch Konnektivitdtsmuster mit einer Signaldispersion in zwei Dimensionen.

IFiir eine gute Auflssung der Signale, die fiir Gemische nétig ist, sind grofie Inkrementzahlen und den
damit verbundenen langen Mefzeiten, sowie Losungsmittelunterdriickung durch den Einsatz von PFG und

Probenkdépfe, die inverse Aufnahmen erméglichen, erforderlich.
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5.1 Bestimmung von Strukturelementen des Grund-

geriists

HS-relevante NMR-Techniken konnen in eindimensionale Einpuls- und Mehrpulsexperi-
mente ('H, ¥C, DEPT), homonukleare und heteronukleare zweidimensionale Experimente
(COSY, TOCSY, HMQC), Experimente mit weiteren Kernen (3'P, N, 2Si, ¥F) und
Festkorperspektroskopie unterteilt werden. Aus der heterogenen Natur dieser Makromo-
lekiile resultiert in 1D Experimenten eine starke Uberlagerung individueller Peaks, die ei-
ne eindeutige Zuordnung von chemischer Verschiebung zu spezifischen Strukturelementen,
wie sie von NMR-Spektren NMR-freundlicher Substanzen iiblich ist, verhindern. Man be-
hilft sich damit, die NMR-Spektren in Bereiche chemischer Verschiebung nach verschie-
denen Strukturelementen zu unterteilen?. Aus 'H-NMR-Spektren werden Informationen
iiber aliphatische Methylprotonen, a-substituierte-Methylprotonen und aromatische Me-
thylprotonen, Protonen in Alkylketten, H-C—O-Einheiten und C,;—OH, aromatische und
olefinische Protonen, phenolische und carboxylische Protonen erhalten. *C-NMR-Spektren
werden in Bereiche eingeteilt, die folgende Struktureinheiten reprasentieren: Carbonylfunk-
tion, Carboxylfunktion, Aryl-O und Aryl-N, Aryl-C und Aryl-H, O-Alkyl-, aliphatische
CH,,-Gruppen.

Eine detailliertere quantitative Bestimmung von '3C in strukturellen Einheiten ist durch
den Einsatz von Pulsfolgen wie DEPT, QUAT und Spin-Echo méglich. Durch Editierung
gemaf Multiplizitéit vereinfachen sich die NMR-Spektren. Es werden unterschieden: C, CH,
CH,, CHj3 und isolierte Methylgruppen.

Das erste J-aufgeloste 2D NMR-Experiment von HS wurde von Buddrus und Lambert
[42][130] durchgefiihrt. Hauptanwendungsgebiet der J-aufgelosten NMR-Spektroskopie ist
die Analyse von Spektren, bei denen sich die Spin-Multipletts einzelner Protonen stark iiber-
lagern. Der wesentliche Vorteil von J-aufgelosten 2D NMR-Spektren besteht darin, daf§ zur
Quantifizierung der verschiedenen Strukturelemente nur ein einziges Spektrum herangezo-
gen wird. Probleme, die in Zusammenhang mit der Bestimmung von Gewichtungsfaktoren
auftreten, werden auf diese Weise vermieden. Im Gegensatz zu DEPT und SEMUT-90-
NMR-Spektren, bei denen die Signalintensitit von einem festen Delay %J (C,H) abhéngen,
haben C-H-Kopplungen keinen Einflufl auf die Signalintensitét.

Die zweidimensional homonuklear und heteronuklear korrelierte NMR-Spektroskopie ist in
der Lignin-Forschung eine etablierte Methode zur Beschreibung von Konnektivitdten und
Kopplungen, dagegen findet man in der Literatur kaum Arbeiten, die an HS durchgefiihrt

worden sind.

2Leider hat man sich noch nicht auf Grenzen geeinigt, so da8 die meisten Publikationen unterschiedliche

Einteilungen verwenden, und die erhaltenen Ergebnisse nicht direkt miteinander verglichen werden kénnen.
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Bei zweidimensionalen 'H, H-verschiebungskorrelierten Spektren treten auf beiden Frequen-
zachsen chemische Verschiebungen auf. Sogenannte Kreuzsignale zeigen an, welche Kerne
miteinander koppeln. Grundlage der COSY-Pulssequenz (COrrelation SpectroscopY) ist
die skalare Spin,Spin-Kopplung. Das Experiment dient dazu, mit Hilfe der Kreuzsignale
Nachbarschaftsbeziehungen zwischen Kernen aufzuzeigen und auf diese Weise Strukturin-
formationen zu erhalten. In [176] werden Kreuzsignale, die charakteristisch sind fiir die
Struktureinheiten CH3—~CHy~O-CO-R und R—CHy~CH,-O-CO-R postuliert.

TOCSY- (TOtal Correlation SpectroscopY) und ROESY-Spektren (Rotating frame Over-
hauser Enhancement SpectroscopY) finden im Rahmen von Arbeiten iiber Lignin hiufig
Anwendung, hingegen wurde bisher erst ein TOCSY-Spektrum eines HS veroffentlicht. Im
Gegensatz zur COSY-Technik, bei der Protonen nur iiber geminale oder vicinale Spin-
Kopplung miteinander korreliert werden, konnen in TOCSY-Spektren alle Protonen eines
Spin-Systems korreliert werden. Diese Technik wird héufig fiir Peptide und Oligosaccharide
verwendet, um die einzelnen Bestandteile zu identifizieren. Das TOCSY-Spektrum in [176]
zeigt die Kopplung zwischen Amid-Protonen und Protonen der Seitenketten der Aminoséur-
en. ROESY-Spektren von HS wurden bisher nicht veroffentlicht. Die ROESY-Technik liefert

Informationen iiber *H,'H dipolare Kopplungen zwischen réumlich benachbarten Kernen.

Heteronukleare 2D NMR-Korrelationsspektroskopie erméglicht die Identifikation direkt oder
iitber mehrere Bindungen gebundener Atompaare. Jedes Kreuzsignal eines Einbindungs-
Korrelationsspektrums représentiert eine chemische Bindung zwischen einem Proton und ei-
nem '3C. Die einzelnen Kreuzsignale kénnen anhand ihrer 'H und *C chemischen Verschie-
bung zugeordnet werden. Fiir Untersuchungen von Ligninen und Lignin-Modellsubstanzen
findet das HMQC-Experiment (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) haufig An-
wendung. In [176] ist ein HMQC-Spektrum eines HS abgebildet, dessen Kreuzsignale in
Bereiche eingeteilt werden. Eine Kreuzsignalgruppe grofier Intensitéit bei § = 3.9 ppm (*H)
und bei 55ppm (*C) deutet auf aromatisch gebundene Methoxygruppen hin, die cha-
rakteristisch fiir Lignin-Fragmente sind. Die ”Kohlenhydratregion“ bei 60— 105 ppm wird
im ('H,"¥C)-HMQC-Spektrum in Bereiche von Kohlenhydrat- und Etherstrukturelemente,
Estergruppen und CHs-Gruppen in RCH;OAr-Strukturelementen zugeordnet.
HMBC-Experimente, die Weitbereichs-Korrelationen iiber 2J(H,C)- und 3J(H,C)-
Kopplungen ermoglichen, lieferten bisher keine Kreuzsignale. Verantwortlich fiir die mit
Weitbereichs-Kopplungstechniken verbundenen experimentellen Schwierigkeiten sind die
geringere Empfindlichkeit des NMR-Experiments und die ungiinstigen Relaxationseigen-
schaften der HS, verursacht durch ihre hohe MolekiilgroBe.

Die Festkorper-Spektroskopie von Boden und Komposten ermoglicht die Untersuchung un-
behandelter organischer Materie. Die hochauflésende NMR-Spektroskopie kann nur den An-

teil von organischem Bodenmaterial erfassen, der extrahierbar und loslich ist. Da wahrend
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der Extraktion von HS physikalische und chemische Verdnderungen des HS stattfinden,
erhdlt man nur eingeschrinkte Informationen {iber den Zustand der HS-Matrix, wie er
in der Natur vorliegt. Wesentlicher Nachteil der Festkorper-Spektroskopie ist die geringe
Auflésung der Spektren.

5.2 Bestimmung von Funktionalititen

5.2.1 'H-NMR-Spektroskopie

'H-NMR-Spektren von HS liefern abhingig vom Losungsmittel unterschiedliche Ergebnis-
se. In DMSO aufgenommene Spektren enthalten Informationen {iber austauschbare und
nicht-austauschbare Protonen, deren chemische Verschiebungsbereiche iiberlappen. Bei der
Verwendung von D50 als Losungsmittel liefert der chemische Austausch der aziden Pro-
tonen des HS ein Mittelwertsignal. Zur Unterdriickung dieses Losungsmittelsignals werden
verschiedene NMR-Sequenzen eingesetzt. Durch Subtraktion der Spektren lassen sich Riick-
schliisse iiber den Gehalt an Carboxylgruppen sowie aliphatische und aromatische Hydro-
xylgruppen ziehen [162] [176]. Alternativ kann Trifluoressigsdure zugegeben werden, was
eine Verschiebung der austauschbaren Protonen in den Bereich 13—15ppm zur Folge hat

und die somit auBerhalb der Geriistprotonen liegen [115].

5.2.2 BC-NMR-Spektroskopie

In Kombination mit 'H-NMR-Spektren kénnen mittels der 3C-NMR-Spektroskopie Aussa-
gen iiber Ester, Ether, Carboxyl-, aromatische und aliphatische Hydroxylgruppen gemacht
werden. Strukturelemente, deren chemische Verschiebung in einem der beiden Spektrenar-
ten zusammenfallen, liegen im korrespondierenden NMR-Spektrum getrennt voneinander
vor. Spektren derivatisierter HS (z.B. methylierte HS) koénnen zur Charakterisierung von
Strukturelementen nur bedingt herangezogen werden. Da die Signale der unterschiedlich
substituierten Methylprotonen sehr nah beieinander liegen, {iberlappen sie stark, so dafi die

Verhéltnisse der verschiedenen aziden Protonen nur abgeschétzt werden konnen.

5.2.3 PN-NMR-Spektroskopie

I5N-NMR-Spektren werden von natiirlichen und von derivatisierten HS aufgenommen.
Natiirliche HS beinhalten Peptid- und Aminofunktionen. Von derivatisierten HS erhélt
man Informationen iiber Carbonylgruppen, den Phenolgehalt und die Aromatizitat. In der
Festkorper-NMR-Spektroskopie werden Spektren sowohl von extrahierten HS als auch von

Boden aufgenommen.
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5.2.4 2Si-NMR-Spektroskopie

2Si-NMR-Spektren von silylierten HS, Ligninen und fossilen organischen Substanzen wer-
den zur Untersuchung der Substitution azider Protonen durch die Trimethylsilylgruppe
herangezogen. Da auch in der 2?Si-NMR-Spektroskopie die Signale der unterschiedlichen
Funktionen iiberlappen, kann eine Kombination von Methylierung und Silylierung ein-
gesetzt werden, die die Bestimmung von carboxylischen, phenolischen und alkoholischen
Funktionen erméglicht. Durch gezielte Methylierung von Carboxyl- und aliphatischen Hy-
droxylgruppen oder nur Carboxylfunktionen werden die jeweiligen methylierten Funktionen
nicht silyliert. Es kénnen 2?Si-NMR-Spektren von silylierten Phenolen und Alkoholen oder
nur Phenolen aufgenommen und durch Differenzbildung der NMR-Spektren die Anteile der

Strukturelemente bestimmt werden.

In der Lignin-Forschung wurden Modellverbindungen silyliert, deren chemische Verschie-

bung bestimmt und damit Lignin-2?Si-NMR-Spektren interpretiert.

5.2.5 YF- und 3'P -NMR-Spektroskopie

YE- und 3'P-NMR-Experimente derivatisierter Substanzen wurden bisher noch nicht in der
HS-Analytik eingesetzt. Phosphorsidure oder Phosphorsidureester wurden als Bestandteil

von HS nachgewiesen.

5.2.6 '"O-NMR-Spektroskopie

Die "O-NMR-Spektroskopie, die Informationen iiber den Gesamtsauerstoff liefert, fand
bisher nur fiir Erdolfraktionen Anwendung. Es wurden Resonanzen von Sauren und einfach

gebundenen Sauerstoff gefunden.

5.2.7 Zweidimensionale NMR-Spektroskopie

2D NMR-Spektren von HS, die Informationen iiber funktionelle Gruppen liefern, wurden
bisher noch nicht aufgenommen. In Kapitel 6.3 wird ein Verfahren vorgestellt, das nicht
nur die aziden Protonen in Carboxyl-, aromatische und aliphatische Hydroxyl-Funktionen
einteilt, sondern diese Gruppen weiter nach ihrer chemischen Umgebung differenziert. Es
wird dabei eine Verkniipfung von aziden, sauerstoffhaltigen Funktionen mit dem HS-Geriist

moglich.
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5.3 Physikalisch-chemische Wechselwirkungen

Die NMR-Spektroskopie wird von einigen Arbeitsgruppen als Sonde fiir die Wechselwir-
kungen zwischen HS und Béden mit Xenobiotika und Metallverbindungen herangezogen.
3C-NMR-Spektren von mit Anilazin oder Cyprodinil inkubierten und anschlieend extra-
hierten HS zeigen kovalente Bindungen von Xenobiotika mit der HS-Matrix [100] [60] [59].
Die OH-Funktionen der HS reagieren mit der Cl-Funktion des Triazin-Strukturelementes
von Anilazin durch Eliminierung von HCI. Dabei entsteht eine kovalente Etherbindung
zwischen dem Triazin-Strukturelement und dem HS.

Mittels 3C T;-Relaxationsmessungen lassen sich Riickschliisse iiber nicht-kovalente Wech-
selwirkungen zwischen Acenaphthenon und einer FA ziehen [110] [144] [195].

Die Tabellen 5.1 und 5.2 bieten eine Ubersicht iiber die wichtigsten NMR-spektroskopischen

Verfahren, die Beitrége zur strukturellen Untersuchung von HS liefern.
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Tabelle 5.1: NMR-spektroskopische Verfahren zur Charakterisierung des HS-Grundgeriistes
(Referenzen in Spalte A) und HS-verwandter Verbindungen (Referenzen in Spalte B).

NMR-Experiment | Strukturinformation A B

1D Experimente

'H Einpuls- isolierte Methylprotonen, aliphatische Ket- | [176][197]
experiment | ten (CHy- und CH-Gruppen aliphatischer | [52][176]

[

[
Ketten), aromatisch gebundene CHs- und | [114][139]

[

[

CH,-Gruppen, CH3—CO und CH,CO, CH- | [181][135]
O-, CHy—O—, aromatische Protonen, olefi- | [132]
nische Protonen
'H WATER- zur HyO-Unterdriickung (WATERGATE, | [129][106]
GATE, WATR), Bestimmung von isolierten paraf- | [176][134]
WATR, finischen Methylgruppen (Spin-Echo)
Spin-Echo
13C  Einpuls- Carbonyl-,  Carboxyl-, Aryl-O- und | [36][137] | [173][115]
experiment | Aryl-N-, Aryl-C- und Aryl-H-, O-CH,- | [61][159]
Fragmente, CH,(aliph.); ¥C aus Geriist | [82][198]
und von funktionellen Gruppen iiberlagern | [29][52]
sich teilweise (z.B. Carbonsduren und | [114]
Ester)
13C DEPT, quantitative Bestimmung der Strukturele- | [42][128] | [16][200]
QUAT, mente: C, CH, CH,, CHjs, isolierte CHg, | [130][43] | [68]
Spin-Echo Substitutionsgrad der Aromaten [175][129]
13C CPMAS Polysaccharid-Strukturen, aromatische und | [118][196]
aliphatische Komponenten, Carbonyle und | [119][6]
Carboxyle [127][55]
[81][120]
[
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NMR-Experiment | Strukturinformation A B
2D Experimente
J-aufgeloste Ex- | Bestimmung der Strukturelemente C, CH, | [42][130] | [200][68]
perimente CH,, CH;
homonukleare (*H,'H) Zwei- und Dreibindungs-Kopplung: | [176][167] | [200][138]
2D Experimente: | Substitutionsmuster aromatischer Ringe | [51] [83][123]
COSY, TOCSY, | (COSY); (*H,'H)-Kopplung iiber ein Spin- [45][68]
ROESY, NOESY | system (TOCSY); (*H,'H)dipolare Kopp- (69][67]
lung: Information iiber Protonendistanzen [83][57]
(ROESY) (NOESY) [58][69]
[69]
heteronukleare heteronukleare Einbindungskopplung; | [167] [176] | [123][69]
2D Experimente: | 'H!3C Konnektivitdten; Information iiber [69](83]
HMQC, HET- | Proton-Kohlenstoff-Bindung: ~ Kohlenhy- [57][58]
COR, XHCORR, | drate, Ether, Ester, CH,-Protonen in [158][155]
DEPT-HMQC, RCH,-Funktionalitéiten, aromatisch gebun- [156][200]
HMBC dene Methoxygruppen (HMQC, HETCOR,
XHCORR); editierte HMQC-Experimente
(DEPT-HMQC);  heteronukleare  Zwei-
und Dreibindungskopplung; Zuordnung
von nicht-protonierten Kohlenstoffatomen
(HMBC)
3D Experimente
HMQC-TOCSY | TOCSY-Spektren, die durch (*H,'3C)- [41][122]
Korrelation editiert werden [158]
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Tabelle 5.2: NMR-spektroskopische Verfahren zur Charakterisierung der Funktionalitéiten

von HS (Referenzen in Spalte A)und HS-verwandter Verbindungen (Referenzen in Spalte

B)
NMR-Experiment | Strukturinformation A B
1D Experimente
'"H Einpuls- austauschbare aromatische Protonen, Car- | [162][114] | [115]
experimente | boxylgruppen, aromatische und aliphati- | [176]
sche Hydroxylgruppen
13C Einpuls- in Kombination mit 'H-Experimenten oder [72][141]
experimente | Derivatisierung (z.B. Methylierung) Be- [187][178]
stimmung der Strukturelemente: S&uren, [115]
Ester, Ether, Phenole, Alkohole
15N derivatisierte HS: Carbonyle, Aromatizitét, | [185][184]
phenolischer Anteil, versch. funkt. Grup- | [93][111]
pen; Festkorper-NMR-Spektroskopie von | [6][126]
HS, Boden, Komposten
29Si  Einpuls- Substitution azider Protonen durch die Tri- | [186][105] | [146][38]
experimente, | methylsilylgruppe und Kombination mit [62][39]
INEPT, Methylierungsreaktionen: Bestimmung von [54][63]
DEPT Carboxyl-, sowie aromatischen und alipha- [170][178]
tischen Hydroxylanteilen
YR Substitution azider Protonen mit fluorhal- [62][17]
tigen Reagenzien [18][178]
sp underivatisierte HS: Phosphorsiure oder | [147] [72][10]
Phosphorséureester; derivatisierte HS: azi- [14][11]
de Protonen von Carboxyl-, sowie aroma- [9][12]
tischen und aliphatischen Hydroxylfunktio- [13][199]
nen [55][58]
170 Information iiber Gesamtsauerstoff: Ether, [94]

Ester, Sduren, Alkohole




80

KAPITEL 5. LITERATURUBERBLICK

NMR-Experiment | Strukturinformation A

2D Experimente

(*H,13C)- detaillierte chemische Umgebung funktio- | [vorliegend¢
neller Gruppen; Verbindung der Informatio- | Arbeit]

und
(1H7298i)—
HSQC

nen von Geriistfragmenten und Funktiona-
litdten; Einteilung verschiedener Hydroxyl-
gruppen, Unterscheidung aromatischer und
aliphatischer Carbonsduren, Nachweis von

tertidgren Hydroxylgruppen
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5.4 Die Silylierung von Huminstoffen, Ligni-

nen, Kohleextrakten und Erdolfraktionen und

anschlieende ?Si-NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie von silylierten Ligninen, Kohleextrakten und ihren relevanten Mo-
dellverbindungen ist eine etablierte Methode zur Bestimmung und Charakterisierung sau-
erstofthaltiger, funktioneller Gruppen. In Arbeiten zur strukturellen Untersuchung von HS
fand sie bisher kaum Anwendung.

Um die stark iiberlappenden ?’Si-NMR-Signale interpretieren zu koénnen, ist es nétig,
zunéchst Modellsubstanzen zu silylieren und deren chemische Verschiebung zu bestimmen.
Die hierbei erhaltenen Ergebnisse werden zur Interpretation der 2°Si-NMR-Spektren sily-
lierter Materialien herangezogen [38] [39] [63] [62] [54] [146] [178]. Da die chemischen Ver-
schiebungen der Lignin-Modellverbindungen fiir eine Analyse der HS-NMR-Spektren nicht
ausreichen, wurden im Rahmen dieser Arbeit weitere Modellverbindungen silyliert und die
chemische Verschiebung bestimmt (Kapitel 6).

Folgende Silylierungsmethoden werden fiir die Derivatisierung von Lignin, Kohleextrakten

und Erdolfraktionen beschrieben:

Tabelle 5.3: Silylierungsmethoden von Lignin, Kohleextrakten und Erdolfraktionen

Reagenz Losungsmittel | Reaktionsbedingungen | Substanz

HMDS Pyridin 50°C, 30 min Lignin [146]

HMDS/TMCS | CDCl, RT, 1h Erdolextrakte [62][63]

BSA/TMCS | — 60-70°, 1h Lignin [38][39]

HMDS/TMCS | Pyridin 50°C, 5min synthetischer Treibstoff [54]

HMDS/TMCS | Pyridin RiickfluB, 1h Kohleextrakte [178]

BSA — 50-70°, 1h Lignin-bezogene =~ Modellsub-
stanzen [170]

In der HS-Forschung wurde die Silylierung von Thorn et al. [186] eingefiihrt. Es folgte nur ei-
ne weitere Verdffentlichung von 2°Si-NMR-Spektren silylierter HS [105]. Beide Arbeitsgrup-
pen verwendeten eine Kombination von Methylierung und Silylierung zur Quantifizierung
von phenolischen und aliphatischen Hydroxylfunktionen (Tabelle 5.4).

Eine Reihe von Veroffentlichungen aus der Arbeitsgruppe Haider et al. [99] [100] [98]
[60] [195] beschreibt die Extraktion von HS-Fraktionen durch Silylierung von mit NaOH-
behandelten Boden mit TMCS in CHCIl3; und anschlieBender Extraktion mit Aceton.

Durch die Silylierungsreaktion wird eine groflere Menge an Xenobiotika extrahiert als
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mit herkdmmlichen Extraktionsverfahren. 3 C-NMR-Spektren weisen unabhiingig vom Bo-
den dasselbe Muster scharfer Linien auf, die in keinem NMR-Spektrum von mit NaOH-
extrahierten HS zu finden sind. Das fiir HS typische Signalmuster ist praktisch nicht vorhan-
den. Auffillig ist, dafl die *C-NMR-Spektren im Silylbereich keine Intensitiit aufweisen. Da
durch die Silylierung jeder *C-Kern, der ein azides Proton trigt, durch drei TMS-¥C-Kerne
ersetzt wird, sollte das Integral {iber den Silylbereich bei 0 ppm in derselben Gréflenordnung
liegen wie das gesamte restliche HS-NMR-Spektrum. Eigene Versuche an der Modellverbin-
dung Carminséaure, einer Huminséure, und eines Bodens, sowie einige Blindversuche werden

in Kapitel 6.1.3 erldutert und interpretiert.

Tabelle 5.4: Silylierungsmethoden fiir HS.

Reagenz Losungsmittel | Reaktionsbedingungen | Substanz
HMDS/Trifluoressigsiaure | Pyridin 25°C, 12h HS [186]
HMDS DMSO 50°C, 30 min HS [105]
TMCS/NaOH; CDCl; 20°C, 24h Boden [99] [100]

Azide Protonen von Ligninen, Kohleextrakten, Erdolfraktionen und HS konnten bisher
durch die ?°Si-NMR-Spektroskopie quantitativ erfafit werden. Eine qualitative Beurteilung
der Signale durch Vergleich mit Modellverbindungen wurde nur an Ligninen und Kohle-
extrakten, nicht aber an HS durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit werden 2D NMR-

Spektren silylierter HS vorgestellt, die eine detailliertere Strukturanalyse ermdglichen.



5.5. DIE '"O-NMR-SPEKTROSKOPIE 83

5.5 Die "O-NMR-Spektroskopie

Die "O-NMR-Spektroskopie wurde fiir die Bestimmung der chemischen Umgebung von
Sauerstoff in natiirlich vorkommenden Substanzen wie Aminoséuren [88] [191], Monosac-
chariden [89], L-Ascorbinséure [161], Sduren [87] [86], Steroiden [121] [177] und Fraktionen
von Kohledestillaten [94] herangezogen, fiir Huminstoffe bisher aber nicht eingesetzt. Die
17O-NMR-Signale von Fraktionen von Kohledestillaten sind auf Phenole, Furane und Car-
bons#uren zuriickzufiihren. Ein 1"O-NMR-Spektrum des gesamten Destillats konnte jedoch
nicht aufgenommen werden.

Ein wesentliches Kriterium fiir die Parametrierung der Experimente und der Qualitéit der
17O-NMR-Spektren sind die geringe natiirliche Haufigkeit und die Relaxationseigenschaften
der "O-Kerne. Der 1"O-Kern besitzt ein Quadrupolmoment, welches wegen der damit ver-
bundenen sehr kurzen Relaxationszeiten zu breiten Signalen fiihrt. Zusétzlich nimmt mit
steigender Molekiilgrofle die transversale Relaxationszeit Ty ab. Die Resonanzlinien wer-
den extrem breit (bis 2500 Hz) und das Signal-Rausch-Verhéltnis kann soweit abnehmen,
bis keine Signale mehr registriert werden kénnen. Ein 1"O-NMR-Spektrum von Cholesterol
(M=375gMol™!) bei natiirlicher Hdufigkeit konnte in [177] nicht aufgenommen werden.
Die T;-Relaxationszeit betriigt fiir das angereicherte [33 — 17O]Cholesterol 417 us, fiir H,O
hingegen 37.4ms, d.h. Cholesterol relaxiert etwa 100 mal schneller als HyO. In [121] werden
die 17O chemischen Verschiebungen nicht-angereicherter Steroide ermittelt. Die Experimen-
te wurden bei 90 °C aufgenommen, um die Loslichkeit der Verbindungen zu erhéhen und
die Linienbreite zu verkleinern.

Die extreme Verkiirzung der T;-Relaxationszeit mit steigender Molmasse wird in [131] und
in [177] néher erliutert. In einer wifrigen Losung von D-Glukose (M =180gMol™!) bei
75°C betragt der T1-Wert 9ms fiir den Wassersauerstoff, wiahrend die T;-Werte weniger
als 0.5 ms fiir den Sauerstoff der Glukose betragen. Die Relaxationszeit Ty von [35 —
I7O]Cholesterol in CD3CN betrigt 417 us, fiir internes Hy'"O bei natiirlicher Haufigkeit
37.40 ms. Dieser Effekt muf fiir die Aufnahme von “O-NMR-Spektren von Biopolymeren
wie HS berticksichtigt werden.

Weiterhin sind in der Literatur Datensétze fiir eine Vielzahl an kleinen organischen Mo-
lekiilen verfiigbar; beispielsweise aromatische Carbonyle [34] [50], Aldehyde und Ketone
[44], Amide [90], Ester, Ether und Alkohole.



Kapitel 6

Ergebnisse der methodischen

Entwicklung

6.1 Optimierung der Synthesebedingungen fiir die Si-

lylierungsreaktion

Kriterien fiir eine optimale Silylierungsreaktion von Huminstoffen sind quantitative Deriva-
tisierung der aziden funktionellen Gruppen, keine Nebenreaktionen des Huminstoffes, sowie

giinstige Eigenschaften des silylierten Produktes fiir die NMR-Spektroskopie.

Wie in Kapitel 3 ausfiihrlich erldutert, kommen fiir eine weitgehend quantitative Si-
lylierung sauerstoffhaltiger funktioneller Gruppen folgende Silylierungsreagenzien in Be-
tracht: BSTFA, BSA, MSTFA, TMSDEA, BSTFA/TMCS, BSA/TMCS, HMDS/TMCS,
TMSIM/BSTFA(BSA)/TMCS, TMCS/Base. Diese Reagenzien kénnen kombiniert werden
mit den Losungsmitteln Pyridin, DMF, DMSO, CHCl3 und Acetonitril. Einige dieser Kom-
binationen wurden an Carminsaure, die die wesentlichen fiir HS relevanten Strukturelemente

besitzt, getestet.

Sollen Nebenreaktionen vermieden werden, miissen schonende Synthesebedingungen
gewahlt werden, wie tiefe Temperaturen und die Vermeidung von starken Sduren und Ba-
sen. Eine Reihe an Verdffentlichungen beschreiben Nebenreaktionen, die durch TMCS und

Reagenzmischungen, die TMCS enthalten, verursacht werden.

Fiir qualitativ gute NMR-Spektren sind Reagenzien und Losungsmittel zu bevorzugen, die
keine durch Uberlagerung mit Huminstoffsignalen stérenden Signale erzeugen. Der Vorteil
von BSTFA gegeniiber BSA und MSTFA ist, daB im Protonenspektrum keine zusétzli-
chen Protonensignale vorhanden sind. Als Losungsmittel sind Pyridin, DMF und DMSO

geeignet, in denen die Huminstoffe weitgehend 16slich sind.
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6.1.1 Optimierung der Silylierung an einer Modellverbindung

Anhand einer einfachen Modellverbindung konnte die Silylierungsreaktion mit unterschied-
lichen Reagenzien und Losungsmitteln untersucht und beziiglich ihrer Eignung als Deriva-
tisierungsmethode von HS bewertet werden. Carminséure, die wesentliche sauerstoffhaltige
funktionelle Baueinheiten von HS enthélt, wurde mit literaturbekannten und abgewandel-
ten Methoden auf die Silylierbarkeit der unterschiedlichen Gruppen hin getestet. Die De-
rivatisierungsprodukte wurden zur Beschreibung der Synthese NMR-spektroskopisch iiber-
priift und zur Quantifizierung soweit moglich integriert. Abb. 6.1 zeigt das *H,*Si-HMQC-

Spektrum einer unvollstdndig und einer quantitativ silylierten Carminséure.

Abbildung 6.1: (*H,?°Si)-HMQC-NMR-Spektrum einer nicht quantitativ silylierten Car-

minsédure (links) und einer quantitativ silylierten Carminséure (rechts).
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Carminsaure

Die Vollstéandigkeit einer Silylierungsreaktion kann anhand des Verteilungsmusters der Si-
gnale leicht bewertet werden. Uneinheitlich silylierte Funktionen verursachen durch Substi-
tuenteneffekte geringe Anderungen der chemischen Verschiebung benachbarter Signale und
damit eine Verteilung der Kreuzsignale auf jeweils mehrere Resonanzen. Das dann vorlie-
gende Gemisch mehrerer dhnlicher Verbindungen (teilweise silylierte Carminséuren) liefert
statt eines einzigen Kreuzsignals iiberlagerte Signalgruppen mit Resonanzfrequenzen, die
angenédhert den jeweiligen Positionen des vollstédndig silylieren Molekiils entsprechen. Jedes
Signal einer solchen Gruppierung représentiert eine Silylgruppe in einem definierten, nicht
an allen Positionen silylierten Molekiil. Jede Gruppierung spiegelt somit auch die Hetero-
genitdt eines Gemisches von nur teilweise silylierten Carminsduren wieder. Nur ein einziges
Silylierungsprodukt liegt vor, wenn, wie im rechten Spektrum der Abb. 6.1 gezeigt, jede
derivatisierte funktionelle Gruppe nur durch ein einziges Kreuzsignal reprisentiert wird.

Aufler der Vollstandigkeit der Derivatisierung wurden die NMR-Spektren silylierter Car-

minsaure nach weiteren Kriterien bewertet:
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e Jede sauerstofthaltige funktionelle Gruppe, deren azides Proton durch eine Trimethyl-
silylgruppe substituiert wurde, muf} ein Signal im (*H,?Si)-NMR-Spektrum zeigen.
Die Vollstédndigkeit kann anhand des Zuckerbereichs im Protonenspektrum beurteilt

werden.
e Die Signale sollen eine moglichst geringe Linienbreite besitzen.

e Die Integrale der Signale sollen bei quantitativer Silylierung fiir jede funktionelle

Gruppe gleich grof sein.

e Signale von Nebenprodukten des Silylierungsreagenz sollen in den NMR-Spektren

silylierter Huminstoffe mit den Signalen der Huminstoffe iiberlappen.

e Es diirfen keine zusétzlichen Signale vorhanden sein, die durch Nebenreaktionen, wie

beispielsweise Etherspaltung und Enolisierung von Ketonen erzeugt worden sind.

In Abb. 6.2 sind die (*H,?*Si)-HMQC-NMR-Spektren und die Protonen-Spektren des Koh-
lenhydratbereichs, die fiir die Bewertung herangezogen wurden, aufgelistet. Die Silylierung,
die Carminséure am quantitativsten silyliert und aussagekrafige NMR-Spektren liefert, wird
mit BSTFA oder BSA als Trimethylsilyldonor im Uberschufi in DMSO bei Raumtempera-
tur durchgefiihrt. Signale, die auf Nebenprodukte der Carminsédure hindeuten, sind nicht
vorhanden. Die Relaxationszeiten der Trimethylsilylprotonen sind fiir die Aufnahme von
inversen, heteronuklear korrelierten Spektren ausreichend grofi.

Die Reaktion von BSTFA in Pyridin oder DMF fiihrt nicht zu vollstandig silylierten Pro-
dukten.

Unter einigen Reaktionsbedingungen werden nicht alle Kreuzsignale silylierter Modellver-
bindungen des HMQC-NMR-Spektrums beobachtet, obwohl im entsprechenden Verschie-
bungsbereich im 'H-NMR-Spektrum Resonanzen mit grofier Linienbreite auftreten. Kurze
Relaxationszeiten verursachen durch einen schnell abklingenden FID ein NMR-Signal mit
geringer Intensitét, das zudem in der F2-Achse stark verbreitert ist.

Fiir eine Abschitzung der Menge an Silylierungsreagenz, die fiir eine weitgehend quan-
titative Silylierung nétig ist, wurden unterschiedliche Mengen einer in DMSO geldsten
Carminséaure zugegeben. Abb. 6.3 zeigt das Verhalten der Signalgruppen bei verschiede-
nen Mengen des Silylierungsmittels. Bei einer Zugabe von 260% BSTFA entstehen aus den
Signalgruppen definierte, scharfe Peaks. Bei Anlegen von Vakuum zur Entfernung der Ne-
benprodukte wird eine Aufteilung der Signale auf Peakgruppen beobachtet. Die silylierte
Carminsdure hat unter dem angelegten Vakuum TMS-Gruppen abgespaltet. TMS-Signale
des Silylierungsreagenzes BSTFA sind nur bei grofem UberschuB und ziigigem Messen zu
beobachten. Das eingesetzte N,O-BSTFA reagiert zu N-(Trimethylsilyl)trifluoroacetamid
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Abbildung 6.2: Vergleich einiger literaturbekannter Silylierungsmethoden anhand von
(*H,*Si)-NMR-Spektren und "H-NMR-Spektren silylierter Carminséuren.

Methode 'H,29Si-NMR-Spektrum '"H-NMR-Spektrum des Zucker-
Bereichs und Bewertung
Pyridin:
HMDS MAMWJJ
50°C - T 16 55 50 45 40 35
1146] = — 8('H) [ppm]
. > g ] 183 Verteilung von Kreuzsignalen und Pro-
i; i 20§ tonensignalen auf mehrere Resonanzen,
- - % F22~
= ° £ 048 uneinheitlich = silylierte Carminséure.
- ‘i 726»0 Keine vollstéandige Silylierung.
¥ 28
0.4 0.2 0.0
8("H) [ppm]
Pyridin:
L S N Y Yo
60°C 16 55 50 45 40 35
[125][168] =1 . o foeml .
VDB = —. Keine vollstdndige Silylierung. Signal-
- 20§ :
- a verbreiterung.
22~
= - &
=, ar
= F26
r28
0.4 0.2 0.0
8("H) [ppm]
Pyridin:
Y T T
20°C 16 55 50 45 4.0 35
f - 5("H) [ppm]
} ) - 7185 Signalgruppen statt einzelner Signale.
= 203 Keine vollstéindige Silylierung.
.o 22§
i‘ : *24%
, - 26
28
0.4 0.2 0.0
8("H) [ppm]




88 KAPITEL 6. ERGEBNISSE DER METHODISCHEN ENTWICKLUNG

DM
psTeA e DN TS
60°C 16 . :
[39] > .'o - 6(1H) [ppm]
° : ’18€ Signalgruppen mit sehr vielen Peaks
b 20§ aufgrund grofier Anzahl unterschiedlich
o 22~
s : -, 43") silylierter Molekiile. Keine vollstandige
¥ - 26»0 Silylierung.
' : -28
0.4 0.2 0.0
8("H) [ppm]
DMEF:
e L)L T
20°C 16 55 50 45 40 35
- 8(*H) [ppm]
T2 = 18§ Signalgruppen statt einzelner Signale.
T EZE Keine vollstindige Silylierung.
- @
Tse 245
e . - 26
28
0.4 0.2 0.0
5(*H) [ppm]
DMEF:
TMCS Y.
20°C 55 50 45 40 35
= Breite Signale im 'H-NMR-Spektrum,
2  die durch schnelle Relaxation ver-
é’_l ursacht werden. Im 'H?Si-NMR-
© Spektrum werden keine Kreuzsignale
erhalten. Keine Signale der phenoli-
0.4 6(1H(§'[2 ]0-0 schen Gruppen im 'H-NMR-Spektrum
ppm
des Silylbereichs.
CDCls:
TMC; Carminsaure 16st sich nicht, Losung
bleibt klar.
20°C,[99]]100]
Acetonitril:
COrOnIt Carminséaure 16st sich nicht.
20°C,[189][190][125]




6.1. OPTIMIERUNG DER SYNTHESEBEDINGUNGEN 89

04 02 00
3(*H) [ppm]

DMSO:
mos L bk
55°C . 16 55 50 45 4.0 35
[105] s - 5("H) [ppm]
8 - 18 Keine vollstéindige Silylierung.
- . r20§
- F222
- - . %)
2 B
e - 26
XY 728
04 02 00
8("H) [ppm]
DMSO:
Y
20°C ) 16 55 50 45 4.0 35
: 8(*H) [ppm]
' 0 18 Signalverbreiterung im Protonenspek-
ao }20%_ t
g rum
@‘ ] ;22_/(/;)\
RN 24
?26
- 28
04 02 00
8("H) [ppm]
DMSO:
TMSIM / BSTFAMLM M wl )
TMCS 55 50 45 40 35
20°C ¢ 8(H) [ppm]
Q = ° ’18€ Keine vollsténdige Silylierung. Kein
[74) ° 720& einheitliches Produkt.
® g0 722@
- 26
! - 28




90 KAPITEL 6. ERGEBNISSE DER METHODISCHEN ENTWICKLUNG
DMSO:
sstenjies ) LS o A
55°C - 16 55 50 45 40 35
. 8("H) [ppm]
8 - " ’18€ Signalgruppen fiir alle silylierbaren
720@ Protonen.  Unvollstandig silyliertes
22~
.- = P Produkt.
.: - o
2 F26
r28
0.4 0.2 0.0
5("H) [ppm]
DMSO:
s L I
20°C 16 55 50 45 40 35
R 3(*H) [ppm]
s - g 18€ Definierte, scharfe Signale im (*H,?Si)-
20
22§ NMR-Spektrum ~ und  'H-NMR-
- » 45 Spektrum. Vollstdndige Silylierung.
:" g 26»0 Keine Signale, die auf Nebenreaktionen
- 28 der Carminséure deuten.
0.4 0.2 0.0
5('H) [ppm]
DMSO:
O Y
20°C 16 55 50 45 40 35
; 3(*H) [ppm]
° . glgg Qualitativ gleiche Spektren wie mit
gzoﬁ BSTFA. Gleiche Silyierungseigenschaf-
F22~
- i24gu> ten wie BSTFA, aber im 'H-NMR-
m. . §26b0 Spektrum zusétzliche Protonen der
- 28 BSA-Methylgruppe.
0.4 0.2 0.0
8('H) [ppm]




6.1. OPTIMIERUNG DER SYNTHESEBEDINGUNGEN 91

weiter, welches mit §(*Si)=10.6 ppm und §(*H) =0.31 ppm auBerhalb des Bereiches von

silylierter Carminséure und silylierten Huminstoffen liegt .

Die Ausbeute der an Carminsédure optimierten Silylierungsreaktion wurde an vielen Modell-
verbindungen, wie Carbonséduren unterschiedlicher Aziditét oder Verbindungen mit einge-
schrankter raumlicher Zugéanglichkeit iiberpriift. In Tabelle 6.1 sind die durch Integration
von 'H-NMR-Spektren erhaltenen Umsiitze der silylierbaren Protonen aufgelistet. Aufgrund
des geringen Verschiebungsbereichs der Trimethylsilylprotonen und den daraus resultieren-
den Uberlagerungen einzelner Peaks im 'H-NMR-Spektrum kénnen die ermittelten Werte je
nach Anzahl funktioneller Gruppen der Ausgangssubstanz nur auf 1-5 % genau angegeben
werden. Wahrend unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen aromatische und aliphati-
sche Sauren praktisch quantitativ derivatisiert werden, liegen die Werte von aliphatischen
priméren und sekundiren Hydroxylgruppen sowie phenolischen Unterstrukturen bei 75 bis
100% . Die Silylierung von Lysin zeigt, dafy auler den sauerstoffhaltigen funktionellen Grup-
pen auch Amine unter den optimierten Derivatisierungsbedingungen silyliert werden (88 %).
Die §(*Si)-Werte liegen mit 3.6 und 2.3 ppm, bezogen auf die 6(?°Si)-Werte der Silylether
und Silylester, deutlich hochfeldverschoben.

Tabelle 6.1: Umsétze der Silylierungsreaktion bezogen auf funktionelle Gruppen der Aus-

gangssubstanzen in %.

Modellverbindung -COOH C,-OH C,;-OH
Quercetin - 98 -
Saccharose - - 88
D-Glucarséure-1,4-lacton 99 - 99
meso-Butan-1,2,3,4-tetracarbonsaure 99 - -
R(-)Mandelséure 100 - 91
Tetrahydrofuran-2,3,4,5-tetracarbonséure 99 - -
trans-DL-1,2-Cyclopentandicarbonséure 100 - -
Benzoesédure 99 - -
Vanillinsdure 100 iiberlagert —
L(+)-Weinséure 100 - 94
Salicylsdure 100 83 -
Syringylséure 98 76 -

Phthalsaure 99 - -
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Abbildung 6.3: Weitere Untersuchung der Methode BSTFA /DMSO.
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6.1.2 Silylierung von Huminstoffen

Neben Carminsdure wurde auch ein aquatischer Huminstoff (MPDOM) nach literaturbe-
kannten Methoden silyliert, die fiir die Silylierung von Ligninen und Huminstoffen ver-
wendet wurden. Die aufgenommenen (*H,?Si)-NMR-Spektren sind wie die Spektren der
silylierten Carminsédure von unterschiedlicher Qualitdt. Die Spektren der drei mit BSTFA
silylierten HS zeigen das erwartete Muster von Silylether und Silylester. Es lassen sich die
Bereiche von Silylethern und Silylestern unterscheiden. Die vertikalen verrauschten Linien
(t;-Rauschen) sind auf die Anwesenheit groer Mengen an Nebenprodukten zuriickzufiihren,
deren Resonanzsignale sich auflerhalb des abgebildeten Ausschnitts befinden. Das letzte
Spektrum der Abb. 6.4 wurden nach der in Kapitel 6.1.1 optimierten Methode aufgenom-

mern.
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Abbildung 6.4: Vergleich einiger literaturbekannter Silylierungsmethoden anhand von
1H,29Si-NMR-Spektren und 'H-NMR-Spektren eines silylierten aquatischen Huminstoffes.
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6.1.3 Das Silylierungsverfahren nach Haider et al.

Ein trockener Boden wurde mit TMCS geméafl der von Haider et al. etablierten Prozedur
[99] [100] silyliert. Unter Stickstoffatmosphére wurde der Boden in Natronlauge suspendiert
und anschliefend gefriergetrocknet. Fiir die Silylierungsreaktion wurde der vorbehandelte
Boden in CHCI3 suspendiert, NaOH und TMCS zugegeben und iiber Nacht bei Raum-
temperatur geschiittelt. Nach Abzentrifugieren wurde der Riickstand mit Aceton in einer
Soxhlet-Apparatur extrahiert und das so erhaltene gelblich gefirbte Extrakt mit dem eben-
falls gelblichen CHCl3-Extrakt vereinigt. Nach der Entfernung fliichtiger Produkte im Va-
kuum wurde die dunkelbraune, 6lige Fliissigkeit in CH5Cly aufgenommen und mit Eiswasser
zur Spaltung silylierter Metallverbindungen eine Minute geschiittelt. Die organische Phase

wurde sofort mit NasSO, getrocknet und das Losungsmittel erneut abgezogen.

Zur NMR-spektroskopischen Untersuchung wurde das Produkt in CDCl3 gelost. Die erhal-
tenen NMR-Spektren dieser Substanz sind in der ersten Spalte der Abb. 6.5 abgebildet.

Es fallt auf, dafl das Protonenspektrum der silylierten Bodensubstanz kaum Resonanzen
im Silylbereich bei 0.5—0.0 ppm aufweist. Werden azide Protonen einer Substanz durch die
TMS-Gruppe substituiert, so mufl das Integral der Silylgruppe, die neun Protonen enthélt,
um den Faktor neun grofler sein. Da das Verhéltnis der Integrale 30:1 betragt, liegt der
Anteil der substituierten Protonen bei ﬁ, d.h. 0.37%. Literaturgemif liegt der Anteil
silylierbarer Carboxyl- und Hydroxylfunktionen jedoch bei 20-30%. Es wurde demnach

hochstens % der silylierbaren Funktionen silyliert.

Fiir diese Beobachtung sind zwei Erklarungen denkbar: Das Reaktionsprodukt enthélt
hochstens 1 % silylierte Bodensubstanz, 99 % sind Nebenprodukte, die keine TMS-Gruppen
enthalten oder es handelt sich um ein grofitenteils unsilyliertes Losungsmittelextrakt des
Bodens. Um diese beiden Moglichkeiten zu iiberpriifen, wurden zwei weitere Reaktionen

durchgefiihrt und deren Reaktionsprodukte NMR-spektroskopisch untersucht.
Es wurde eine Blindreaktion durchgefiihrt, bei der das Silylierungsreagenz TMCS durch eini-

ge Tropfen Salzsdure ersetzt wurde. Das 3C-NMR-Spektrum der erhaltenen Substanz weist
dasselbe Huminstoff-unspezifische Muster (Spalte 2) auf wie die von Haider et al. veréffent-
lichten Spektren. Sowohl die Protonenspektren als auch die (*H,"*C)-HMQC-Spektren sind
einander sehr dhnlich. Das Silylierungsreagenz besitzt demnach keinen Einflul auf das

Reaktions- bzw. Extraktionsprodukt.

Zur Uberpriifung, ob es sich bei den gelblichen Substanzen um ein Extrakt der organischen
Bodensubstanz handelt oder um Polymerisationsprodukte des Losungsmittels, wurde eine
weitere Blindreaktion durchgefiihrt, dessen NMR-Spektren in der dritten Spalte abgebildet
sind. Fiir diese Reaktion wurde weder das Silylierungsreagenz noch der Boden eingesetzt.

Aceton wurde mit einigen Tropfen Salzsdure in Anwesenheit von NaOH|, erhitzt bis sich



97

6.1. OPTIMIERUNG DER SYNTHESEBEDINGUNGEN

Abbildung 6.5: NMR-Spektren einer nach Haider et al. silylierten Bodensubstanz und zweier

Blindproben.
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die Losung gelblich farbte. Die in den NMR-Spektren der ersten beiden Substanzen domi-
nierenden Signale stimmen mit den Signalen des Aceton-Polymerisates iiberein.

Aus diesen Ergebnissen resultiert, dafl das nach der Methode von Haider et al. erhaltene
Produkt zum einen aus einem Losungsmittelextrakt des Bodens und zum anderen aus
dem Polymerisationsprodukt von Aceton besteht. Nur ein verschwindend kleiner Anteil
des Produktes liegt in silylierter Form vor.

Diese Methode ist fiir die NMR-spektroskopische Charakterisierung der Funktionalitdt von
HS aus folgenden Griinden nicht geeignet:

e Nur ein Bruchteil der organischen Bodensubstanz wird erfafit. Losungen, die terre-
strische HS enthalten, besitzen die fiir HS typische tiefe schwarzbraune Farbung. Die

Losung dieses Produktes ist hingegen hell-gelblich.

e Das Produkt liegt weitgehend underivatisiert vor und ist daher fiir die ?°Si-NMR-
Spektroskopie ungeeignet.

e Die Signale des Bodenextraktes werden von Signalen der Acetonpolymerisate iiberla-

gert.

e Bereits isolierte HS konnten mit diesem Verfahren nicht gelost und somit nicht silyliert

werden.

In Kapitel 6.1.1 wurde diese Silylierungsmethode an der Modellverbindung Carminséure

iiberpriift. Die Reaktionslosung blieb klar, die Carminsdure wurde nicht silyliert.
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6.2 Auswahl der 1D-NMR-Experimente und Optimie-

rung der Parameter

6.2.1 Die 'H-NMR-Spektroskopie

Einpulsexperiment

Fiir die Aufnahme von 'H-NMR-Spektren wurden die in der Literatur iiblichen Parame-
tersitze verwendet (s. Tabelle 6.2). Die Bedeutung der Parameter ist in Kap. 4 ausfiihrlich

erlautert.

Tabelle 6.2: Aufnahme- und Prozessierungsparameter fiir ' H-Einpuls-Experimente von HS.

Aufnahmeparameter

Probenkopf 5mm BBI oder 5mm BBO
Frequenz des 'H-Kerns 500.13 MHz
spektrale Breite ca. 15000 Hz
Akquisitionszeit 0.546 bis 1.091 s
Anzahl der Meflpunkte in der Zeitdoméne 16384 oder 32768
Relaxationsdelay 2.0 s
Pulslinge 30°: 'H-Kern 4.2 oder 3.3 us
Prozessierungsparameter

Nullpunktfiillung (Anzahl komplexwertiger Punkte nach FT) 32768 oder 65536
Filter Exponentialfunktion
Linienverbreiterungsfaktor 3 Hz

Eindimensionale Version der NOESY-Sequenz mit Vorsittigung

Fiir die eindimensionale Version der NOESY-Sequenz mit Vorséittigung wihrend des Rela-
xationsdelays und der Mischzeit wurde der in Tabelle 6.3 aufgefithrte Parametersatz ver-
wendet.

In Abb. 6.6 ist das Protonenspektrum von BS1FA in NaOD-Losung, das mit der NOESY-
Sequenz aufgenommen worden ist, dem Einpulsspektrum gegeniibergestellt. In beiden Spek-
tren sind die austauschenden Protonen in dem H;O-Peak bei 4.8 ppm enthalten, der im
NOESY-Experiment unterdriickt wird. Die Spektren repréasentieren die als ” Geriistproto-

nen* der HS-Molekiile bezeichneten Protonen.
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Tabelle 6.3: Aufnahme- und Prozessierungsparameter fiir eindimensionale NOESY-

Experimente mit Vorsattigung.

Aufnahmeparameter
Probenkopf 5mm BBI
Frequenz des 'H-Kerns 500.13 MHz
spektrale Breite 15015 Hz
Akquisitionszeit 0.273 s
Anzahl der Mefipunkte in der Zeitdoméne 8192
Relaxationsdelay 2.0 s
Mischzeit 0.200 s
Pulslinge 90°: 'H-Kern 12.6  pus
Prozessierungsparameter
Nullpunktfiillung (Anzahl komplexwertiger Punkte nach FT) 32768
Filter Exponentialfunktion
Linienverbreiterungsfaktor 3 Hz
Abbildung 6.6: Vergleich verschiedener Pulssequenzen.

a: NaOD

Einpulssequenz
b: NaOD

mit Vorsattigung
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6.2.2 Die ¥Si-NMR-Spektroskopie

2Si-NMR-Spektren werden durch invers-gated entkoppelte Experimente oder durch die
INEPT-Pulssequenz aufgenommen. Die INEPT-Sequenz bietet den Vorteil, dafl durch Po-
larisationstransfer und kiirzere Relaxationsdelays eine wesentliche Verbesserung der Spek-
trenqualitit bei geringem Verlust der Quantifizierbarkeit verbunden ist (s. Kapitel 4.6). In-
wieweit die refokussierte INEPT-Technik die Anteile der Silylether und -ester im Vergleich
zu dem invers-gatad-entkoppelten Experiment wiederspiegelt, wurde an der aquatischen
Fulvinsdure HO10FA iiberpriift. In Abb. 6.7 sind die mit dquivalenten Parametersidtzen
gemessenen Spektren abgebildet. Die Mefzeit betrug fiir beide Spektren 7h bei einer Sub-
stanzmenge von 30mg. Da fiir Spektren mit Polarisationstransfer nur die Relaxationszeit
der Protonen beriicksichtigt wird, die sehr viel kiirzer ist als die der ?°Si-Kerne, wurde fiir
die Aufnahme des INEPT-Spektrums ein Relaxationsdelay von nur 5s gewéhlt. Der Re-
laxationsdelay des invers-gated Experiments betrug 30s. Die Anzahl der im Mefzeitraum
addierten Scans konnte so von 897 auf 4200 erhoht werden. Durch Polarisationstransfer
wurden die Signale zusétzlich verstiarkt (s. Kapitel 4.6).

Abb. 6.7 veranschaulicht die grofie S/N-Verbesserung durch die INEPT-Technik.

Abbildung 6.7: Vergleich des invers-gated *’Si-Experiments mit der refokussierten 2°Si-
INEPT-Technik anhand der Spektren von silylierter HO10FA.
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Die Integrale betragen:

Experiment

33-22.5ppm 22.5-14ppm

Silylether

invers-gated Experiment

refokussiertes INEPT-Experiment

25 %
25 %

Die aus der Integration der 2?Si-NMR-Spektren erhaltenen Werte fiir Carboxylgruppen und

aromatische, sowie aliphatische Hydroxylfunktionen sind im Rahmen der Integrationsgenau-

igkeit von ca. 1% gleich. Die refokussierte INEPT-Technik ist somit fiir die Untersuchung

der chemischen Umgebung der 2°Si-Kerne silylierter Huminstoffe geeignet. Sie liefert quanti-

tative Ergebnisse bei erheblicher Mefzeitersparnis durch gréfleres Signal-Rausch-Verhéltnis

[168].

Tabelle 6.4: Aufnahme- und Prozessierungsparameter fiir refokussierte INEPT-Experimente

von HS.
Aufnahmeparameter
Probenkopf multinuklear 5mm BBO
Frequenz des 2?Si-Kerns 99.36 MHz
spektrale Breite 4960 Hz
Akquisitionszeit 0.826 s
Anzahl der Mefipunkte in der Zeitdoméne 8192
Relaxationsdelay 5.0 s
Pulslinge 90°: 2?Si-Kern 11 us
Pulslinge 90°: 'H-Kern 10 ps
Kopplungskonstante 2J(Si,H) 6.8 Hz
dl=1/4J 0.0368 s
d2=0.108-J~* 0.0159 s
Entkopplung WALTZ-16
Prozessierungsparameter
Nullpunktfiillung (Anzahl komplexwertiger Punkte nach FT) 8192
Filter Exponentialfunktion
Linienverbreiterungsfaktor 25 Hz
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6.2.3 Die PC-NMR-Spektroskopie

Die Aufnahmen von *C-NMR-Spektren zur Untersuchung des Silylbereichs silylierter HS
wurden mit der invers-gated Entkopplungstechnik durchgefiihrt. Diese Technik ist die am
héufigsten verwendete Pulssequenz fiir die Untersuchung von HS und wird routineméflig zur
Bestimmung der Verteilung von Kohlenstoff in HS herangezogen. Dieses Experiment liefert
"H-entkoppelte 3 C-NMR-Spektren ohne Signalverstirkung durch den NOE, der zu einer
Verzerrung der Signalintensitédten aufgrund der unterschiedlichen chemischen Umgebungen
der BC-Kerne im HS-Molekiil fiihren wiirde. Die erhaltenen Spektren sind niherungsweise
quantitativ verglichen mit der konventionellen Einpulstechnik. Da die '*C-Kerne der TMS-
Gruppen #hnliche chemische Umgebungen aufweisen und somit gleiche Relaxationseigen-
schaften besitzen, kénnen die Silylbereiche der *C-NMR-Spektren quantitativ ausgewertet
werden.

Die ¥C-NMR-Experimente wurden mit folgenden Aufnahme- und Prozessierungsparame-

tern durchgefiihrt:

Tabelle 6.5: Aufnahme- und Prozessierungsparameter fiir invers-gated-entkoppelte '3C-

Experimente von HS.

Aufnahmeparameter

Probenkopf 5mm BBO, 5mm BBI
Frequenz des '3C-Kerns 125.76 MHz
Spektrale Breite 35211 oder 37594 Hz
Akquisitionszeit 0.440 bis 0.930 s
Anzahl der Mefipunkte in der Zeitdoméne 32768 oder 65536
Relaxationsdelay 75 s
Pulslinge 90°: *C-Kern 10.5 oder 10.8 pus
Entkopplung WALTZ-16
Prozessierungsparameter

Nullpunktfiillung (Anzahl komplexwertiger Punkte nach FT) 32768
Filter Exponentialfunktion
Linienverbreiterungsfaktor 3 Hz
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6.3 Awuswahl der 2D-NMR-Experimente und Optimie-

rung der Parameter

6.3.1 Berechnung der Gradientenverhéltnisse

Die gepulsten Feldgradienten G, G5 miissen so gewihlt werden, dafl Gleichung 4.52 erfiillt
ist. Nach dem Kohérenzleveldiagramm (Abb. 4.7) ergibt sich mit vg; = —£yp fiir das
(H,??Si)-HSQC-Echo:

1
+2 G =1:Gy=0 (6.1)
Fiir das Antiecho gilt:
1
_E.Gl_l.GQZQ (6.2)

Fiir die Echos wurde das Gradientenverhéltnis G:Go=5:41 gew#hlt und fiir die An-
tiechos G : Go = —5: +1. Entsprechend wurden fiir die (H,"*C)-Experimente die Gradien-
tenverhéltnisse 4:+1 und —4:+1 gewéhlt.

6.3.2 Experimentelle Ermittlung einer geeigneten NMR-Technik

Unter Beriicksichtigung der Eigenschaften der NMR-Experimente, die in Kapitel 4.2 vorge-
stellt worden sind, wurden verschiedene Pulssequenzen auf ihre Leistungsfahigkeit beziiglich
ihrer Empfindlichkeit und Artefaktbildung iiberpriift. Es wurden 2D NMR-Spektren aufge-
nommen, miteinander verglichen und bewertet. In Abb. 6.8 sind die aufgenommenen Spek-
tren abgebildet und die Eigenschaften der Experimente tabellarisch zusammengefafit.

Nach qualitativer Bewertung der 2D-NMR-Spektren eignet sich das gs-HSQC-Experimente
ohne PEP fiir die Untersuchungen von HS am besten. Dieses Experiment bietet das grofite
Signal-Rausch-Verhéltnis ohne zusétzliche Artefakte, wie sie bei dem Experiment mit PEP
(Uberlagerung einer Sinusfunktion) auftreten. Das ¢;-Rauschen der Nebenprodukte wird

durch den Einsatz der Gradientenspektroskopie weitgehend unterdriickt.

6.3.3 Ermittlung von geeigneten Prozessierungsparametern

Fiir die heteronuklear korrellierten 'J (*H,'*C)- und 2J (*H,?Si)-HSQC-Spektren der Silyl-
bereiche wurden exponentielle und sinusférmige Funktionen in F; und Fy getestet. Die Form

der Sinusfunktionen, mit denen die Daten multipliziert werden, entspricht

t s

in (7 — —==) - —— +
AT SsB’ A0 T SsSB

), 0<t<AQ (6.3)
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Abbildung 6.8: Vergleich verschiedener NMR-Pulssequenzen anhand von (1H,?Si)-NMR-

Spektren silylierter BS1FA.
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NMR-Experiment 1H,29Si-NMR-Spektrum Beschreibung des 2D-
NMR-Spektrums

gs-HSQC mit PEP: (*H,X)-
Korrelation mit doppeltem
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Eine Sinuswelle wird mit grofien S5 B-Werten erhalten; eine reine Cosinuswelle mit SSB =
2. Die Werte SSB = 3,4, 5,6... entsprechen Mischfunktionen. Die FID der *J (*H,*3C)- und
2J (*H,?Si)-HSQC-Experimente wurden in Fy mit SSB = 3 prozessiert. In F; wurde das
Quadrat der Funktion 6.3 mit SSB = 3 als Filterfunktion gewéhlt.

Diese Filter-Funktionen bieten ein gutes Signal-Rausch-Verhéltnis bei ausreichend struktu-
rierten Spektren. Abb. 6.9 veranschaulicht die Effekte der Filterung: Werden Funktionen
gewahlt, die die Signale stark verbreitern, so sind Detailstrukturen nicht mehr erkennbar,
werden hingegen Funktionen gewihlt, die eine Peakverschmélerung bewirken, so nimmt das
Signal-Rausch-Verhiltnis stark ab. Eine umfangreichere Erlduterung der Filtermdoglichkei-

ten findet sich in Kapitel 4.4.
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Den Einflufl von unterschiedlichen Inkrementanzahlen auf die Auflésung der Spektren ver-
anschaulicht Abb. 6.10. Bei zunehmender Inkrementanzahl nimmt die Auflosung zu. Da
die Intensitédt der einzelnen Bereiche gleichermaflen abnimmt, kann angenommen werden,
dal die Kerne der TMS-Gruppen mit gleicher Geschwindigkeit relaxieren. Eine erhohte
Relaxationsgeschwindigkeit hétte eine groflere Abnahme der Signalintensitat zur Folge.
Den Einflul der Anzahl der Inkremente veranschaulicht Abb. 6.10. Mit steigender Inkre-
mentanzahl nimmt die Auflésung in Fy zu. Das S/N-Verhéltnis nimmt jedoch mit steigender
Inkrementanzahl wegen der damit verbundenen ldngeren Pulssequenzdauer ab. Aufgrund
des gleichméafiigen S/N-Verlustes mit zunehmender Anzahl der Inkremente (Erscheinungs-
bild der Spektren bleiben gleich) 1a8t sich schlieflen, dafi die Protonen der unterschiedlich
substituierten TMS-gruppen gleich schnell relaxieren (kein selektiver Relaxationseffekt).
Fiir die Differenzspektren in Kapitel 7.4.2, bei denen ein grofles S/N-Verhiltnis fiir eine
optimale Bestimmung der Spektrenvolumina notwendig ist, wurden nur die ersten 128 In-

kremente der Messungen prozessiert.
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Abbildung 6.9: Vergleich verschiedener Prozessierungsparameter anhand von ('H,?Si)-
NMR-Spektren silylierter BS1FA.
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Abbildung 6.10: Vergleich verschiedener Anzahlen der Inkremente anhand von (*H,?Si)-

NMR-Spektren silylierter BSTFA.
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Tabelle 6.6: Aufnahme- und Prozessierungsparameter fiir gs-('H,?Si)-HSQC-Experimente

von HS.

F2 - Aufnahmeparameter

Probenkopf

invers 5 mm BBI

Frequenz des 'H-Kerns 500.13 MHz
Frequenz des 2?Si-Kerns 99.36 MHz
spektrale Breite 6010 Hz
Akquisitionszeit 0.170 s
Anzahl Meflpunkte in der Zeitdoméne 2048
Relaxationsdelay 2.0 s
Pulslinge 90°: 2?Si-Kern 21.0 pus
Pulslinge 90°: 'H-Kern 10.8  pus
Trimpuls 2000 pus
Gradientenpulse 1000  ps
d=1/4Jp s 36.8 ms
Gradientenverhéltnis (Echo-Antiecho) 5:1:-5:1
Kopplungskonstante 2J(Si,H) 6.8 Hz
Entkopplung GARP

F1 - Aufnahmeparameter

Inkrement fiir die t1-Evolution 0.157 ms
spektrale Breite 32 ppm
F2 - Prozessierungsparameter

Nullpunktfiillung (Anzahl komplexwertiger Punkte nach FT) 2048

Filter Quadrat der Sinus-Funktion

SSB 3

F1 - Prozessierungsparameter

Datenprozessierung

Nullpunktfiillung (Anzahl komplexwertiger Punkte nach FT)
Filter

SSB

echo-antiecho
128, 256 oder 512
Sinus-Funktion

3
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Tabelle 6.7: Aufnahme- und Prozessierungsparameter fiir gs-(*H,3C)-HSQC-Experimente
von HS.

F2 - Aufnahmeparameter

Probenkopf invers 5mm BBI
Frequenz des 'H-Kerns 500.13 MHz
Frequenz des 3C-Kerns 125.75 MHz
spektrale Breite 6010 Hz
Akquisitionszeit 0.170 s
Anzahl Meflipunkte in der Zeitdoméne 2048
Relaxationsdelay 2.0 s
Pulslinge 90°: 13C-Kern 10.0 s
Pulslinge 90°: 'H-Kern 10.8 s
Trimpuls 2000 ps
Gradientenpulse 1000  ps
d20 0.001427 s
d=1/4J ¢ 1.9 ms
Gradientenverhiltnis (Echo-Antiecho) 4:1:-4:1
Kopplungskonstante 2J(Si,H) 135 Hz
Entkopplung GARP

F1 - Aufnahmeparameter

Inkrement fiir die t;-Evolution 0.904 ms
spektrale Breite 4.4 ppm
F2 - Prozessierungsparameter

Nullpunktfiillung (Anzahl komplexwertiger Punkte nach FT) 2048

Filter Quadrat der Sinus-Funktion

SSB 3

F1 - Prozessierungsparameter

Datenprozessierung

Nullpunktfiillung (Anzahl komplexwertiger Punkte nach FT)

Filter
SSB

echo-antiecho
128, 256 oder 512
Sinus-Funktion

3
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6.3.4 Weitbereichskopplungsexperimente: Verbindung von ali-
phatischen Hydroxylgruppen und der Geriiststruktur
Durch heteronuklear shift-korrelierte Weitbereichskopplungsexperimente gelingt eine Zu-

ordnung von silylierten aliphatischen Hydroxylfunktionen zur Geriiststruktur durch die Er-

mittlung ihrer Position innerhalb des Geriistes.

H Entsprechende  Kreuzsignale im  3J(*H?Si)-NMR-

135‘ 6.8 Spektrum représentieren eine Dreibindungskorrelation

C\ /O\ /C von 2Si-Kernen des TMS-Substituenten zu Geriistproto-
S C

nen des HS. Die fiir die NMR-Spektroskopie von silylierten

‘%\L HS relevanten Kopplungen sind in der nebenstehenden
Abbildung eingezeichnet.

Bei der Aufnahme von 2J(*H?Si)-NMR-Experimenten sind folgende Schwierigkeiten zu

beriicksichtigen:

e Bei indirekter Detektion in 2J('H,?Si)-Experimenten wird statt der neun TMS-
Protonen nur ein Proton registriert. Fiir ein gleiches Signal-Rausch-Verhéltnis ist die
92 =81 fache MeBzeit erforderlich.

e Je kleiner eine Kopplungskonstante ist, d.h. je grofler die Anzahl der beteiligten
chemischen Bindungen ist, desto grofler ist der Intensitétsverlust durch Relaxation
(2] ~6.8Hz, 3J ~3.5Hz, 1J ~2.0Hz).

e Bei Weitbereichskopplungsexperimenten spielen aufler der gewiinschten Kopplung
weitere Kopplungen eine Rolle, die einen Verlust an Intensitéit oder die Ausléschung

eines Kreuzsignals verursachen konnen.

Zur Optimierung der Mefiparameter wurde das Weitbereichskopplungsexperiment zunéchst
an Modellverbindungen getestet und iiberpriift. Der Delay d=1/4Jys; des HSQC-
Experimentes betrug 71.4 ms entsprechend einer Kopplungskonstante von 3.5 Hz.

In den 3J(*H?%Si)-HSQC-Spektren von silylierter Saccharose und 1,2-Propandiol (Abb.
6.11) sind die Kreuzsignale unterschiedlich stark ausgeprdgt und weisen z.T. negative
Phasen auf. Die Ausléschung einiger Signale wird durch Beitrédge zusétzlicher Kopp-
lungen verursacht. Die bei diesen einfachen Modellmolekiilen schwer interpretierbaren
NMR-Spektren lassen Schwierigkeiten bei der Messung und Interpretation von HS-NMR-
Weitbereichskopplungsspektren erwarten (bei HS zudem zu erwartende Verluste durch Re-

laxation).
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Abbildung 6.11: 3J(*H*Si)-NMR-Spektren von silylierter Saccharose (links) und 1,2-
Propandiol (rechts).

H F
CH,08i(CHs)s

(H3C)3Si0
(H5C)3Si0
g—é’)?’ OSi(CH3)3
CH,O0Si(CHs)s3
HsC H CH,08i(CHs)s
N~
- 15
F16 §
=
- 16.5 @
_ - &
-17.0§ -17
i F S :
T 1755
- & i
- 18.0 18
0 i i
185
T T T T T T T T T ‘ T T
4.5 4.0 35 3.0 45 4.0 35 3.0

8(*H) [ppm] 8(*H) [ppm]



114 KAPITEL 6. ERGEBNISSE DER METHODISCHEN ENTWICKLUNG

Tabelle 6.8: Aufnahme- und Prozessierungsparameter fiir Weitbereichs-gs(*H,?’Si)-HSQC-

Experimente von HS.

F2 - Aufnahmeparameter

Probenkopf invers 5mm BBI
Frequenz des 'H-Kerns 500.13 MHz
Frequenz des 29Si-Kerns 99.36 MHz
spektrale Breite 5000 bis 7002 Hz
Akquisitionszeit 0.102 bis 0.146 s
Anzahl Meflpunkte in der Zeitdoméne 1024 oder 2048
Relaxationsdelay 1.0 s
Pulslinge 90°: 29Si-Kern 21.0 pus
Pulslinge 90°: 'H-Kern 10.8  pus
Trimpuls 2000 pus
Gradientenpulse 1000 ps
d=1/4Jp si 71.4 ms
Gradientenverhéltnis (Echo-Antiecho) 5:1:5:-1
Kopplungskonstante 2J(Si,H) 3.5 Hz
Entkopplung GARP

F1 - Aufnahmeparameter

Anzahl der Experimente 51 bis 80
Inkrement fiir die t;-Evolution 0.180 ms
spektrale Breite 28 ppm
F2 - Prozessierungsparameter

Nullpunktfiillung (Anzahl komplexwertiger Punkte nach FT) 2048

Filter Exponentialfunktion
Linienverbreiterungsfaktor 40 Hz
F1 - Prozessierungsparameter

Datenprozessierung echo-antiecho
Nullpunktfiillung (Anzahl komplexwertiger Punkte nach FT) 128

Filter Sinus-Funktion

SSB 3
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6.3.5 Differenzspektren

In der konventionellen Isolinien-Darstellung einzelner 2D NMR-Spektren sind die Unter-
schiede verschiedener Huminstoffe kaum erkennbar. Insbesondere bei der Vielzahl sich iiber-
lagernder Signale sind die im gesamten Signalbereich oftmals gering ausfallenden Unter-
schiede nicht lokalisierbar. Es ist daher notwendig, die Gemeinsamkeiten und Unterschiede
rechnerisch zu bestimmen, wobei es weiterhin moglich ist, diese anschlieend in der gewohn-

ten Form graphisch darzustellen.

Problematik der Differenzspektren: die Normierung

Um mehrere zweidimensionale NMR-Spektren vergleichen zu kénnen, miissen die Spektren
zundchst aneinander angepafit bzw. normiert werden. Dazu bendétigt man deren tatséchli-
ches Volumen-Verhiltnis. Es gibt drei Moglichkeiten fiir die Definition eines solchen Verhélt-

nisses:

1. Es werden die durch Elementaranalyse bestimmte Gesamtprotonenzahl und die An-
zahl der austauschbaren Protonen beriicksichtigt. Man erhélt den tatséchlich vorhan-

denen Differenzbetrag beziiglich der Gesamtheit der Protonen.

2. Es wird das Verhaltnis der austauschbaren zu nicht-austauschbaren Protonen beriick-
sichtigt, die Gesamtprotonenzahl wird als konstant angenommen. Das Verhéltnis der

Gesamtintegrale entspricht dem Verhéltnis der austauschenden Protonen.

3. Sowohl die Aziditdt als auch die Gesamtprotonenzahl werden als konstant angenom-

men. Die Gesamtintegrale der zu vergleichenen Spektren kénnen gleichgesetzt werden.

Folglich miissen je nach Aufgabenstellung unterschiedliche Faktoren gewéhlt werden.

Wiinscht man einen Uberblick iiber die Art und Menge der Protonen pro Masseneinheit

der HS, muf} der erste Ansatz gewéhlt werden. Eine Reihe von Fehlerquellen beeinflussen
das Ergebnis: Fehler bei der Elementaranalyse, Fehler bei der Wasserbestimmung (Feuchtig-
keit des HS), einen weitgehend unbekannten Fehler bei der Bestimmung der austauschbaren
Protonen (s. Kapitel 6.2.1) und einen Fehler durch die Unvollstandigkeit der Silylierungs-
reaktion. Die zweite Moglichkeit bietet den Vergleich der Gesamtprotonen. Die gréfite Feh-

lerquelle ist bei dieser Methode die Bestimmung der silylierbaren Funktionen. Fiir einen

direkten Vergleich der silylierbaren Protonen ist die unter Punkt 3 aufgefiihrte Variante zu

verwenden.
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6.3.6 Kombination von 2D-NMR-Spektren: mit BSTFA und
BSA silylierte Huminstoffe

Die NMR-Spektren, die zur Untersuchung des Silylbereichs von N,O-BSTFA-
silylierten Substanzen aufgenommen worden sind, weisen die Resonanzen zwei-
er Nebenprodukte auf: Hexamethylsiloxan 6(**Si)=7.3ppm ¢(*H)=0.06 ppm und N-
(Trimethylsilyl)triflouroacetamid 6(*?Si) = 10.6 ppm 6(*H) = 0.31 ppm. Diese beiden Neben-
produkte erzeugen ein Rauschen parallel zur Fi-Achse. Wihrend das durch Hexame-
thylsiloxan verursachte ¢;-Rauschen am Tieffeld-Rand des HS-Silylether- und Silylester-
resonanzbereichs (§(*H) ~ 0.5 — 0.0ppm) liegt, beeintrichtigt das ¢;-Rauschen von N-
(Trimethylsilyl)triflouroacetamid die 2D-NMR-Spektren des Silylbereichs erheblich.

Alternativ kann die gleiche Probe mit N,O-BSA silyliert werden. Dabei entsteht ne-
ben dem oben bereits ewdhnten Hexamethylsiloxan als zweites Nebenprodukt N-
Trimethylsilylacetamid §(*°Si) =4.6 ppm 6(*H) = 0.2 ppm. Wird nun die gleiche Probe mit
je einem der beiden Silylierungsmittel zweimal mit identischer Parametrierung gemessen,
so erhalt man das gleiche Spektrum, wobei das storende t;-Rauschen an zwei verschiedenen
Positionen §(*H) = 0.31ppm und 6(*H) =0.2 ppm zu finden ist. Ersetzt man den gestérten
Bereich des einen Spektrums durch den gleichen, dort nicht gestérten Bereich des anderen,
so erhélt man ein Spektrum, in dem das durch N-(Trimethylsilyl)triflouroacetamid und

N-Trimethylsilylacetamid verursachte ¢;-Rauschen vollstéandig unterdriickt ist.

Der Ansatz einer einfachen Substitution der betreffenden Spaltenvektoren fiihrt jedoch zu
keinem brauchbaren Ergebnis. Der Grund ist zum einen darin zu suchen, daf} trotz gleicher
Parametrierung der beiden Messungen erhebliche Unterschiede in der absoluten Amplitude
auftreten. Zum anderen verursachen bereits kleine Phasenunterschiede deutliche Abwei-
chungen der Hohe und Schréglage der Basisebenen beider Messungen. Die Spektren sind
also zuvor in geeigneter Weise einander anzugleichen. Diese Angleichung kann jedoch nicht
wie in Kapitel 6.3.5 beschrieben durch einfaches Gleichsetzen zweier Integrationsbereiche
durchgefiihrt werden, da das vorliegende ¢;-Rauschen die Integrale erheblich beeinflufit.
AuBerdem wiirden dabei die Unterschiede in der Schriglage der Basisebenen nicht beriick-
sichtigt.

Um einen passenden Ubergang von einer Messung zur anderen zu realisieren, wurden die
vom #;-Rauschen unbeeinflufiten Grenzbereiche bei §(*H) = 0.26 ppm und §(*H) = 0.35 ppm
durch ein robustes Verfahren der kleinsten absoluten Abweichung [153] einander angepaft.
Aus den daraus resultierenden Parametern beider Grenzbereiche 148t sich durch einfache
lineare Interpolation eine fiir den gesamten zu substituierenden Bereich anwendbare Matrix
aus Korrekturfaktoren bestimmen. Diese Methode erlaubt es, alle oben erwdhnten Abwei-

chungen zu korrigieren. Man erhélt ein ungestortes Spektrum, das den Informationsgehalt
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beider Spektren kombiniert und ansonsten in gleicherweise auswertbar ist.
Abb. 6.12 zeigt die (*H,?Si)-NMR-Spektren der jeweils mit N,O-BSTFA und N,0-BSA sily-
lierten HS sowie den nach diesem Verfahren erhaltenen Spektren. Es resultieren weitgehend

unverrauschte (H,?Si)-Spektren der silylierten HS.

Bildung von Differenz- und Minimum-Spektren

Von den einzelnen Substanzen wurden 2J('H,?Si)-NMR-Spektren aufgenommen und nach
dem oben beschriebenen Verfahren die entsprechenden Spalten substituiert. Da das durch
N-Trimethylsilylacetamid erzeugte Storsignal nicht nur bei §(*H) = 0.2 ppm ein Rauschen
verursacht, sondern in den 'J(*H,'*C)-NMR-Spektren auch bei §(**C)=-0.7 ppm parallel
zur Fy-Achse eine Storung innerhalb des HS-Silylether- und Silylesterresonanzbereichs ver-
ursacht, sind bei !J(*H,'3C)-NMR-Spektren derartige Substitutionen von Spaltenbereichen
nicht sinnvoll anwendbar.

Von den Substanzgruppen: FA, HA, BS1, HO13 und Suwannee-Flu8 wurden nach entspre-
chender Angleichung (s. Kapitel 6.3.5) die jeweiligen Minimum-Spektren ermittelt. Man
erhélt dadurch zu jeder Substanzgruppe ein charakteristisches Spektrum, das diejenigen
Signale enthélt, die gleichermafien in allen Spektren der einzelnen Substanzen einer Gruppe
auftreten. In gleicher Weise kann man aus den vier Gruppen-Spektren ein Gesamt-Spektrum
ableiten, in dem nur diejenigen Signale enthalten sind, die in der Gesamtheit aller Messun-
gen auftraten. Dieses Gesamt-Spektrum stellt die Grundstruktur aller Substanzen dar, da
es nur funktionelle Gruppen reprasentiert, die in allen Substanzen enthalten sind und somit
die Strukturbasis darstellt.

Die Besonderheiten einzelner Substanzen innerhalb einer Gruppe lassen sich anschlieflend
aus den Differenzen der Einzelspektren zu dem charakteristischen Gruppen-Spektrum er-
kennen. Die Differenzen représentieren den Anteil an silylierten funktionellen Gruppen, die
die Substanzen zusétzlich zum Gruppenanteil enthalten. Die zusammengesetzten Einzel-
spektren, deren Differenz zum Gruppen-Spektrum und das Gruppen-Spektrum sind in den
Abb. 7.8 bis 7.17 abgebildet.
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Abbildung 6.12: Austausch von Spalten.
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6.4 Die "O-NMR-Spektroskopie

Die "O-NMR-Spektroskopie sollte als eine direkte Bestimmungsmethode fiir die chemi-
sche Umgebung des Sauerstoffs in Huminstoffen eingesetzt werden. Mittels der '"O-NMR-
Spektroskopie kénnen Informationen auch iiber die 17O-Kerne in Huminstoffen erhalten wer-
den, an den keine aziden, silylierbaren Protonen gebunden sind (beispielsweise Ether- und
Estergruppen) und sollte daher komplementére Informationen zur 2Si-NMR-Spektroskopie
und zu den zweidimensionalen Verfahren silylierter Substanzen liefern.

Es sollten erste grundlegende Versuche unternommen werden, das Potential der hoch-
auflosenden 17O-NMR-Spektroskopie fiir die Strukturanalyse von Huminstoffen auszuloten
und nutzbar zu machen. Unter Beriicksichtigung neuer experimenteller Techniken der Da-
tenaufnahme und -verarbeitung sollten Aufnahme- und Prozessierungsparameter fiir die
"O-NMR-Spektroskopie an Huminstoffen etabliert werden.

Die Schwierigkeiten in der 17O-NMR-Spektroskopie resultieren aus den elektrischen Eigen-
schaften des '"O-Kerns. Aus dem elektrischen Quadrupolmoment resultieren groBe Lini-
enbreiten, insbesondere fiir Molekiile mit langen Korrelationszeiten. Die extrem geringe
natiirliche Hiufigkeit (0.037 %) und die hiufig auftretende rollende Basislinie in '"O-NMR-
Spektren verursachen zusitzliche Probleme bei der Aufnahme und Interpretation der 7O-
NMR-Spektren.

Zunachst wurden anhand von Modellverbindungen Akquisitions- sowie Prozessierungspara-
meter variiert, um die Qualitit der '"O-NMR-Spektren zu optimieren. Dazu wurden Expe-
rimente mit verschiedenen Losungsmitteln, Temperaturen und Pulssequenzen durchgefiihrt,
die mit verschiedenen Verfahren prozessiert wurden. Es wurden Modellsubstanzen gemes-
sen, in denen Sauerstoff in unterschiedlicher chemischer Umgebung vorliegt, wie in Ether-,
Carboxyl-, Carbonyl-, und Hydroxylfunktionen. Mit den ermittelten Parametern wurden
17O-NMR-Spektren von Verbindungen unterschiedlicher MolekiilgréBe aufgenommen und
die Abhéngigkeit der Linienbreite von der MolekiilgroBe ermittelt. Die erhaltenen Ergeb-

nisse waren Grundlage fiir die Aufnahme eines Huminstoff-1"O-NMR-Spektrums.

6.4.1 Optimierung der Akquisitionsparameter: Pulssequenz,
Pulswinkel, Preakquisitions-Delay, Relaxationsdelay, spek-
trale Breite

Die Mehrzahl der in der Literatur beschriebenen !"O-NMR-Daten sind im Einpuls-Verfahren

erhalten worden. Aufler dem Einpuls-Experiment wurde zur Verbesserung der Basislinie ein

in der Spektrometer-Software verfiighares Anti-Ring-Pulsprogramm getestet.

Die Parameter Pulswinkel, Preakquisitions-Delay, Relaxationsdelay und spektrale Brei-
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te fiir Einpuls-Experimente wurden bereits von S.Schramm im Rahmen seiner Arbei-
ten am IOC optimiert. Optimale Ergebnisse fiir eine gleichmiBige Anregung der 7O-
Kerne und eine lineare Basislinie wurden mit folgenden Werten erzielt: Pulswinkel 45°
(7.7 us), Preakquisitions-Delay 13.1 us, Relaxationsdelay 40 ms bei einer spektralen Breite
von 800 ppm.

Die "O-NMR-Spektren der Standardverbindung MesSiOCH,OCOSiMes sind in Abb. 6.13
abgebildet. Das obere Spektrum wurde mit einem Einpuls-Experiment aufgenommen, das
untere mit einer Antiring-Sequenz. Wéhrend im oberen Spektrum alle drei Signale der Stan-
dardverbindung gleichermafien vorhanden sind, verursacht die Antiring-Sequenz durch ein
ungleichméfliges Anregungsprofil im unteren Spektrum eine partielle Signalausléschung. Im
Einpuls-Experiment wird durch einen rf-Puls von sehr kurzer Dauer (7.7 ps) eine homogene

Anregung des Meflbereichs und eine optimale Basislinie gewéhrleistet.

Abbildung 6.13: Einflu} der Pulssequenz auf die Homogenitét der Anregung: Vergleich des

Einpuls-Experimentes mit einer Standard-Antiring-Sequenz.

Einpulssequenz

Anti-Ring-Sequenz

500 400 300 200 100 0

5(*0) Inoml
6.4.2 Optimierung der  Prozessierungsparameter: Linear

Prediction-Methode, digitale Filterung

Fiir ein optimales Signal-Rausch-Verhéltnis kann es bei schnell relaxierenden Kernen sinn-
voll sein, nicht alle aufgenommenen Datenpunkte fiir die Erzeugung eines Spektrums durch
Fourier-Transformation zu verwenden. Da bei schnell relaxierenden Kernen der FID sehr

schnell abfillt, ist die Information iiber die zu messenden '"O-Frequenzen nur zu Beginn



6.4. DIE '"O-NMR-SPEKTROSKOPIE 123

des FID vorhanden. Die ersten Datenpunkte des FID sind in der *O-NMR-Spektroskopie
jedoch oft durch instrumentelles ”acoustic ringing“ gestort. Die Folge ist eine rollende
Basislinie des Fourier-transformierten Spektrums. Diese Datenpunkte konnen durch den
sog. Linear-Prediction-Algorithmus extrapoliert und ersetzt werden. Den Einflufl der An-
zahl der eliminierten und nach dem Linear-Prediction-Verfahren ersetzten Aufnahmepunkte
auf die Basislinie veranschaulicht Abb. 6.14. Bereits kleine Anderungen der Anzahl aus-
getauschter Datenpunkte bewirken grofie Anderungen in der Ausprigung der Basislinie.
Da die Wellenform der Basislinie mit zunehmender Anzahl ersetzter Datenpunkte sich
nicht gleichméfig dndert, mufl durch Ausprobieren die optimale Datenpunktzahl fiir das
Linear-Prediction-Verfahren ermittelt werden. In Abb. 6.14 ist die Basislinie des unteren
ITO-NMR-Spektrums gegeniiber dem ersten Spektrum, welches ohne vorausgegangenem
Linear-Prediction-Verfahren Fourier-transformiert worden ist, deutlich verbessert.

Um die verrauschten Lorenz-Linien der "O-NMR-Signale zu glitten, wurden die FID mit

einer Exponential-Funktion entsprechend einer Linienbreite von 150 Hz gefiltert.

6.4.3 Optimierung von Losungsmittel und Temperatur

Die Viskositét einer Losung beeinflufit die molekulare Reorientierungszeit der zu messenden
Molekiile, durch die die Relaxtionszeiten erniedrigt und die Linienbreiten vergréfiert werden
(s. Gleichung 4.63). Fiir kleine Linienbreiten und damit einem guten Signal/Rausch-Verhélt-
nis ist eine Losung mit moglichst geringer Viskositdt erforderlich, d.h. das Lésungsmittel
sollte niederviskos sein, die Konzentration der Losung gering und die Temperatur sollte
entsprechend der Siedetemperatur des Losungsmittels und der Stabilitdt der zu messenden
Substanz moglicht hoch gew#hlt werden. Die fiir die Losung von Huminstoffen in Betracht
kommenden Losungsmittel sind HoO, Pyridin, DMSO und DMF.

Tabelle 6.15 veranschaulicht die Abhéngigkeit der Linienbreite von Losungsmittel und Tem-
peratur anhand der '"O-NMR-Spektren von Weinsdure. Die Linienbreiten der carboxyli-
schen (250 ppm) als auch hydroxylischen "O-Signalen (a0 ppm, teilweise iiberlagert von
H,'7O-Signalen) nimmt in der Reihenfolge DMSO > Pyridin! > DMF > H,0 ab. Schmiilere
Linien erhélt man wie erwartet durch Temperaturerhohung, die die Viskositét der Losungen

erniedrigt.

6.4.4 Einflu} der Molekiilgrofle auf die Linienbreite

Einen wesentlichen Einfluf} auf die Relaxation der '"O-Kerne und somit auf die Linienbreite
der Signale im "O-NMR-Spektrum besitzt die MolekiilgroBe und -gestalt (s. Kapitel 4.7).
In Abb. 6.16 sind "O-NMR-Spektren von Substanzen unterschiedlicher molekularer Masse

!Die Einordnung von Pyridin in diese Reihenfolge erfolgte nach Messungen mit anderen Substanzen
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Abbildung 6.14: Einflufl der Anzahl ersetzter Aufnahmepunkte auf die Basislinie der Probe
MPDOM.

Anzahl ersetzer Punkte
0

10

14

18

500 400 300 200 100 0
a(*’0) Inoml



6.4. DIE '"O-NMR-SPEKTROSKOPIE

125

Abbildung 6.15: Abhéngigkeit der Linienbreite der Weinsédure-Signale von Losungsmittel

und Temperatur. Die Signale bei 20, 320 und Oppm entsprechen den Resonanzen der

Losungsmittel DMSO-dg, DMF-d; und D50O.

Losungsmittel 50°C 70°C
DMSO-dg
400 300 200 100 O 400 300 200 100
3(*'0) [ppm] 3(*'0) [ppm]
DMEF-d,
400 300 200 100 O 400 300 200 100
3(*'0) [ppm] 3(*'0) [ppm]
D,O
400 300 200 100 O 400 300 200 100
3(*'0) [ppm] 3(*'0) [ppm]
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in DMF (320 ppm) abgebildet. Um den Einflu} der Viskositdt von konzentrierten Losun-
gen klein zu halten, wurden die hohermolekularen Verbindungen in geringerer Konzentra-
tion gemessen als die Losung der kleineren Verbindungen und entsprechend mehr Scans
akkumuliert. Wahrend der Methanol-Peak sehr scharf ausgeprégt ist, werden mit zuneh-
mendem Molekulargewicht (von Methanol mit 32g-mol™! bis zum Schardinger-3-Dextrin
mit 1135g-mol™!) die Peaks breiter und das Signal/Rausch-Verhéltnis nimmt stark ab.
Im "O-NMR-Spektrum des Schardinger-3-Dextrin sind auBer dem Wasser-Signal (0 ppm)
und dem DMF-Signal keine weiteren Peaks zu erkennen. Es kann angenommen werden,
dal "O-NMR-Spektren von Huminstoffen durch die extreme Linienverbreiterung grofler
Molekiile entweder iiberhaupt nicht aufgenommen werden koénnen oder nur die kleinsten
Fraktionen dieser polydispersen Substanzen oder Segmente mit hoher lokaler Beweglichkeit

in der '"O-NMR-Spektroskopie interpretierbare Signale liefern.

6.4.5 Einflul} des Bindungszustandes auf die Linienbreite

Die Linienbreite im '"O-NMR-Spektrum wird weiterhin durch die Kernquadrupolkonstante
bestimmt, die von der Bindungsstéirke abhéngt. C=0 (Keto-, Carboxy-, Amid-, Ester-
funktionen) hat eine groflere Quadrupolkopplungskonstante als -O- (Ether, Alkohole) und
verursacht daher groflere Linienbreiten. Die lokale Symmetrie hat ebenfalls einen Einfluf3
auf die Linienbreite. C=0 ist gegeniiber -O- "weniger symmetrisch “ - dies bewirkt ebenfalls
eine relativ hohere Linienbreite im “O-NMR-Spektrum.

Um die GroBe des Einflusses diese Eigenschaften der "O-Kerne auf die Linienbreite
abschitzen zu kénnen, wurde ein 'TO-NMR-Spektrum (Abb. 6.17) von Substanzen mit
Sauerstoff in verschiedenen Umgebungen aufgenommen. Es wurden zwei Substanzen mit
dghnlicher Molekiilgréfle gewahlt, um den EinfluB der Molekiilgréfe auf die Linienbreite zu
eliminieren. Glucarsiurelacton-H,O (2 Carbonsiure-!"O-Kerne, 1 C=0 in Ester, 1 C-O in
Ester, 3 C,x—OH, 1 H,0) und Dihydroxybenzoesiduremethylester (1 C=0 in Ester, 1 C-O
in Ester, 2 C,,—OH). Die Linienbreiten der ?O-Kerne dieser Substanzen sind nitherungswei-
se gleich. Einen wesentlich groSeren Effekt als der Bindungszustand des '7O-Kerns besitzt
die MolekiilgroBle. Die Breite des Wassersignals ist verglichen mit den Signalen der bei-
den Modellsubstanzen sehr schmal. Der Einflufl des Bindungszustandes auf die Linienbreite
und somit auf das S/N-Verhiltnis und die Quantifizierung von HS-17O-Spektren kann somit

vernachléssigt werden.
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Abbildung 6.16: EinfluB der MolekiilgroBe auf das Signal-Rausch-Verhéltnis (50°C,

DMF-dy).
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Abbildung 6.17: Einflul des Bindungszustandes auf die Linienbreite (50 °C, Pyridin). Die

Angaben beziehen sich auf die relative Anzahl der '"O-Kerne in der Losung.

2C=0 2COOH  2C-O-C 2C,-OH 3 (l,,-OH
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6.5 LC-NMR

Die direkte Kopplung von Chromatographie und Spektroskopie bietet den Vorteil, dal emp-
findliche Substanzen ohne Zwischenschritte untersucht werden kénnen. Feuchtigkeitsemp-
findliche Substanzen, wie silylierte HS kénnen auf diese Weise ziigig und ohne zusatzli-
che Fehlerquellen NMR-spektroskopisch untersucht werden. Diese moderne Technik wurde
zundchst an einer Modellverbindung getestet. Als Losemittel wurde CDCl3 gewéhlt. Die
Messungen wurde im on-flow-Verfahren bei einer Fluirate von 0.15 ml/min durchgefiihrt.
Direkt im Anschlufl an die Chromatographie fand die Aufnahme der Protonenspektren
statt. Es wurden jeweils 64 Scans aufaddiert und als pseudo-2D-Spektrum dargestellt. Die
Fy-Achse bezeichnet den zeitlichen Verlauf der Chromatographie (s. Abb. 6.5).

Abbildung 6.18: LC-NMR-Spektrum von Carminséure: einzelnes Protonenspektrum und
pseudo-2D-Spektrum.

0.6 0.4 0.0 -0.2

0.2
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—_——
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In Abb. 6.5 ist das pseudo-2D-Spektrum und ein einzelnes Protonenspektrum abgebil-
det. Die Nebenprodukte sind deutlich von der silylierten Carminséure abgetrennt. Das
1D-Spektrum zeigt nicht die im 'H-NMR-Spektrum silylierter Carminséure iiblichen Reso-
nanzen der Nebenprodukte, die mit den Signalen der Carminséure stark iiberlappen.
Zur Kalibrierung der GPC-Saule wurden von Polystyrol-Standards mit bekanntem Mole-
kulargewicht Chromatogramme aufgenommen. Da sich die GPC-Séule im Laufe der Ex-

perimente verdnderte (Druckanstieg) konnte keine Zuordnung von Molekulargewichten zu
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Retentionszeiten vorgenommen werden.
Fiir ein ausreichendes Signal-Rausch-Verhéltnis wurden 25 ul der Losung injiziert und 64
Scans fiir jede Reihe des pseudo-2D-NMR-Spektrums aufaddiert.

Tabelle 6.9: Aufnahme- und Prozessierungsparameter fiir LC-NMR-Experimente von HS

(Sequenz mit Vorséttigung wihrend des Relaxationsdelays und der Mischzeit).

Aufnahmeparameter

Probenkopf 4mm LCI
Frequenz des 'H-Kerns 500.13 MHz
spektrale Breite 10000 Hz
Akquisitionszeit 0.410 s
Anzahl der Mefipunkte in der Zeitdoméne 8192
Relaxationsdelay 0.448 s
Mischzeit 100 ms
Pulslinge 30°: 'H-Kern 7.10 ps
Prozessierungsparameter

Nullpunktfiillung (Anzahl komplexwertiger Punkte nach FT) 16384
Filter Exponentialfunktion
Linienverbreiterungsfaktor 5 Hz




Kapitel 7

Interpretation der NMR-Spektren

7.1 Auswertung und Bewertung der Protonenspek-

tren

Die Integrale der verschiedenen HS-Protonenspektren sind im Anhang aufgelistet. Abb. 7.1
veranschaulicht die Zusammensetzung samtlicher Protonen. Die unteren Spektren (Vorsétti-
gung, NaOD) enthalten die nicht-austauschenden Protonen. Die jeweils oberen Protonen-
spektren (Einpulsexperimente, DMSO-dg) zeigen neben den nicht-austauschenden zusétz-
lich die Signale der austauschenden Protonen. Die Zusammensetzung der Protonen wurde

tiber folgende Integrale bestimmt (Methode von I.Perminova, MSU Moskau):

Strukturelement Bereich 'H-NMR-Integral
C,—H 9.0-6.0 ppm NaOD

O-C-H 6.0 - 3.2 ppm NaOD

a—CH, 3.2—-2.0 ppm NaOD

CH, 2.0-0.5 ppm NaOD

COOH 16.0-11.5ppm  DMSO-dg

Cq—OH 11.5-6.0 ppm DMSO-dg — NaOD
C.ux-OH 6.0—-2.0 ppm DMSO-d¢ — NaOD

Durch Differenzbildung der Integrale der beiden Spektrenarten wurden die jeweiligen Antei-
le der Gruppen an den Gesamtprotonen ermittelt. Als Referenz fiir die Subtraktion wurde
der Bereich 2.0—-0.5 ppm gewéhlt, da dieser Bereich in beiden Spektrenarten ausschiellich
nicht-austauschende Protonen enthélt.

Die Graphiken der rechten Spalte veranschaulichen die Zusammensetzung der HS-Protonen.
Die durch Subtraktion der Integrale von Einpuls-'H-Spektren in DMSO-dg und Einpuls-*H-
Spektren in NaOD-Losung oder 'H-Spektren der Experimente mit Vorséttigung in NaOD
sind in Anhang C aufgelistet.
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Abbildung 7.1: Quantitative Auswertung der Protonenspektren:, A =C,—OH, B=C,,—H,
C=Cuy+—OH, D=H-C-O, E=a-CH,, F=CH,, G=COOH
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Die nach dieser Methode erhaltenen Protonenverteilungen geben offensichtlich die tatsachli-
chen Anteile der Strukturelemente der HS nicht korrekt wieder. Der Substitutionsgrad von
Aromaten betriagt etwa 3-4, d.h. der Anteil der aromatischen Hydroxylfunktionen kann
den Anteil der aromatischen Protonen nicht iiberschreiten. Nach Tabelle C.3 ist der Anteil
an Phenolen jedoch 1.5 bis 5 mal (FG1FA) so grof wie der Anteil an aromatischen Protonen.
In Tabelle C.3 sind die negativen Werte der beiden Boden-FA im Bereich C, die durch
Subtraktion aus den Einpulsexperimenten ermittelt worden sind, zu beachten. Obwohl die
der Differenzbildung zugrunde liegenden Spektren nach der quantitativen Einpuls-Technik
aufgenommen worden sind, gibt dieses Verfahren offensichtlich nicht die tatséchliche Zu-
sammensetzung der Protonen wieder. Das Verfahren der Subtraktion von Integralen ver-
schiedener Spektrenbereiche ist nur als vergleichende Methode zu betrachten, die durch die
unvollstéindige Erfassung der austauschenden Protonen die Zusammensetzung der nicht-
austauschenden Protonen beeinflufit. Ein Vergleich der Daten, die {iber Einpulsexperimente
und Experimente mit Vorséttigung in NaOD-Lésung errechnet worden sind zeigt, dafl das
Experiment mit Vorsattigung groflere Werte fiir die C,,-OH Protonen und kleinere Werte
fiir C,,-H liefert. Es werden keine negativen Werte im Bereich C erhalten.

Das Verhiltnis von austauschenden Protonen zu nicht-austauschenden Protonen ist in Abb.
7.2 dargestellt. Wahrend der Anteil der austauschenden Protonen der aquatischen HS
17-35% (Einpulsexperiment) bzw. 21-43 % (Experiment mit Vorséttigung) betrigt, be-
sitzen Boden-Fulvinsduren mit ca. 11 % (Einpulsexperiment) bzw. 21 % (Experiment mit
Vorsittigung) wesentlich weniger austauschende und damit azide und silylierbare Proto-
nen. Ein systematischer Unterschied beziiglich dem Verhéltnis von austauschenden und
nicht-austauschenden Protonen zwischen HA und FA ist nicht erkennbar.

Legt man die aus den Einpulsexperimenten erhaltenen Integrationswerte zugrunde, so ist der
Anteil an austauschenden Protonen bei den aquatischen FA mit 23 —35 % um den Faktor 2.5
grofler als jener der terrestrischen FA (11 %), fir Experimente mit Vorsittigung hingegen,
die generell einen groferen Anteil an austauschenden Protonen aufzeigen (aquatische FA:
31-43 % , terrestrische FA: 21 %), ist das Verhéltnis bei aquatischen FA etwa 1.8 fach grofier.
Um die Ergebnisse der 'H-NMR-Spektren mit den Ergebnissen der 2°Si-, 3C- und
den zweidimensionalen NMR-Spektren vergleichen zu konnen, miissen vergleichbare
Darstellungsweisen gewihlt werden. Die 2°Si-NMR-Spektren liefern die Verhiltnisse
COOH / (C-OH + C,-OH) (entsprechend der zweiten Spalte in Abb. 7.2). Wihrend die
Verhéltnisse von austauschenden zu nicht-austauschenden Protonen in aquatischen HS
ghnlich sind, sind die Unterschiede zwischen den einzelnen Substanzen bezogen auf das
Verhéltnis der funktionellen Gruppen COOH, C,,.-OH und C,;,-OH deutlicher. Dennoch
bestehen offensichtlich keine Zusammenhénge zwischen FA und HA. Der C,;,-OH-Anteil

der Bodensickerwasser-FA ist um den Faktor 2.8 kleiner als der Anteil der zugehorigen
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Abbildung 7.2: Graphische Darstellung der Verhéltnisse austauschende / nicht-
austauschende Protonen (linke Spalte) und der Verhéltnisse der Funktionalititen COOH
/ CorOH / CuOH (rechte Spalte), die durch Auswertung der Einpulsexperimente (obere

Zeilen) und Experimente mit Vorséttigung (untere Zeilen).
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HA, der Cop-OH-Anteil der Suwannee-FA ist um den Faktor 1.7 grofler als der Anteil der
zugehorigen HA. Die Boden-FA besitzen einen eher kleinen Anteil an aliphatischen Hy-
droxylfunktionen. Beriicksichtigt man den insgesamt sehr niedrigen Gehalt austauschender
Protonen, so wird deutlich, daf§ aliphatische Hydroxylfunktionen, wie sie beispielsweise in
Kohlenhydraten und in Zellulose vorkommen nur in geringen Mengen vorhanden sind.

Ein Vergleich der Protonenverhiltnisse von HO10FA, die nach der Methode von
I. Perminova erhalten worden sind mit den Daten aus dem "ROSIG “-Datenpool (U. Lankes,
Regensburg) zeigt erhebliche Unterschiede (Tabelle 7.1). Der Anteil an Carboxylfunktionen
ist zu gering (80 % zuwenig) oder der Anteil der Hydroxlfunktionen zu hoch (400 %).

Tabelle 7.1: Verhéltnisse der funktionellen Gruppen von HO10FA.

ROSIG 'H-NMR-Spektren
Funktion %C %H
COOH 13.3 9
C,-OH 5.9 16 bzw. 20
Cur-OH 3.7 10 bzw.14

Ein Vergleich der Carboxyl-Anteile, die aus den Protonenspektren ermittelt worden sind
(Tabelle C.5) mit den Integralen der *?Si-NMR-Spektren (Tabelle C.6) zeigt ebenfalls deutli-
che Unterschiede. Die Werte fiir die Carboxylfunktionen aus den Protonenspektren betragen
nur etwa 50 % derjenigen Werte, die durch die Integration der 2°Si-NMR-Spektren erhalten

worden sind.

Vergleich der Berechnung azider Protonen aus Protonenspektren mit literatur-

bekannten Titrationsmethoden zur Bestimmung von aziden Protonen

Zur Bewertung der Ergebnisse, die die Quantifizierung azider Protonen aus Protonenspek-
tren liefern, wurden die berechneten Werte mit den Daten, die aus dem ROSIG-Pool zur
Verfiigung stehen, gegeniibergestellt.

Nach der Elementaranalyse aus dem Arbeitskreis Prof. Dr.Zech, Universitdt Bayreuth

enthalten die ROSIG-Substanzen folgende Anteile an Protonen:

BS1FA  4.1%
HO10FA 4.5%
FGIFA  52%

Die carboxylischen und phenolischen Protonen bezogen auf den Gesamtprotonenzahl
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betragen nach der erlduterten NMR-spektroskopischen Methode fiir diese Substanzen:

BS1FA  24%
HO10FA 25%
FGIFA  15%

Hierbei beziehen sich die Werte auf den Anteil an der Gesamtprotonenzahl. Die Anzahl

der carboxylischen und phenolischen Protonen pro Masseneinheit betrédgt somit:

BS1IFA 10 pmol/mg
HOI10FA 11 pmol/mg
FG1FA 8 pmol/mg

Der Arbeitskreis Dr. Abbt-Braun, Universitdt Karlsruhe erhielt durch potentiometrische

Titration folgende Werte fiir den Gehalt an carboxylischen und phenolischen Protonen:

BS1FA  16.7 pmol/mg
HO10FA 16.0 umol/mg
FGIFA  11.4 pmol/mg

Der Arbeiskreis Prof. Dr. Zech erhielt durch die Ba(OH), / Ca-acetat-Methode die Werte

BS1IFA 13 umol/mg
HOI10FA 16 pmol/mg

Die carboxylischen und phenolischen Protonen werden offensichtlich mit der Methode
der Differenzierung von Protonenspektren nicht vollstdndig erfafit. Die Anzahl der nicht-
registrierbaren Protonen wurde in Kapitel 6.2.1 anhand von Modellsubstanz-Messungen
auf 20 % geschitzt. Verglichen mit der potentiometrischen Titrationsmethode scheint die
NMR-spektroskopische Methode etwa 30-40% zuwenig azide Protonen zu registrieren, bzw.
verglichen mit der Ba(OH), / Ca-acetat-Methode 23 —-31% zuwenig azide Protonen.

Der wesentliche Vorteil der Methode der Differenzbildung von Protonenspektren liegt in
der breiteren Anwendbarkeit. Huminsduren kénnen durch ihr Loésungsverhalten durch Ti-
tration nicht untersucht werden. Zweidimensionale NMR-Spektren derivatisierter HS liefern

zusétzlich eine Differenzierung von Partialstrukturen iiber pK,-Daten hinaus.
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7.2 Ergebnisse der *C-NMR-Spektroskopie

Die Resonanzen der 13C-Kerne der TMS-Substituenten verschiedener funktioneller Gruppen
liegen nicht in voneinander getrennten Bereiche chemischer Verschiebung, sondern iiberlap-
pen erheblich. Die genauen §(*3C)-Bereiche dieser '*C-Kerne sind in Kapitel 7.4 aufgelistet.
Der Gesamtbereich kann nur grob eingeteilt werden in TMS-!3C-Kerne von silylierten Car-
boxylgruppen und priméren aliphatischen Hydroxylgruppen (Bereich A: 0—-0.65 ppm), so-
wie phenolischen und sekundéren aliphatischen Hydroxylgruppen (Bereich B: 1.7—0ppm).
Die Resonanzen bei 1.9 ppm und -1.2 ppm sind auf die Nebenprodukte Hexamethylsilox-
an und N-Trimethylsilyltrifluoroacetamid zuriickzufithren. Die Integrale dieser Bereiche der
einzelnen Substanzen finden sich in Tabelle C.7.

Das ¥ C-NMR-Spektrum des Silylbereichs von BS1FA ist in Abb. 7.3 abgebildet. Der Anteil
des Bereichs A betrigt bei den aquatischen HS 39% (SUWHA) bis 56 % (BS1FA). Der
Anteil an COOH + priméren OH ist bei BSIFA, HO13FA und SUWFA um 20 % hoher als
ihre korrespondierenden HA. Da beide silylierten Boden-FA nur teilweise gelost waren,

wurden die Spektren dieser Substanzen nicht quantitativ ausgewertet.

Abbildung 7.3: 3C-NMR-Spektrum von BS1FA.

2 1 0 1
3(**C) [ppm]
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7.3 Ergebnisse der ?’Si-NMR-Spektroskopie

In Abbildung 7.4 sind die ?°Si-INEPT-Spektren der mit BSA silylierten HS einander ge-
geniibergestellt. Mit Ausnahme der Grundwasserfulvinsédure ist die Form der Spektren sehr
ahnlich. Verglichen mit ihrer korrespondierenden FA ist die Fliache unter der BSIHA-Kurve
des Bereichs, dem Silylether zugeordnet werden (22.5—12 ppm), grofer: Das Verhéltnis von
Carboxyl- zu Hydroxylfunktionen ist bei BSIHA kleiner als das von BSI1FA. Die Form
der #Si-INEPT-Spektren von BS1IFA und HO10FA ist anniihernd gleich. Die 2°Si-INEPT-
Spektren von FG1FA, HO13FA, SUWFA und MPDOM unterscheiden sich von den anderen
Substanzen durch einen flachen Kuvenverlauf im Bereich der Silylether, der nicht bei bereits
16 ppm auf die Hohe der Basislinie zuriickgeht!. Zwischen 16 und 12 ppm liegen die Reso-
nanzen der Silylether von Cyclohexanol-Verbindungen und sekundéren Hydroxylfunktionen
in Alkylketten. Offensichtlich sind diese Strukturelemente nur in FG1FA sowie in HO13FA,
MPDOM und SUWFA enthalten.

Die Substanz MPDOM weist beziiglich ihres 2°Si-INEPT-Spektrums mehr Ahnlichkeiten
mit der FA des Suwannee-Flusses auf als mit der HA. Entsprechend sind MPDOM und
SUWFA &hnlich zu der ROSIG-Substanz FG1FA.

Das Maximum des Silylesterbereichs (31-22.5ppm) liegt mit Ausnahme von FG1FA bei
allen Substanzen bei etwa 25 ppm. Das Maximum der FG1FA-Kurve ist zu deutlich kleineren
§(*Si)-Werten verschoben.

Die ??Si-NMR-Spektren wurden nach Bestimmung der chemischen Verschiebung von Mo-

dellsubstanzen (s. Anhang) eingeteilt in die Bereiche der silylierten Funktionen
e A:31-225ppm (COOH)

e B: 225-185ppm (C,—OH, C,;—OH in «a-Position zu Carbonyl-, Carboxyl- oder
Hydroxylgruppen)

e C: 18.5—-16 ppm (primére und sekundire Zucker—OH, primére Alkylketten—OH)
e D: 16— 12ppm (sekundire Alkylketten—OH, Cyclohexan—OH)

In Tabelle C.6 sind die Integrationswerte der 2?Si-INEPT-Spektren aufgelistet. Eine quan-
titative Auswertung der 2?Si-INEPT-Spektren ist von beiden Bodenfulvinsduren nicht sinn-
voll, da sich die silylierten Substanzen nicht vollstéandig gelost haben.

Die prozentualen Anteile der Integrale an den Bereichen betragen A: 48—75%, B: 1828 %,
C:5-17%, D: 0-11%.

!Das scharfe Signal im 2°Si-INEPT-Spektrum von FG1FA bei 19 ppm stammt von einer unbekannten

Verunreinigung bei der Praparation der Probe.
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Abbildung 7.4: 2Si-INEPT-Spektren der HS.
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Die FA der Substanz BS1 ist mit einem Anteil von 73 % des Bereichs A, der die Aziditat
der Substanzen beschreibt azider als die korrespondierende HA mit 61 %. Entsprechend
ist HO13FA mit einem Anteil von 61 % azider als ihre korrespondierende HA mit 48 % .
Voraussetzung solcher Bilanzierungen ist, dal die Gesamtzahl der Protonen in verschie-
denen Substanzen gleich ist. Der Bereich B von BSTHA ist mit 28 % (HO13HA: 28 % )
deutlich grofer als der von BSIFA mit nur 18 % (HO13FA: 22 % ). Die Integrale der Berei-
che A und B von SUWFA und SUWHA sind etwa gleich. Obwohl die ROSIG-Substanzen
BS1FA, HO10FA und BS1HA im Bereich D kaum Signalintensitdten aufweisen, besitzt
die Grundwasserfulvinsdure FG1FA einen erheblichen Anteil (11 %) an den Funktionen se-
kundéare Alkylketten—OH oder Cyclohexan—OH. Desweiteren enthalten die Proben aus dem

Suwannee-Flufl und HO13 einen erheblichen Anteil an diesen Funktionen.
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7.3.1 Korrelation von pK,-Werten mit der chemischen Verschie-
bung §(*Si)

Der in Kapitel 4.6 erlduterte Einflufl des pK,-Wertes einer Carbonséure auf die chemische
Verschiebung §(*?Si) der silylierten Substanz und die Nutzbarkeit dieser Korrelation fiir die
Auswertung von HS-NMR-Spektren wurden untersucht. In Abb.7.5 sind die chemischen Ver-
schiebungen §(?°Si) der Silylester gegen die pK,-Werte der entsprechenden Carbonsiuren
aufgetragen. Fiir Substanzen mit mehreren Carboxylgruppen wurde nur der erste pK,-Wert
beriicksichtigt, der gegen den grofiten 6(2Si)-Wert aufgetragen wurde. Ein Zusammenhang
zwischen §(*Si) und pK,-Werten ist nicht anzunehmen, da die Wertepaare unkorreliert
erscheinen (R? = (0.15). Diese Methode ist somit zur Auswertung der *Si-NMR-Spektren

nicht geeignet.

Abbildung 7.5: Auftragung von 4(*°Si)-Werten silylierter Carbonsiuren gegen die pK,-

Werte der Carbonsaure
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7.4 Ergebnisse der zweidimensionalen NMR-

Spektroskopie

7.4.1 Strukturbereichskarten: Ubersicht von Bereichen s#hnlicher

struktureller Einheiten

Anhand silylierter Modellverbindungen wurden die literaturbekannten Strukturbereiche
tiberpriift und ergénzt. Die gemessenen Werte der chemischen Verschiebungen 6(*H), §(Si)
und §(*3C) der Substanzen in DMSO-dg finden sich im Anhang B. Die Bestimmung der
Werte ermoglicht eine detailliertere Zuordnung von Resonanzbereichen zu chemischen Par-
tialstrukturen in 'H-, 13C- | 2Si-, (*H,'3C)- und (*H,?°Si)-NMR-Spektren. Insbesondere die
Kombination von (*H,"*C)- und (*H,?*Si)-NMR-Spektren erlaubt eine prizise Zuordnung
von Signalen zu Partialstrukturen und eine eindeutige Bestimmung von Strukturbereichs-
grenzen. Gegeniiber 1D NMR-Spektren, in denen die Signale verschiedener Strukturele-
mente durch den kleinen Verschiebungsbereich stark iiberlagert sind und nur schwer inter-
pretiert werden konnen, wurden in den zugehédrigen 2D NMR-Spektren einzelne Bereiche
nach funktionellen Gruppen differenziert. Eine deutliche, aussagekriftige Unterscheidung
einzelner Strukturelemente ist nur in 2D-NMR-Spektren moglich.

Die Abb. 7.6 und 7.7 zeigen schematisch die 2J(*H,??Si)- und ' J(*H,'3C)-HSQC-Spektren des
Silylbereichs silylierter Modellverbindungen und die zugehorigen Strukturbereiche struktu-
reller Einheiten. Diese Strukturbereichskarten wurden zur qualitativen und quantitativen
Auswertung der HS-NMR-Spektren genutzt. In Tabelle 7.2 sind die Verschiebungsbereiche
silylierter Huminstoffkonstituenten aufgelistet.

In den (YH,?Si)-NMR-Spektren sind die Signalbereiche von aromatischen und aliphati-
schen Silylestern, aromatischen und aliphatischen Silylethern und Stickstoffverbindungen
deutlich getrennt. Primére, sekundédre und tertidre aliphatische Silylether sind ebenfalls
voneinander unterscheidbar. Weiterhin lassen sich die Silylverbindungen aromatischer und
aliphatischer Carbonséuren sowie primére und sekundére Hydroxylgruppen von Alkylket-
ten und Kohlenhydraten, Hydroxylgruppen in a-Position zu Carboxyl-, Carbonyl- oder
Hydroxylgruppen und Cyclohexanol- und tertidre Hydroxylgruppen differenzieren. Eine
Korrelation von §(*Si) mit pK,-Werten der Carbonséuren konnte nicht gefunden werden.
Die Signale silylierter mehrkernig benzoider Carbonséuren (Carminsiure: §(**Si) 26.1 ppm
und Anthrachinon-2-carbonséure: §(*Si) 26.8 ppm) befinden sich relativ zu den einkernigen
Carbonséuren tieffeldverschoben. Die chemische Verschiebung §(*?Si) von silylieren alipha-
tischen Carbonséuren steigt von Sduren, die in a-Position nicht O-substituiert sind (24.8-
22.6 ppm), iiber a-Hydroxyl- und a-Carboxyl-substituierten Carbonséuren (27.0-23.9 ppm)

bis zur a-Carbonyl-substituierten Carbonsiure (Brenztraubensiure: 28.9 ppm). Die Reso-



144 KAPITEL 7. INTERPRETATION DER NMR-SPEKTREN
nanzen der aromatischen Silylether der Carminséure sind tieffeldverschoben und befinden
sich in den Bereichen der Carbonséuren.

In (YH,'*C)-NMR-Spektren iiberlappen die den verschiedenen Strukturelementen zugeord-
neten Bereiche. Die Signale der silylierten Kohlenhydrate sind {iber einen grofien Verschie-

bungsbereich verteilt.

Tabelle 7.2: Verschiebungsbereiche silylierter Huminstoffkonstituenten in [ppm].

funktionelle Gruppe §(*H) §(*8Si) §(13C)

CormCOOH 0.50-0.34 31.0-22.5 0.00--0.50
Car—COOH 0.34-0.15 31.0-22.5 0.00—--0.65
C.—OH 0.34-0.22 22.5-18.5 0.90-0.00
a-C-OH 0.22-0.08 22.5-18.5 -0.20-0.25
CrontenhydrateOH (sek.) 0.22-0.13 18.5-16.0 1.80-0.10
CrontenhydrateOH (prim.) 0.13-0.10 18.5-16.0 0.00--0.30
C atkyikerte—OH (prim.) 0.10-0.00 18.5-16.0 -0.20—--0.65
C atkyiketteOH (sec.) 0.15-0.08 16.0-13.5 0.30-0.10
Ceyelohezan—OH 0.15-0.08 13.5-12.0 1.20-0.50
Car—OH (tert.) 0.15-0.08 13.5-5.5 2.70-2.50
C-NH 0.22-0.00 5.5-2.0 0.25-0.00
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Abbildung 7.6: Ubersicht iiber die verschiedenen Strukturbereiche von 2J(*H,?Si)-NMR-
Spektren.
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Abbildung 7.7: Ubersicht iiber die verschiedenen Strukturbereiche von 2J(*H,*3C)-NMR-

Spektren.
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7.4.2 Differenzspektren

Die 2J(*H,?Si)- und 'J(*H,'C)-NMR-Spektren, die Differenzspektren und das Minimum-
Spektrum der Substanzgruppen FA, HA, BS1 und Suwannee-Flufl sind in den Abb. 7.8
bis 7.17 abgebildet. Wie die meisten Methoden, die zur Untersuchung von HS herangezo-
gen werden, liefert auch die NMR-Spektroskopie Ergebnisse, die sich auf ein "mehr* oder
"weniger als“ beschrénken. In den Tabellen 7.3 bis 7.7 sind die Ergebnisse aus den Diffe-
renzspektren der HS zusammenfassend dargestellt.

Generell sind FA deutlich weniger aromatisch als die korrespondierenden HA. Insbesondere
enthélt die Grundwasser-FA praktisch keine aromatischen und phenolischen Strukturele-
mente. Der Carboxylanteil der FA ist grofler als bei HA, der Kohlenhydratanteil hinge-
gen kleiner. Auffallend ist der hohe Anteil an priméren Alkylketten-Hydroxlfunktionen von
BS1HA. Hydroxylgruppen von Cyclohexanolen oder sekundéiren Alkylketten sind in den
Substanzen FG1FA, MPDOM und SUWFA vorhanden. Die Signale von tertidren Silylethern
(zwischen 2.5 und 2.0 ppm) sind im (*H,'3C)-NMR-Spektrum der Grundwasserfulvinsiure
erkennbar.

Die FA unterscheiden sich in ihrem Gehalt an phenolischen Strukturelementen (FG1FA und
SUWFA enthalten wenig Phenole), in ihrem Kohlenhydratanteil (einen besonders hohen
Anteil an Kohlenhydraten enthélt BS1IFA) und ihrem Verhéltnis von carboxylischen zu
hydroxylischen Funktionen (das Verhéltnis von COOH zu OH ist bei der Grundwasser-FA
besonders hoch).

Der wesentliche Unterschied zwischen den beiden HA besteht in dem hohen Anteil an
priméren Alkylketten-Hydroxylfunktionen der Substanz BSTHA.

Die Substanz MPDOM enthélt auer einem hohen Kohlenhydratanteil einen hohen Anteil
an a-Cg-OH. SUWFA besitzt den fiir aquatische FA typischen hohen Anteil an aliphati-
schen Carbonséduren. Der Anteil an phenolischen Strukturen ist bei der SUWHA grofler als
bei den anderen beiden Substanzen. In folgenden Strukturelementen bestehen Gemeinsam-
keiten und Unterschiede zwischen der Substanz MPDOM und SUWFA bzw. SUWHA:

Gemeinsame Strukturelemente wesentliche Unterschiede

MPDOM und SUWFA C,-COOH, C,;,-COOH Kohlenhydrate
tertiare-OH a-Cy-OH
MPDOM und SUWHA Kohlenhydrate Phenole

Cu.-COOH, C,,-COOH
tertiare-OH

Ein Vergleich der NMR-Spektren von SUWFA und SUWHA (Abb. 7.16 und 7.17) bestétigt
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die in [15] erhaltenen Ergebnisse fiir die Anteile an Carbonsiuren (FA:6.1 mmolg™!
HA:4.9mmolg™!), methylierbaren Phenolen (FA: 1.5 mmolg™! HA:2.9mmolg™!) und den
gesamten Hydroxylgruppen (FA:7.0mmolg™' HA:9.0 mmolg™!). Entsprechend den Diffe-
renzspektren enthélt SUWFA deutlich mehr Carboxylgruppen als die korrespondierende
HA, weniger Phenole und weniger Hydroxylgruppen.

Allgemein ist der Vergleich mit literaturbekannten Werten mit Schwierigkeiten in der Aus-
wahl und Bewertung der zur Verfiigung stehenden Daten verbunden. Das Ausmafl der
Unterschiede wird deutlich, wenn man die Daten verschiedener analytischer Methoden mit-
einander vergleicht. Die Werte konnen stark (bis zu mehreren Hundert Prozent) voneinan-
der abweichen. Beispielsweise liefert die Acetylierung mit anschlieSender Protonen-NMR-
Spektroskopie fiir die Gesamtzahl der Hydroxylprotonen von SUWFA 4.4 mmolg™!. Die
Bestimmung dieser Protonen durch Permethylierung mit NaH und ¥CH;sI und 3*C-NMR-
Spektroskopie ergibt hingegen 7.0 mmol g~! [15].

Die meisten, der fiir HS angewandten analytischen Methoden bieten eine gute Moglichkeit
fiir den direkten Vergleich von HS, sind jedoch fiir die exakte Ermittlung von strukturellen

Parametern nicht geeignet.
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Abbildung 7.8: (*H,?°Si)-NMR-Spektren, Differenzspektren und das Minimumspektrum der

Fulvinsauren.
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Abbildung 7.9: (*H,'3C)-NMR-Spektren, Differenzspektren und das Minimumspektrum der

Fulvinsauren.
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HO13FA Differenzspektren
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Abbildung 7.10: (*H,?Si)-NMR-Spektren, Differenzspektren und das Minimumspektrum

der Huminsauren.
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Abbildung 7.11: (*H,'3C)-NMR-Spektren, Differenzspektren und das Minimumspektrum

der Humins&uren.
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Abbildung 7.12: (*H,?Si)-NMR-Spektren, Differenzspektren und das Minimumspektrum

der Substanz BS1.
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Abbildung 7.13: (*H,'3C)-NMR-Spektren, Differenzspektren und das Minimumspektrum

der Substanz BS1.
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Abbildung 7.14: (*H,?°Si)-NMR-Spektren, Differenzspektren und das Minimumspektrum

der Substanz HO13.
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Abbildung 7.15: (*H,'3C)-NMR-Spektren, Differenzspektren und das Minimumspektrum

der Substanz HO13.
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KAPITEL 7. INTERPRETATION DER NMR-SPEKTREN

Abbildung 7.16: (*H,?Si)-NMR-Spektren, Differenzspektren und das Minimumspektrum

der Substanzen aus dem Suwannee-Fluf.
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Abbildung 7.17: (*H,'3C)-NMR-Spektren, Differenzspektren und das Minimumspektrum

der Substanzen aus dem Suwannee-Fluf3.

MPDOM

3(*H) [ppm]

SUWFA

0.500.400.300.200.100.00
3(*H) [ppm]

SUWHA

Differenzspektren

3(**C) [ppm]

3(**C) [ppm]

3(*°C) [ppm]

0.500.400.300.200.100.00
3(*H) [ppm]

0.500.400.300.200.100.00
3(*H) [ppm]

3(**C) [ppm]

Minimumspektrum

° 5
© »

o
(6]
3(**C) [ppm]

T T T
nNo=e
o o1 O

Y
T
N
(63}

?
&
I
)

F-0.5
0.0
r0.5
r1.0
1.5
F2.0

3(**C) [ppm]

F2.5

0.500.400.300.200.100.00
3(*H) [ppm]

° 5
© »

3(*°C) [ppm]

T
o
(63}

T T T T
T e
o o o1 O

0.500.400.300.200.100.00
3(*H) [ppm]

0.500.400.300.200.100.00
3(*H) [ppm]



160 KAPITEL 7. INTERPRETATION DER NMR-SPEKTREN

Tabelle 7.3: Sauerstofthaltige funktionelle Gruppen in Fulvinsduren.

Car-COOH HO13FA > BS1FA ~ HO10FA ~ SUWFA > FG1FA
Cur-COOH FG1FA > HO10FA ~ HO13FA ~ SUWFA > BS1FA
Car-OH HO13FA > HO10FA > BS1FA > SUWFA ~ FG1FA
Kohlenhydrate BS1FA > HO10FA ~ HO13FA ~ SUWFA > FG1FA
a-Cg-OH BS1FA ~ HO10FA ~ HO13FA > SUWFA > FG1FA

Cyclohexan-OH, sekundéire FGIFA ~ SUWFA > BS1FA ~ HO10FA ~ HO13FA
Alkylketten-OH
tertidre-OH FGI1FA > BS1FA ~ HO10FA ~ HO13FA ~ SUWFA

Tabelle 7.4: Sauerstofthaltige funktionelle Gruppen in Humins&uren.

C,-COOH HO13FA > SUWHA > BS1HA
Cur-COOH BS1IHA > HO13HA ~ SUWHA
C,-OH HO13HA > BS1IHA ~ SUWHA
Kohlenhydrate HO13HA > BS1HA > SUWHA
primére Alkylketten-OH BS1HA > HO13HA ~ SUWHA
a-Cy-OH BS1HA =~ HO13HA ~ SUWHA

Tabelle 7.5: Sauerstoffhaltige funktionelle Gruppen in den BS1-Substanzen.

C.-COOH HA > FA
Cur-COOH FA > HA
C.-OH HA > FA
Kohlenhydrate HA > FA

primére Alkylketten-OH HA > FA
Oé-Calk—OH FA ~ HA
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Tabelle 7.6: Sauerstoffhaltige funktionelle Gruppen in den HO13-Substanzen.

Cq-COOH HA > FA
Calk—COOH FA > HA

C.-OH HA > FA
Kohlenhydrate HA > FA
Oé—Calk—OH HA ~ FA

Tabelle 7.7: Sauerstoffhaltige funktionelle Gruppen in den Substanzen des Suwannee-

Flusses.
Cur-COOH HA > FA ~ MPDOM
Cur-COOH FA ~ MPDOM > HA
C,--OH HA > FA ~ MPDOM
Kohlenhydrate MPDOM > HA > FA
a-Cu-OH MPDOM > FA ~ HA
Cyclohexan-OH, sekundére Alkylketten-OH FA > MPDOM~ HA
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Qualitative Auswertung der 2D NMR-Spektren der Substanzgruppen

Ein Vergleich der Minimumspektren der verschiedenen Substanzgruppen verdeutlicht die
strukturellen Merkmale. Die FA enthalten den groBten Anteil aliphatischer Carbonséuren
und wenig Kohlenhydrat-Strukturelemente. Zwischen den Substanzen BS1 und SUW be-
stehen nur geringe Unterschiede. Die Gesamt-Minimumspektren représentieren die ”struk-

turelle Grund-Form“ der Huminstoff-Funktionen.

Tabelle 7.8: Sauerstofthaltige funktionelle Gruppen in den Substanzgruppen.

C.-COOH HA > FA ; HO13 > BS1
Cur-COOH FA > HA ; BS1 > HO13
Car-OH HO13 > HA > BS1 > SUW ~ FA
Kohlenhydrate HA ~ BS1 ~ HO13 > SUW > FA
a-Cu-OH HA > BS1 ~ HO13 ~ SUW > FA
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Abbildung 7.18: (*H,?Si)-NMR-Minimumspektrum der Substanzgruppen, deren Differenz-

spektren und das Minimum-Spektrum: Die ”strukturelle Grund-Form“ der HS-Funktionen.
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HO13 Differenzspektren
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Abbildung 7.19: (*H,'3C)-NMR-Minimumspektrum der Substanzgruppen, deren Differenz-

spektren und das Minimum-Spektrum: Die ”strukturelle Grund-Form“ der HS-Funktionen.
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Zusammenfassung der qualitativen Auswertung der 2D NMR-Spektren des Si-
lylbereichs

1. Heteronuklear korrelierte 'J(*H,¥C)- und 2J(*H,?Si)-NMR-Spektren ermoglichen
eine Differenzierung vieler unterschiedlicher silylierter funktioneller Gruppen. Es
konnen folgende Strukturelemente, die Hydroxylgruppen beinhalten, unterschie-
den werden: aromatische und aliphatische Carbonsduren, Phenole, Kohlenhydra-
te, primare Hydroxylgruppen von Alkylketten, Hydroxylgruppen in a-Position zu
Carboxyl-, Carbonyl- oder weiteren Hydroxylgruppen, Hydroxylgruppen von Cyclo-
hexanol oder sekundéren Alkylketten und tertidre Hydroxylgruppen.

2. In den (*H,®*C)-NMR-Spektren sind erstmalig primére, sekundéire und tertiire ali-
phatische Hydroxylgruppen weitgehend voneinander unterscheidbar und liefern den

Nachweis fiir die Existenz von tertidren Hydroxylgruppen.

3. Sowohl in (*H,'C)- als auch in (*H,?°Si)-NMR-Spektren sind erstmalig aliphatische
von aromatischen silylierten Carboxylgruppen unterscheidbar. Dies gelingt nicht mit
anderen analytischen Methoden. (Obwohl in [141] der Methylesterpeak einer methy-
lierten FA im *C-NMR-Spektrum in zwei Einzelpeaks bei 51 und 52ppm aufge-
trennt ist und eine Differenzierung von aromatischen und aliphatischen Methylestern
moglich erscheint, ist diese Auftrennung des Methylesterpeaks in keinem weiteren li-
teraturbekannten '*C-NMR-Spektrum methylierter Substanzen vorhanden. In [187]
wird fiir Methylester jeweils nur ein breites Signal bei 52 ppm gefunden. Somit bietet
die 2D NMR-Spektroskopie silylierter Substanzen die einzige Moglichkeit, aromatische

und aliphatische Carboxylfunktionen zu unterscheiden.)

4. Die Protonen der silylierten Funktionen COOH, C,,.OH und C,;;OH sind unterscheid-
bar. Dies gelingt nicht mit den Titrationsverfahren, bei denen C,;;OH unberiicksich-
tigt bleiben.

5. Tertidre Hydroxylgruppen und Cyclohexanol-Strukturelemente in der Grundwasser-
Fulvinsdure weisen auf cyclische Isoprenoid-Strukturen hin, wie sie in Huminstoff-
dhnlichen Substanzen wie Erdél und marinen Sedimenten vorkommen und in [129]

fiir Grundwasser-Huminstoffe postuliert werden.
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Qualitative Auswertung der 2D NMR-Spektren des Bereichs der Geriistproto-

nen
In Abb. 7.20 sind die Integrationsbereiche der Geriistprotonen gekennzeichnet. A: CH,,, B:
a-CH,,, C: CH3-O, D: H-C-O, E: Anomere, F: C,,-H.

Abbildung 7.20: Ubersicht iiber die verschiedenen Strukturbereiche von *J(*H,'*C)-NMR-
Spektren.
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In den Abb. 7.21 und 7.22 sind die 'J(*H,'3C)-HSQC-Spektren, deren Differenzspektren
und das Minimumspektrum des Gesamtbereichs der Substanzen abgebildet. Die Spektren
konnen wie die Protonenspektren in Kap. 7.1 in die Bereiche C,,—H, O—-C-H, o-CH,, und
CH,, eingeteilt werden. Die Grundwasserfulvinsiure FG1FA und die Substanz SUWFA ent-
halten kaum aromatische Protonen und Methoxylgruppen und nur wenig O-C-H, jedoch
einen grofien Anteil an a-CH,, und CH,,. MPDOM ist die Substanz mit dem hochsten Ge-
halt an O-C-H Protonen, die Kohlenhydrat-Strukturelementen zuzuordnen sind. BS1FA und
HO10FA enthalten einen geringen Anteil an Methoxygruppen. Die vergleichende Darstel-
lungsweise in Tabelle 7.9 entspricht im wesentlichen den aus Protonenspektren erhaltenen

Protonenverteilungen in Kapitel 7.1.
Das Minimumspektrum der (*H,'3C)-NMR-Spektren — die ”strukturelle Grundform* des
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Huminstoffgeriistes — besteht aus a-CH,, und CH,,-Protonen, sowie einem geringen Anteil
an O-C-H Protonen.

Tabelle 7.9: Gertiststruktur aquatischer HS.

Cor-H BS1FA ~ HO10FA ~ HO13FA > MPDOM > SUWFA > FG1FA
O-C-H MPDOM > HO10FA ~ HO13FA > BS1FA ~ SUWFA > FGI1FA
C-O-CHj BS1FA ~ HO10FA ~ HO13FA > MPDOM > SUWFA > FGI1FA
a-CH,, SUWFA > FG1FA > HO10FA ~ HO13FA ~ MPDOM > BS1FA
CH, FGI1FA > SUWFA > BS1FA ~ HO10FA ~ HO13FA ~ MPDOM
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Abbildung 7.21: (*H,'3C)-NMR-Spektren, und deren Differenzspektren: Die ”strukturelle

Grund-Form “ des Huminstoffgeriistes.
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Abbildung 7.22: (*H,'*C)-NMR-Minimum-Spektrum: Die ”strukturelle Grund-Form* des

Huminstoffgeriistes.
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7.4.3 Vergleich der Ergebnisse zweidimensionaler NMR-
Verfahren mit eindimensionaler INMR-Spektroskopie
und Daten anderer Methoden

Protonenkapazitit mittels potentiometrischer Titration

Die Protonenkapazitiat mittels potentiometrischer Titration wurde von der Arbeitsgruppe

Abbt-Braun, TH Karlsruhe bestimmt.

Tabelle 7.10: Protonenkapazitéit mittels potentiometrischer Titration. Funktionelle Gruppen
in [umol / mg DOC].

Substanz COOH C,,.OH
BS1FA 11.1 5.5
HO10FA 11.1 4.9
FG1FA 10.0 1.4
HO13FA 9.3 3.9

In Tabelle 7.11 sind die Daten der potentiometrischen Titration den Ergebnissen der 2D-
NMR-Spektroskopie gegeniiber gestellt. Die Ergebnisse stimmen nur beziiglich der Einord-
nung von FG1FA in die C,,.—OH-Reihe iiberein. Insbesondere die Menge carboxylischer und
phenolischer Protonen von BS1FA wird in der 2D-NMR-Spektroskopie geringer als durch

die potentiometrischen Titration eingeschétzt.

Tabelle 7.11: Vergleich der potentiometrischen Titration mit der 2D-NMR-Spektroskopie.

potentiometrische Titration
COOH BS1FA ~ HO10FA > FG1FA > HO13FA
C,.-OH BS1FA > HO10FA > HO13FA > FG1FA
2D-NMR-Differenzspektren
COOH (gesamt) FG1FA > HO10FA ~ HO13FA > BS1FA
C.-COOH HO13FA > BS1FA ~ HO10FA > FG1FA
CurCOOH FGI1FA > HO10FA ~ HO13FA > BSI1FA
C.-OH HO13FA > HO10FA > BS1FA > FG1FA
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Protonenkapazitit mittels BaOH/Ca-Acetat-Methode

Die Protonenkapazitdt mittels BaOH/Ca-Acetat-Methode wurde von der Arbeitsgruppe
Zech, Universitdat Bayreuth bestimmt. Die Gesamtaziditdt wurde dabei mit der BaOH-
Methode und die Carboxylgruppen mit der Ca-Acetat-Methode ermittelt. Die Anzahl der

phenolischen Gruppen ergab sich aus der Differenzbildung.

Tabelle 7.12: Protonenkapazitéit mittels BaOH/Ca-Acetat-Methode. Funktionelle Gruppen

in [mmol molg'].

Substanz COOH C,.OH
HO10FA 178 24
BS1FA 148 18

In Tabelle 7.13 sind die Daten der BaOH/Ca-Acetat-Methode den Ergebnissen der 2D-
NMR-Spektroskopie gegeniiber gestellt. Die Ergebnisse der beiden Methoden stimmen iibe-

rein.

Tabelle 7.13: Vergleich der BaOH/Ca-Acetat-Methode mit der 2D-NMR-Spektroskopie.

BaOH/Ca-Acetat-Methode

COOH HO10FA > BS1FA
C.-OH HO10FA > BS1FA
2D-NMR-Differenzspektren
COOH HO10FA > BS1FA

CorOH HO10FA > BS1FA
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Vergleich der Kohlenhydratanalyse mit der 2D-NMR-Spektroskopie

Ein direkter Vergleich der Anteile von hydrolysierbaren Kohlenhydraten [109] und den
Kohlenhydratstrukturen, die NMR-spektroskopisch detektiert werden, ist nicht moglich,
da hydrolysierbare Kohlenhydrate nur in einem geringen Ausmafl zu den registrierbaren
Kohlenhydratstrukturen beitragen. Die Werte in Tabelle 7.14 lassen jedoch auf einen Zu-
sammenhang zwischen gebundenen Kohlenhydraten und sdmtlichen Kohlenhydratstruktu-
ren schliefen. FG1FA, das nur 0.2 % gebundene Kohlenhydrate enthélt, besitzt nur wenig
Intensitdat im Bereich der Kohlenhydratstrukturen. HA enthalten nach beiden Messungen
mehr Kohlenhydrate als FA.

Tabelle 7.14: Gehalte an hydrolysierbaren Kohlenhydraten. Kohlenhydrat-C am DOC in %.

Substanz Anteil

BS1FA 1.5
FG1FA 0.2
HO10FA 0.4

BS1HA 2.0
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Vergleich der Ergebnisse von *C- und 2D-NMR-Spektroskopie

Die Integrale der 1D-3C-NMR-Spektren (Arbeitsgruppe Lambert, ISAS Dortmund) sind in
Tabelle 7.16 aufgelistet. Die in den "*C-NMR-Spektren registrierten funktionellen Gruppen
liegen in den §(**C) Bereichen anderer Strukturelemente. So sind beispielsweise Séuren nicht
von Estern unterscheidbar, der Bereich der Phenole {iberlappt mit Arlyethern, und Alkohle
befinden sich in demselben Bereich wie Ether.

Vergleichbar sind die Integrale aliphatischer Ketten mit den Ergebnissen der 'J(*H,'3C)-
NMR-Spektren der Geriistprotonen (Tabelle 7.16).

Tabelle 7.15: Integrale [%)] der *C-NMR-Spektren.

Substanz Car- Car- Aryl-O Aryl-C O-C, Methoxy CH,,
bonyl boxyl Aryl-N Aryl-H
BS1FA 4 15 10 25 21 6 19
HO10FA 6 17 11 25 20 5 16
FG1FA 4 15 8 18 17 7 31
HO13FA 3 10 8 26 20 5 28
BS1HA 4 13 11 29 20 6 17
HO13HA 4 10 9 29 21 5) 22

Tabelle 7.16: Vergleich der *C-NMR-Spektroskopie mit der 2D-NMR-Spektroskopie.

13C-NMR-Spektroskopie
CH,, FGI1FA > HO13FA > BS1FA > HO10HA
1J(*H,3C)-NMR-Differenzspektren
CH,, FG1FA > BS1FA ~ HO10FA ~ HO13FA
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Vergleich der Ergebnisse von #*Si- und 2J('H,?Si)-NMR-Spektroskopie
In Tabelle 7.17 sind die Ergebnisse der ??Si-NMR-Spektroskopie und der 2J(*H,?Si)-NMR-

Spektroskopie gegeniibergestellt.

Tabelle 7.17: Vergleich der 2*Si-NMR-Spektroskopie mit der 2J(*H,*Si)-NMR-
Spektroskopie.

298i-NMR-Spektroskopie

COOH HO10FA > BS1FA > HO13FA ~ BS1HA > FG1FA > HO13HA
Cuor OH 4+ a-C,,-OH  BS1HA ~ HO13HA > HO13FA > HO10FA ~ FG1FA > BS1FA
Kohlenhydrate HO13HA > FG1FA ~ BS1HA ~ HO13FA > BS1FA > HO10FA

Cyclohexan-OH + FGI1FA > HO13FA ~ HO13HA > BS1FA ~ BS1HA > HO10FA
sekundére Alkylketten-OH
+ tertidre-OH

2J(*H,*Si)-NMR-Differenzspektren

COOH FG1FA > HO10FA ~ HO13FA > BS1FA
BS1HA ~ HO13HA

C,r OH + a-C,;;-OH BS1FA ~ HO10FA ~ HO13FA > FG1FA
HO13HA > BS1HA

Kohlenhydrate BS1FA > HO10FA ~ HO13FA > FGI1FA
HO13HA > BS1HA

Cyclohexan-OH + FGIFA > BS1FA ~ HO10FA ~ HO13FA

sekundére Alkylketten-OH

+ tertidre-OH

Die durch ein- und zweidimensionalen Techniken erhaltenen Ergebnisse lassen sich nur be-
dingt miteinander vergleichen. Der Grund fiir die schlechte Ubereinstimmung liegt i. w. in
der unterschiedlichen Normierung. So wird das Gesamtintegral jedes 2°Si-NMR-Spektrums
unabhingig vom Anteil azider Protonen der Substanz gleich 100 % gesetzt. Das Referenzin-
tegral der 2D-NMR-Spektren (6(*H): 0.45-0.35ppm; §(*Si): 29.0- 24 ppm) beriicksichtigt
nicht die durch t;-Rauschen gestérten Bereiche. Die Integrale der Protonenspektren bezie-
hen sich auf die Gesamtzahl der HS-Protonen. Eine sorgfiltige Beschreibung und Beurtei-
lung aller Mef3- und Prozessierungsparameter ist daher zur Charakterisierung von HS von
besonderer Bedeutung. Die Ergebnisse konnen grundsatzlich nur im Zusammenhang mit

sdmtlichen Randbedingungen beurteilt werden.
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Vergleich der Ergebnisse von Protonen- und 2J('H,?Si)-NMR-Spektroskopie

der aziden Protonen

Tabelle 7.18: Vergleich der Ergebnisse von Protonen- und 2J(*H,?Si)-NMR-Spektroskopie.

'H-NMR-Spektroskopie
COOH BS1FA ~ HO13FA > HO10FA > FG1FA ~ BS1HA ~ HO13HA
Cq.-OH HO10FA > BS1FA > HO13FA > BS1HA > HO13HA > FG1FA
Car-OH FG1FA > HO10FA > BS1HA > BS1FA > HO13FA > HO13HA
1J(*H,?Si)-NMR-Differenzspektren

COOH FG1FA > HO10FA ~ HO13FA > BS1FA

BS1HA ~ HO13HA
Cur-OH HO13FA > HO10FA > BS1FA > FGI1FA

HO13HA > BS1HA
Caur-OH BS1FA > HO10FA ~ HO13FA > FG1FA

BS1HA ~ HO13HA

Vergleich der Ergebnisse von Protonen- und 'J(*H,!*C)-NMR-Spektroskopie der

Geriistprotonen

Tabelle 7.19: Vergleich der Ergebnisse von Protonen- und *J(*H,'¥C)-NMR-Spektroskopie.

'H-NMR-Spektroskopie
Cu-H HO13FA > BS1FA > HO10FA > FG1FA
H-C-O BS1FA > HO13FA > HO10FA > FG1FA
a-CH, FG1FA > HO13FA > BS1FA > HO10FA
CH, FGI1FA > HO13FA > BS1FA ~ HO10FA
LJ(*H,3C)-NMR-Differenzspektren
Cgu-H BS1FA ~ HO10FA ~ HO13FA > FG1FA
H-C-O HO10FA ~ HO13FA > BS1FA > > FGIFA
a-CH,, FG1FA > HO10FA ~ HO13FA > BS1FA
CH, FG1FA > BS1FA =~ HO10FA ~ HO13FA
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7.4.4 Integration von *J(*H,*Si)- und 'J(*H,*C)-NMR-Spektren

Die Integrale der 2D-NMR-Spektren wurden mit dem Programm ”xwinnmr“ (Firma Bru-
ker) berechnet. Es wurden die in Tabelle C.8 aufgelisteten Bereiche verwendet. Aus den
Verhéltnissen C,,-COOH : C,;-OH (BSTFA) und C,,-COOH : C,;,-COOH : C,,-OH (BSA)
der (*H,?Si)-NMR-Spektren wurden die Anteile der funktionellen Gruppen an der Gesamt-
zahl silylierter Funktionen ermittelt.

Schwierigkeiten bei der Integration von 2D-NMR-Spektren (t;-Rauschen, Sternartefakte,
Schréglage der Basisebene, geringes S/N-Verhéltnis in Bereichen geringer Intensitét) lassen
keine absolute Einteilung der silylierten funktionellen Gruppen zu. Die Angaben in Tabelle
7.20 sind duferst kritisch zu betrachten. Das Verhéiltnis von C,;,-OH zu C,,-COOH ist
beispielsweise in den (YH,*C)-NMR-Spektren etwa doppelt so grof§ als das der (*H,?Si)-
NMR-Spektren. Die Ergebnisse sind daher nur im Rahmen von Vergleichen zu verwenden
und interpretieren. Die Werte diirfen daher nicht direkt mit den Ergebnissen anderer Metho-
den verglichen werden. Die Angabe von nach funktionellen Gruppen sortierten Reihenfolgen
scheint sinnvoll. In Tabelle 7.20 sind diese abfallenden Reihen mit den Reihenfolgen, die
mit anderen Verfahren erhalten worden sind, gegeniibergestellt.

Die Ergebnisse stimmen nur teilweise iiberein. Fehlerhaft ist beispielsweise die Einordnung
von FG1FA in die durch Integration bestimmte C,,-OH Reihe: Sowohl die potentiome-
trische Titration die BaOH/Ca-Acetat-Methode als auch die Protonen- und 2D-NMR-

Differenzspektren belegen einen besonders geringen Anteil an phenolischen Funktionen.
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Tabelle 7.20: Vergleich der Integrale von ein- und zweidimensionaler NMR-Spektroskopie.

2J(*H,2Si)-NMR-Spektroskopie (Integration)
Car, atr-COOH FG1FA > HO13FA > HO10FA > BS1FA > BS1HA > HO13HA

Co-COOH BS1HA > BS1FA ~ HO13FA > HO13HA > HO10FA > FGI1FA
Cur-COOH FG1FA > HO10FA > HO13FA > BS1FA > HO13HA > BS1HA
C.-OH HO13HA > HO10FA ~ HO13FA > FG1FA ~ BS1HA > BS1FA
Caur-OH BS1HA > HO13HA > BS1FA > HO10FA > HO13FA > FG1FA
2J(*H,?°Si)-NMR-Spektroskopie (Differenzbildung)

Cur-COOH HO13FA > BS1FA ~ HO10FA > FG1FA

HO13HA > BS1HA
Cur-COOH FG1FA > HO10FA ~ HO13FA > BS1FA

BS1HA > HO13HA
C,--OH HO13FA > HO10FA > BS1FA > FGI1FA

HO13HA > BS1HA
Cur-OH BS1FA > HO10FA ~ HO13FA > FG1FA

BS1HA ~ HO13HA
2Si-NMR-Spektroskopie

Cq-COOH HO10FA > BS1FA > BS1HA ~ HO13FA > FG1FA > HO13HA
Car, ax-OH HO13HA > FG1FA >HO13FA ~ BS1HA > BS1FA > HO10FA
'H-NMR-Spektroskopie
COOH BS1FA ~ HO13FA > HO10FA > FG1FA ~ BS1HA ~ HO13HA
Cq-OH HO10FA > BS1FA > HO13FA > BS1HA > HO13HA > FG1FA

Ca-OH FG1FA > HO10FA > BS1HA > BS1FA > HO13FA > HO13HA
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7.5 Weitbereichskopplungsexperimente: Zuordnung
von silylierten aliphatischen Hydroxylfunktionen

zu dem Huminstoffgeriist

Korrelationen von 2?Si-Kernen zu Protonen sind in Trimethylsilyl-substituierten Substanzen
itber 2, 3, 4 und 5 Bindungen méglich. Je nach funktioneller Gruppe sind fiir Kopplungen
zu Geriistprotonen mindestens 3 (aliphatische Silylether), 4 (aromatische Silylether und
aliphatische Silylester) oder 5 (aromatische Silylester) Bindungen beteiligt. Je groBer die
Anzahl der Bindungen zwischen den koppelnden Kernen ist, desto lianger ist die Pulsfolge
und somit der Einflufl der Relaxation auf das S/N-Verhéltnis. Daher werden eher Signale

von silylierten Alkoholen als Signale von Phenolen oder Carbonséduren beobachtet.

Abbildung 7.23: Kopplungen des ?°Si-Kerns mit Geriistprotonen.
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Cl\ C
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\ ‘ aliphatisch aromatisch
3
T %H C OH 3] 1]

COOH 4] °J

Wie eine Zuordnung der 2D NMR-Spektren des Silylbereichs? iiber das 3J(*H,?Si)-
Weitbereichsexperiment moglich ist, veranschaulicht die Zuordnungslinie anhand der NMR-
Spektren der silylierten Saccharose in Abb. 7.24, die die Signale in unterschiedlichen Spek-
tren miteinander verbindet.

Im Gegensatz zu den Verschiebungsbereichskarten der 'J('H,'*C)- und 2J(*H,*Si)-NMR-
Modellsubstanzspektren des Silylbereichs (Ausschnitte aus den Abb. 7.6 und 7.7) wurden
die 6(*H)- und 6(*3C)-Werte der Geriistprotonen und *C-Kerne, die iiber Sauerstoff mit
TMS-Gruppen verkniipft sind, mit einem kommerziellen Programm (Firma: ACD-Lab) be-
rechnet und daraus die entspechenden Verschiebungsbereichskarten (*J(*H,'3C)-Karte der
Geriistprotonen und 2J(*H,?Si)-Karte) erstellt. Die berechneten chemischen Verschiebun-
gen enthiilt Anhang B. Die Kreuzsignale des 2J (*H,?Si)-NMR-Spektrums wurden durch
die errechneten §(*H)-Werte und die gemessenen 46(?°Si)-Werte bestimmt. Fiir Molekiile
mit mehreren Hydroxylfunktionen konnten die Werte nicht einander zugeordnet werden
und wurden daher im 3J (*H,*Si)-NMR-Spektrum nicht beriicksichtigt. Die Kartierung der
Modellsubstanzwerte ermoglicht wie auch bei den 2D NMR-Spektren, die den Silylbereich

2 1J(*H,*3C) und 2J(*H,?*Si)-Spektren mit dem 'J(*H,'3C)-Spektrum der Geriistprotonen.
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beschreiben, die Zuordnung der Huminstoff-!J(*H,3C)-NMR-Spektren zu Partialstruktu-
ren, denn auch bei diesen beiden Spektrentypen fallen die Kreuzsignale unterschiedlicher
funktioneller Einheiten in getrennte Verschiebungsbereiche. Abb. 7.25 zeigt die 2D-NMR-
Spektren, in denen die Bereiche dhnlicher Strukturelemente umrandet sind.

Auf den folgenden Seiten sind die korrespondierenden 2D-NMR-Spektren einiger aqua-
tischer organischer Substanzen gegeniibergestellt. Von den Huminsduren konnten keine
3J(*H,*Si)-Weitbereichskopplungsspektren erhalten werden. Fiir den starken Intensitéts-
verlust sind die Relaxationseigenschaften der HA verantwortlich. Aufgrund der schnel-
len Relaxation der HS-Protonen kénnen nur wenig Inkremente fiir die 3J(*H,*Si)-NMR-
Experimente aufgenommen werden, da bereits nach wenigen Inkrementen keine HS-Signale
mehr registriert werden konnen. Die Auflésung ist entsprechend schlecht. Fiir den F;-Bereich
von 28 ppm wurden nur maximal 80 Inkremente aufgenommen.

Die 3J(*H,?Si)-Weitbereichskopplungsexperimente der silylierten HS weisen keine Signale
im Bereich der primiiren Hydroxylgruppen (6(*H) = 3.7-3.3ppm, 6(*°Si) =18.5-16.0 ppm)
auf. Wie bereits anhand der 3J('H,?Si)-NMR-Spektren der Saccharose und des 1,2-
Propandiol (s. Abb. 6.11) erlidutert, resultiert aus den 'H,'H-Kopplungen eine Signal-
ausloschung. Der Grund dafiir, dafl keine Resonanzen von Silylether der sekundéren
Kohlenhydrat-Strukturen vorhanden sind (6(*H)=4.3-3.7 ppm, 6(*°Si) =18.5-16.0 ppm),
liegt, wie durch die LC-NMR-Technik in Kapitel 7.7 gezeigt wird, in der gréferen Mo-
lekiilgroBe der Fraktion, die die Kohlenhydratebestandteile enthalten. Grolere Molekiile re-
laxieren schneller und werden daher im Weitbereichskopplungexperiment nicht registriert.
In den 3J('H,?Si)-NMR-Spektren dominieren die Resonanzen von Silylethern in a-Position
zu Carboxyl-, Carbonyl- oder Hydroxylgruppen. Die Intensitdt dieser Strukturelemente ist
bei der Grundwasserfulvinsdure offensichtlich besonders grofS. Die LC-NMR-Spektren zei-
gen, dafl die MolekiilgroBle von FG1FA kleiner ist als die der anderen Substanzen. Damit
verbunden sind giinstige Relaxationseigenschaften. Zum andern belegen die Ergebnisse der
Protonenspektren in Kapitel 7.1, dal der Gehalt an a-CH,, Protonen der Substanz FG1FA
und SUWFA besonders hoch ist. Beide Aspekte tragen zu den hohen Signal-Rausch-Verhélt-
nissen des 3J(1H,?Si)-NMR-Spektrums von FG1FA bei.

Zur Identifizierung von Partialstrukturen, die bevorzugt in HS vorkommen und durch schar-
fe, definierte Signale gekennzeichnet sein sollten, wurden die 2D-NMR-Spektren der Silyl-
protonen zusétzlich mit 512 Inkrementen prozessiert (Abb. 7.27, 7.29, 7.31, 7.33, 7.35). Die
Spektren zeigen definierte Signale im Bereich des ”Signalgrates“. Scharfe Signale, die sich
neben dem ”Signalgrat“ befinden®, kénnen bei diesem Verfahren nicht beobachtet werden.
Die abgebildeten Peaks befinden sich in den Bereichen der Maxima der Spektren, die mit
128 Inkrementen prozessiert worden sind. Die Peaks der 2J('H,?°Si)-NMR-Spektren befin-

3hzw. weiter unten
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den sich im Bereich der sekundéren Silylether und a-substituierten Silylether. Die Peaks
primérer Silylether sind nicht vorhanden.

In den 'J(*H,'3C)-NMR-Spektren sind bei §(*H)=0.15ppm und ¢(**C)=-0.3--0.6 ppm
?imagindre“ Peaks in einem nicht-identifizierten Bereich vorhanden, die aus der Uberla-
gerung der Signalfiiie von aliphatischen Silylestern und priméren Silylethern resultieren.
Da die Intensitéiten der 'J(*H,'3C)-NMR-Spektren zu groBeren §(**C) hin abfallen, werden
Peaks von Kohlenhydratstrukturen nicht abgebildet.

Auffallend sind die Spektren der Grundwasserfulvinsiaure, die relativ homogen erscheinen.

Selbst in den Spektren mit erhohter Auflosung werden keine scharfe Peaks beobachtet.
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Abbildung 7.24: Ubersicht iiber die Verschiebungsbereiche und Korrelation der einzelnen
NMR-Spektren von Saccharose.
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Abbildung 7.25: Ubersicht iiber die Verschiebungsbereiche und Korrelation von 2D NMR-

Spektren.
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Abbildung 7.26: Ubersicht iiber die Verschiebungsbereiche und Korrelation der einzel-
nen NMR-Spektren von BS1FA. Anzahl der Inkremente des 'J('H,3C)- und 2J(*H,?Si)-

Spektrums der funktionellen Gruppen: 128.
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Abbildung 7.27: Ubersicht iiber die Verschiebungsbereiche und Korrelation der einzel-
nen NMR-Spektren von BS1FA. Anzahl der Inkremente des 'J(*H,'3C)- und 2J(*H,*Si)-

Spektrums der funktionellen Gruppen: 512.
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Abbildung 7.28: Ubersicht iiber die Verschiebungsbereiche und Korrelation der einzelnen
NMR-Spektren von HO10FA. Anzahl der Inkremente des 'J(*H,'3C)- und 2J(*H,?Si)-
Spektrums der funktionellen Gruppen: 128
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Abbildung 7.29: Ubersicht iiber die Verschiebungsbereiche und Korrelation der einzelnen
NMR-Spektren von HO10FA. Anzahl der Inkremente des 'J('H,'*C)- und 2J(*H,*Si)-
Spektrums der funktionellen Gruppen: 512.
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Abbildung 7.30: Ubersicht iiber die Verschiebungsbereiche und Korrelation der einzel-
nen NMR-Spektren von FG1FA. Anzahl der Inkremente des 'J(*H,'3C)- und 2J(*H,?Si)-

Spektrums der funktionellen Gruppen: 128
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Abbildung 7.31: Ubersicht iiber die Verschiebungsbereiche und Korrelation der einzel-
nen NMR-Spektren von FG1FA. Anzahl der Inkremente des 'J(*H,'3C)- und 2J(*H,*Si)-
Spektrums der funktionellen Gruppen: 512.
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Abbildung 7.32: Ubersicht iiber die Verschiebungsbereiche und Korrelation der einzelnen
NMR-Spektren von MPDOM. Anzahl der Inkremente des 'J(*H,'3C)- und 2J(*H,?Si)-
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Abbildung 7.33: Ubersicht iiber die Verschiebungsbereiche und Korrelation der einzelnen
NMR-Spektren von MPDOM. Anzahl der Inkremente des 'J(*H,'*C)- und 2J(*H,?°Si)-
Spektrums der funktionellen Gruppen: 512.
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Abbildung 7.34: Ubersicht iiber die Verschiebungsbereiche und Korrelation der einzelnen
NMR-Spektren von SUWFA. Anzahl der Inkremente des 'J(*H,'3C)- und 2J(*H,*Si)-

Spektrums der funktionellen Gruppen: 128
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Abbildung 7.35: Ubersicht iiber die Verschiebungsbereiche und Korrelation der einzelnen
NMR-Spektren von SUWFA. Anzahl der Inkremente des 'J('H,"*C)- und 2J('H,?Si)-
Spektrums der funktionellen Gruppen: 512.
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7.6 Aufnahme eines Huminstoff-'"O-NMR-Spektrums

Zur Vermeidung eines stérenden H'O-Signals wurden 125mg der Substanz MPDOM
im Vakuum getrocknet, in 3ml trockenem Pyridin-d; weitgehend gelost und zur NMR-
Messung in ein 10mm NMR-Roéhrchen unter Ny-Atmosphére iiberfithrt. Das "O-NMR-
Spektrum des Huminstoffes wurde nach dem Einpuls-Verfahren mit einem Pulswinkel von
45° (7.7us) aufgenommen. Die spektrale Breite betrug 54.3kHz entsprechend 800 ppm,
der Preakquisitions-Delay 13.1 us, die Akquisitionszeit 37.7 ms, der Relaxationsdelay 40 ms
und die Zahl der aufgenommenen FIDs 2735000. Der FID wurde mit 4096 Meflpunkten
aufgenommen, wobei die ersten 18 gemessenen Datenpunkte durch das Linear-Prediction-
Verfahren errechnet und ersetzt worden sind. Vor der Fourier-Transformation wurde der
FID mit einer Exponentialfunktion mit einem Linienverbreiterungsfaktor von 150 Hz multi-
pliziert. Zur Erhéhung der Loslichkeit und Verschmiilerung der Linienbreite wurde die 17O-
NMR-Messung des Huminstoffs bei 70 °C durchgefiihrt. Nach einer Mefzeit von 2 Tagen
bei 70 °C konnte ein schwarz-brauer Niederschlag auf der NMR-Rohrchenwand beobachtet

werden, der auf Zersetzung des organischen Materials hindeutet.

Abbildung 7.36: 1"O-NMR-Spektrum der Substanz MPDOM in Pyridin

560 460 360 260 160 0
5(*"0) [ppm]

In dem '"O-NMR-Spektrum Abb. 7.36 sind die Resonanzen von Carbonsiurestruktu-
ren bei 250 ppm deutlich vorhanden. Die fiir Esterbindungen reprisentativen Carbonyl-
Resonanzen bei 360 ppm fehlen vollstéindig. Es ist anzunehmen, dafl Ester-Strukturelemente,
wéahrend der Mef3zeit hydrolysiert worden sind. Signale bei 100 ppm weisen auf aromatische
Ether ( beispielsweise mit einem hoher substituierten Alkylrest) und Phenole hin. Das bei
50 ppm gefundene Signal 148t sich Methyl-Arylethern, wie sie in Huminstoffen mit Lignin-
Partialstrukturen vorhanden sind, zuordnen. Bei -40 ppm liegen die '"O-NMR-Signale von
priméren Hydroxylgruppen.

Die in dem !'TO-NMR-Spektrum vorhandenen Signale stammen vermutlich von den
Zersetzungsprodukten des Huminstoffes. Es sind weder die fiir HS typischen Ester-
Strukturelemente, noch (die in den aufgenommenen 2D-NMR-Spektren des Silylbereichs

silylierter Huminstoffe gefundenen) sekundére Hydroxylgruppen in diesen Zersetzungspro-
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dukten vorhanden. In “O-NMR-Spektren, die von der Substanz MPDOM bei tieferen Tem-
peraturen in anderen Losungsmitteln aufgenommen worden sind, fehlen véllig die Resonan-
zen, die auf den Huminstoff zuriickzufithren sind. Die grole Molekiilgrofie der Huminstoff-
molekiile ist fiir eine grofle Korrelationszeit 7. verantwortlich und bewirkt sehr grofle Lini-
enbreiten, die keine erkennbaren und interpretierbaren Signale liefern. In Kapitel 6.4 ist der
Zusammenhang zwischen Linienbreite und MolekiilgroBe bereits ausfiihrlich erliutert. 7O-
NMR-Spektren von Huminstoffen mit natiirlichem "O-Gehalt kénnen wegen der durch die

grofien Korrelationszeiten 7, verursachten groflen Linienbreiten nicht aufgenommen werden.
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7.7 LC-NMR-Spektren

Die Abb. 7.37 bis 7.40 zeigen die erhaltenen pseudo-2D-NMR-Spektren des Aliphaten-
bereichs (A) und des Silylbereichs (B) und die Protonen-Einzelspektren. Im Silylbereich
kénnen Silylester (§(*H)=0.45-0.22 ppm) von Silylethern (6(*H)=0.22--0.10 ppm) unter-
schieden werden. Die niedermolekularen Nebenprodukte sind weitgehend von den HS ab-
getrennt worden*. In den pseudo-2D-NMR-Spektren befinden sich ihre Signale im oberen
Bereich (lange Retentionszeiten). Im Bereich der Aliphaten kénnen O-C-H (4.0- 3.0 ppm),
a-CH,, (3.0-2.0ppm) und CH,, (2.0-0.5 ppm) unterschieden werden, deren Muster bei den
verschiedenen Substanzen unterschiedlich ausgepragt ist.

Die LC-NMR-Spektroskopie bestétigt die Ergebnisse der 1D und 2D-NMR-Spektroskopie
der HS: Die HA enthélt mehr O-C-H, die Kohlenhydrat-Stukturelementen zugeordnet
werden konnen und weniger a-CH,, als die korrespondierende FA. Im Spektrum A
der Grundwasserfulvinsiure sind in Ubereinstimmung mit der Literatur keine O-CH,-
Strukturelemente und in den Spektren B kaum Silylether, die beispielsweise Kohlenhy-
drate indizieren, vorhanden. Der Aliphatenbereich des FG1FA-Spektrums enthélt aufler
CH,,-Protonen einen groflen Anteil an a-CH,,.

Die chromatographische Auftrennung in der Fi-Dimension belegt die allgemein kleine Mo-
lekiilgroBe der Grundwasserfulvinsdure. In den Spektren der Substanzen BS1FA, BSTHA
und besonders deutlich in Spektrum HO10FA sind die drei Protonenbereiche zeitlich ver-
setzt. Die Fraktionen der grofleren Molekiile enthalten ausschliefllich Kohlenhy-

dratstrukturen.®

4Geringe Mengen an Verunreinigungen aus Losungsmittel und Siule verursachen die zeitlich konstanten

Signale.
5Nach Kapitel 6.3.3 kann ein selektiver Relaxationseffekt ausgeschlossen werden.
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Abbildung 7.37: LC-NMR-Spektrum von BS1FA.




KAPITEL 7. INTERPRETATION DER NMR-SPEKTREN




7.7. LC-NMR-SPEKTREN




202 KAPITEL 7. INTERPRETATION DER NMR-SPEKTREN

Abbildung 7.40: LC-NMR-Spektrum von BSTHA.

4 . .
1111111111
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Tabelle 7.21: Beschreibung der
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LC-NMR-Spektren

Substanz

Bereich A

Bereich B

BS1FA

Hoher a-CH,,-Anteil.

Die Fraktionen mit den hoheren Mot halten in Ubereinstimmung mit A

kekiilmassen bestehen nur aus Kohlen: Silylether der Kohlenhydratstrukturen

hydraten.

Molekiile der grofien Fraktionen entt

(0.15 ppm).

HO10FA

Der Anteil an O-C-H ist grofler als be
BS1FA.
Wenig a-CH,,.

Die Fraktionen mit den hoheren Mot

kekiillmassen bestehen nur aus Kohlent

i Molekiile der groflen Fraktionen enthal;
ten in Ubereinstimmung mit A Sily}
lether der Kohlenhydrate (0.15 ppm).

hydraten.
FGLEA Keine O-C-H Protonen erkennbar. In den 'H-Spektren des Silylbereichs
Die Fraktion der Kohlenhydrate (s| dominieren Silylester.
BSIFA und HOI10FA) fehlt (Uber! MolekiilgréBen kleiner als die der andet
einstimmung mit Kohlenhydratanalyse ren Substanzen.
Tabelle 7.14).
Hoher a-CH,,-Anteil.
MolekiilgréBien kleiner als die der ander
ren Substanzen.
BS1HA

O-C-H Protonen und CH,,

gleichméfig auf die Fraktionen verteilt

etwd

Fast keine a-CH,, Protonen.
Mehr O-C-H und weniger a-CH,, als
BS1FA.

v Spektrenverlauf bei 0.4 ppm steiler als
bei BS1FA, d.h. hoherer Anteil an
Ca-COOH. Signalintensitit bei ca
3 0.05 ppm deutet auf primére Hydroxylt

gruppen.




Kapitel 8
Zusammenfassung und Ausblick

Der Einsatz leistungsfahiger NMR-spektroskopischer Methoden ermdoglichte die strukturelle
Charakterisierung von Huminstoffen unterschiedlicher Herkunft. Die chemische Umgebung
azider, sauerstoffhaltiger Funktionen in aquatischen und terrestrischen Huminstoffen wur-
de mit den entwickelten Verfahren durch eine préazisere Differenzierung der funktionalen
Gruppen strukturchemisch beschrieben.

Zur Charakterisierung der Huminstoffe wurden sowohl die Protonen funktioneller Gruppen
als auch die Geriistprotonen untersucht. Silylierte Huminstoffe konnten erfolgreich mit-
tels 'H-, 29Si-, 13C-, LJ(*H,13C)- und 2J(*H,?Si)-NMR-Spektroskopie untersucht werden.
3J(YH,2Si)-Weitbereichskopplungsexperimente lieferten zusitzliche Informationen iiber die
Zuordnung von Funktionen zum Huminstoffgeriist. Die hochaufgelosten 2D-NMR-Spektren
konnten in Bereiche dhnlicher Huminstoff-Konstituenten (aliphatische und aromatische
Séuren, Phenole, primére, sekundédre und tertiire Alkohole) eingeteilt werden. Die Kom-
bination von Chromatographie und NMR-Spektroskopie ermoglichte die Abtrennung von
Nebenprodukten.

Als Grundlage fiir die Untersuchung der aziden Protonen wurde eine Silylierungsmetho-
de entwickelt, die zum einen die austauschbaren, silylierbaren Carboxyl- und Hydroxyl-
protonen durch Trimethylsilylsubstituenten markiert und zum andern einen neuen NMR-
aktiven Kern (*Si) einfiihrt. Durch die Optimierung NMR-spektroskopischer Aufnahme-
und Prozessierungsparameter von ein- und zweidimensionalen NMR-Experimenten wur-
den aussagekriiftige Spektren mit verbessertem Informationsgehalt erhalten. Anhand der
Bestimmung der chemischen Verschiebung silylierter Modellsubstanzen wurden Struktur-
bereichskarten erstellt, mit deren Hilfe die NMR-Spektren silylierter Huminstoffe in Be-
reiche dhnlicher Strukturelemente gegliedert wurden. Wéahrend die Resonanzen dhnlicher
Strukturelemente in eindimensionalen NMR-Spektren stark iiberlagert sind, bieten zwei-
dimensionale NMR-Spektren durch die Einfiihrung einer zweiten Frequenzvariablen einen

Einblick in die chemische Umgebung verschiedener Funktionalititen. So konnte die 2°Si-
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NMR-Technik nur zwischen Silylether und Silylester differenzieren, in den zweidimensio-
nalen (H,2Si)- und (*H,'3C)-NMR-Spektren hingegen wurden aromatische und aliphati-
sche Carboxylgruppen, Phenole, a-substituierte Hydroxylgruppen, primére und sekundére
Kohlenhydrat- und Alkylketten-Hydroxylfunktionen, Cyclohexanole und tertidre Hydroxyl-
gruppen identifiziert. Die Einfithrung eines Weitbereichskopplungsexperiments erlaubt die
Verkniipfung der Funktionen zum Huminstoffgeriist fiir aliphatische Alkohole (Silylether).
Durch Differenzbildung von zweidimensionalen NMR-Spektren gelang eine Abschétzung
der Anteile der Partialstrukturen in Huminstoffen unterschiedlicher Herkunft. Die Be-
deutung solcher Verfahren liegt in deren Anwendbarkeit zur Abschétzung individu-
eller Verteilungsmuster der Huminstoffkonstituenten. Die Aufnahme von 3J(*H,*Si)-
Weitbereichskopplungsexperimenten ermoglichte die Zuordnung von a-substituierten Hy-
droxylfunktionen. Neben den heteronuklear korrelierten Spektren des Silylbereichs der Hu-
minstoffe konnten weiterhin 'J(*H,'3C)-Spektren der Geriistprotonen aufgenommen wer-
den, die es erlauben, komplementéire Informationen zu den Spektren des Silylbereichs zu
erhalten.

Erstmalig wurden Gruppenspektren (Gemeinsamkeiten einer gewéhlten Huminstoffgruppe)
ermittelt, die die Grundstruktur von Huminstoffgruppen repréasentieren. Das Minimumspek-
trum aller gemessenen Substanzen ist mit denjenigen strukturellen Elementen der Humin-
stoffunktionen und des Huminstoffgeriistes verkniipft, die in jedem der beteiligten Humin-
stoffen enthalten sind. Die Differenzspektren von gemessenen Spektren und Minimumspek-
trum zeigen die Besonderheiten der jeweiligen Substanz, bzw. die Differenzspektren von
Gruppenspektren und dem Gesamt-Minimumspektrum spiegeln die Besonderheiten der je-
weiligen Substanzgruppe wieder.

Zusammengefafit bietet die zweidimensionale NMR-Spektroskopie silylierter Huminstoffe

folgende Werkzeuge zur Untersuchung der Sauerstoff-Funktionalitét:

e Detaillierte Erfassung einer Vielzahl unterschiedlicher Strukturelemente (im Gegen-

satz zur bisherigen nur Unterscheidung zwischen COOH, C,,—OH und C,;;,—OH).

e Durch die Optimierung der Silylierungsreaktion sowie der Mef- und Prozessierungs-
parameter ist ein quantitativer Vergleich der funktionellen Gruppen moglich (bisher
wegen der Uberlappung von Signalen in eindimensionalen NMR-Spektren problema-
tisch).

e Direkter Vergleich von Huminstoffen durch Differenzbildung ihrer Spektren; Ermitt-

lung eines NMR-Spektrums, das die Grundstruktur von Huminstoffen widerspiegelt.

e Verkniipfung von a-substituierten Hydroxylfunktionen mit dem Huminstoffgeriist

durch Weitbereichskopplungsexperimente.
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Zur Abtrennung der bei der Silylierungsreaktion entstandenen Nebenprodukte wurde die
LC-NMR-Spektroskopie eingesetzt. Die erhaltenen Protonenspektren zeigen einen Zusam-
menhang zwischen molekularer Zusammensetzung der Substanzen und der Molekiilgrofie.

Obwohl die strukturelle Charakterisierung von Huminstoffen aufgrund ihrer polydispersen
Eigenschaften eingeschriankt ist, haben die in dieser Arbeit entwickelten Strukturauf-
klarungsmethoden zum Verstdndnis der Stoftklasse der Huminstoffe beigetragen. Mit
Blick auf die internationale interdisziplindre Huminstofforschung ergeben sich aus der

vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen fiir zukiinftige Forschungsarbeiten:

1. Welche chemischen und physikalischen Veranderungen des Huminstoffgeriistes bewirkt

die Silylierungsreaktion?

e Durchfithrung von Desilylierungsreaktionen und vergleichende Charakteri-
sierung (NMR-Spektroskopie, Aziditéit, MolekiilgroBenverteilung, chemische,

physikalische und biologische Umsetzungen) mit der Ausgangssubstanz.

2. Wie grof} ist der Einflul der Molekiilgrofle auf die Intensitit der NMR-Peaks?

e Silylierung und Aufnahme von NMR-Spektren von Gemischen multifunktiona-
ler polymerer Modellsubstanzen (beispielsweise von ROSIG-Projektpartnern
synthetisierte Substanzen) und Vergleich der Peakintensitdten. Wie in Kapitel
6.4 dargelegt, werden die Peaks mit zunehmender Molekiilmasse breiter und

kénnen gegebenenfalls ganz verschwinden.

3. Gibt es strukturelle Unterschiede zwischen verschiedenen Grofienfraktionen? Wie sind

die Funktionalitdten auf die verschiedenen Huminstoffgroflen verteilt?

e Fraktionierung der Huminstoffe nach Gréfle und anschlieSende Silylierung und
Messung der Einzelfraktionen, um strukturelle Anderungen bei verschiedenen

Aggregatgréfien genau zu beschreiben.

4. Inwieweit konnen aus den NMR-Spektren Riickschliisse auf die Umweltbedingun-
gen gezogen werden? Welche Auswirkungen haben Verédnderungen in der Umgebung
(Waldbrand, Versauerung von Béden und Gewiéissern, Pestizide, Schwermetalle, etc.)
auf die HS-Funktionalitét?
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e Aufnahme und Auswertung der NMR-Spektren von Huminstoffen mit entspre-

chender Herkunft.

5. Inwieweit sind die Ergebnisse im Rahmen des ROSIG-Projektes mit mathematischen

Verfahren auswertbar?

e Einsatz von mathematischen Modellen zur Korrelation der Daten des ROSIG-
Datenpools und Vergleich der analytischen Methoden und Ergebnisse (wird
bereits von der Arbeitsgruppe Abbt-Braun bearbeitet).

Die Klarung dieser Fragestellungen wiirde die Huminstofforschung bei der Frage nach der
okologischen Bedeutung von Huminstoffen voranbringen und damit ein verbessertes globales
Ressourcenmanagement ermoglichen.

Fiir strukturchemische Fragestellungen in der Biochemie von Huminstoffen spielt die NMR-
Spektroskopie eine herausragende Rolle. Da es sich um polydisperse, makromolekulare Stof-
fe handelt, ist eine Strukturbestimmung im Sinne der klassischen organischen Chemie je-
doch nur sehr begrenzt moglich. In der Regel kénnen lediglich einzelne Strukturelemente
oder -bereiche bestimmt werden, die jedoch einen wesentlichen Beitrag zum Verstdndnis
der Stoffklasse der Huminstoffe leisten. Der Schliissel zum Verstindnis des 6kosystemaren
Verhaltens dieser Substanzen scheint in den physikalischen, chemischen und biologischen
Funktionalititen zu liegen, die den einzelnen Strukturbereichen zukommen.

Die Bestimmung einzelner Strukturelemente erlaubt eine Abschétzung und ein besseres
Versténdnis der Reaktionsfdhigkeit. Die Grenzen bei der Untersuchung dieser Substanzen
miissen zu einem neuen Strukturbegriff fithren, der mehr von der Funktionalitdt des Stoff-
gemisches als von der exakten Anordnung der Atome geprégt ist. Angesichts der komplexen
Zusammenhénge zwischen der Geriist-Funktionalitidts-Beziehung und ihrem Einflufl auf das
Verhalten der Substanzen im Okosystem erfordert die Beurteilung analytischer Verfahren
Behutsamkeit bei der Interpretation der Daten. Trotzdem sehe ich in diesen neuentwickel-
ten Verfahren ein grofles Potential, das in Zukunft {iber eine umfassende strukturchemische
Beschreibung der chemischen Umgebung von Sauerstoff-Funktionen einen wesentlichen Bei-

trag zur Huminstofforschung leisten kann.



Anhang A

Experimenteller Teil

Beschreibung der Durchfithrung der optimierten Silylierungs-

reaktion

Die Optimierung der Silylierungsreaktion ist in Kapitel 6.1 ausfiihrlich erldautert. Die in Kapitel
7 ausgewerteten Spektren wurden von silylierten HS aufgenommen, die nach folgendem Verfah-
ren erhalten worden sind: 30 mg des zu untersuchenden Huminstoffes wurden in 90 ul DMSO-dg
gelost und anschlieflend 90 ul des Silylierungsreagenzes BSTFA bzw. BSA zugegeben. Nach einer

Reaktionszeit von 15 min bei Raumtemperatur wurde die Losung mit 200u1 CDCls verdiinnt.

Apparative Ausstattung

Samtliche NMR-Spektren wurden an einem DMX 500 Spektrometer der Firma Bruker, Rheinstet-
ten aufgenommen. Die Messungen wurden mit einem 5 mm Breitbandprobenkopf und einem 5 mm
Invers-Probenkopf mit z-Gradient durchgefiihrt.

Fiir die Aufnahme der LC-NMR-Spektren wurde eine GPC-Sdule (MZ-SDV-Gel 500 A, 5 pm,
300x4.6 mm, MZ-Analysentechnik, Mainz) eingesetzt. Das Losemittelférdersystem LC 22 (Fir-
ma Bruker) und der UV-Detektor (Firma Knauer) wurde iiber die Chromatographie-Software
”Chromstar“ gesteuert. Als Losemittel wurde CDCls gewahlt. Die Messungen wurde im on-flow-
Verfahren bei einer Flufirate von 0.15ml/min durchgefiihrt. Die Auswahl der Experimente und

Paramerter ist in Kapitel 6 erldutert.

Spektrenfusion und Differenzbildung

Um die in Kapitel 6.3.6 durchgefiihrte Fusion zweier Spektren und die in Kapitel 6.3.5 gebilde-
ten Differenz- und Minimum-Spektren korrekt bestimmen zu kénnen, miissen zuvor instrumentell
bedingte Abweichungen beseitigt werden. Dabei miissen zunéchst die in der Regel voneinander
abweichenden Signalamplituden einander angeglichen werden. Dies kann durchgefiithrt werden,

indem beide Spektren anhand des Integrals eines Referenzbereichs normiert werden. Dieser Re-
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ferenzbereich mufl so gewéhlt werden, dafl die darin enthaltenen Signale in beiden Messungen
als identisch angenommen werden koénnen und nicht von ti-Rauschen und anderen Artefakten
betroffen sind.

Eine weitere instrumentell bedingte Abweichung besteht in der Lage der Basisfliche einzelner
2D-NMR-Spektren. Die Form und Lage diese Basisfliche ist abhéingig von den bei der Mes-
sung auftretenden Phasenfehlern und deren spéterer Korrektur. Da diese Fehler in der Praxis
nie ganz beseitigt werden kénnen, mufl diese Lageabweichung zweier zu verschneidender Spektren
mit beriicksichtigt werden. Insbesondere bei der in Kapitel 6.3.6 durchgefithrten Kombination
zweier durch ti-Rauschen beeintrichtigten Spektren zu einem stérungsfreien Spektrum, treten
Lageabweichungen der Basisflichen nach der Spaltensubstitution als Signalspriinge auf. Um die-
se Art von Signalartefakten zu vermeiden, wurde eine Methode entwickelt, zwei Spektren unter
Berticksichtigung ihrer Basisflichenabweichungen einander anzugleichen. Dabei wird die relative
Lage zweier korrespondierender Spaltenvektoren beider Spektren durch eine robuste lineare Kor-
relation ermittelt. Fithrt man dies an beiden Seiten des zu substituierenden Bereichs durch und
interpoliert anschliefend die ermittelten Koeffizienten, so kann damit der einzufiigende Bereich in
seiner Lage korrigiert werden.

Zur technischen Realisierung der oben beschriebenen Verfahren wurde die von der Firma Research
Systems, Inc. vertriebene wissenschaftliche Datenverarbeitungssprache IDL! um spezielle Funk-
tionen zum Zugriff auf 1D- und 2D-NMR-Spektren in dem von Bruker verwendeten Format [192]
und deren Parametrierung erweitert. Die 2D-NMR-Spektren liegen dabei als Matrix vor und las-
sen sich mit den IDL-iiblichen Operatoren verarbeiten. Die oben erwiahnte Normierung anhand
eines Referenzbereichs 148t sich dann als elementweise Division durch den Mittwert der betreffen-
den Untermatrix erreichen. Zur robusten linearen Korrelation wurde das in [153] in Kapitel 5.7
auf Seite 703 beschriebene Verfahren? verwendet. Es ist in besonderem Maf unempfindlich gegen
iiberlagerte Signalstérungen und in Form der IDL-Funktion LADFIT bereits implementiert. Durch
die Vielzahl der in IDL verfiigbaren Funktionen zur Behandlung von derartigen 2D-Datenfeldern
lassen sich auch NMR-Daten unterschiedlicher spektraler Auflésung so normieren und anpassen,
dafl damit ein modulares System zur Verfiigung steht, mit dem sich NMR-Daten praktisch beliebig
normieren, numerisch integrieren und kombinieren lassen.

Durch die in IDL verfiigbaren Plotfunktionen konnten die in dieser Arbeit abgebildeten Spektren
zusammen mit den daraus gewonnenen Kombinationen und Differenzen in einer einheitlichen Weise
dargestellt werden. Das linke obere Spektrum in Abbildung 6.12 auf Seite 118 wurde beispielsweise

mit dem folgenden IDL-Programm erstellt:

.com plot_nmr nmr_merge

nmr_set_eps_name, "diff.FA.1H29Si.A.eps"

f2plot=[0.55,-0.1] % Plotbereich in F2

nteractive Data Language, Version 5
?Fitting a Line by Minimizing Absolute Deviation
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fiplot=[34.0,12.0] ¥ Plotbereich in F1
f2norm=[0.45,0.35] % Referenzbereich in F2
filnorm=[29.0,24.0] % Referenzbereich in F1
f2subs=[0.26,0.35] % Zu substituierender Bereich
f2mean=[0.12,0.0] % Zu mittelnder Bereich

% einlesen eines Spektrums

s2da = read_nmr_spect( nmr_path( ’r_bsifa_1h29si’, ’3’, ’8’ ) )

% negative Signalanteile auf 0 setzen

s2da.spect [where(s2da.spect 1t 0)] = 0.0

% den gewuenschten Ausschnitt auswaehlen

nmr_2d_crop, s2da, F2RANGE=f2plot, F1RANGE=filplot

% zweites Spektrum einlesen

s2db = read_nmr_spect( nmr_path( ’r_bsifab_1h29s’, ’1’, ’8’ ) )

s2db.spect [where (s2db.spect 1t 0)] = 0.0;

% Spektren vereinigen

nmr_2d_merge, s2da, s2db, $
F2SUBST=f2subs,F2MEAN=f2mean , F2NORM=f2norm, F1NORM=f 1norm

% Ergebniss als PostScript-Grafik ausgeben

plot_nmr, s2da, CMPPPM=[6.7,0.18] % Massstab in cm pro ppm

exit

In geeignet normierten Spektren lassen sich dann Gemeinsamkeiten durch die elementweise Be-
stimmung des Minimums mehrerer Spektren durchfiihren. Dies erfolgt mit dem IDL-Operator <.
Die charakteristischen Besonderheiten eines Spektrums lassen sich danach durch Subtraktion der
als Minimum bestimmten Gemeinsamkeiten ermitteln. Liegen die Spektren A und B vor, so ergeben

sich:
e die gemeinsamen Signalanteile aus A<B
e die fiir A spezifischen Signalanteile aus A— (A<B)
e und die fiir B spezifischen Signalanteile aus B— (A<B).

Auf diese Weise 148t sich eine Art Boolsche Algebra spezifischer Signalanteile durchfiihren. Si-
gnale die in A und B, aber nicht in C oder D vorkommen, ergeben sich beispielsweise aus durch
(A<B) — (A<B<(C>D)).

Die Besonderheiten der Fulvinsdure BS1FA gegeniiber den Fulvinsduren HO10FA, FG1FA,
SUWFA und HO13FA in Abbildung 7.8 auf Seite 148 kann dann mit folgendem IDL-Programm

dargestellt werden:

.com plot_nmr nmr_merge

nmr_set_eps_name, "diff.FA.1H29Si.Ae.eps"



f2plot=[0.55,-0.1] % Plotbereich in F2
fiplot=[34.0,12.0] % Plotbereich in F1
f2norm=[0.45,0.35] % Referenzbereich in F2
finorm=[29.0,24.0] % Referenzbereich in F1
f2subs=[0.26,0.35] % Zu substituierender Bereich
f2mean=[0.12,0.0] % Zu mittelnder Bereich

s2da = read_nmr_spect( nmr_path( ’r_bsifa_1h29si’, ’3’, ’8’))

s2da.spect [where(s2da.spect 1t 0)] = 0.0

nmr_2d_crop, s2da, F2RANGE=f2plot, F1RANGE=flplot

s2db = read_nmr_spect( nmr_path( ’r_bsifab_1h29s’, ’1’, ’8’))

s2db.spect [where(s2db.spect 1t 0)] = 0.0

nmr_2d_merge, s2da, s2db, $
F2SUBST=f2subs,F2MEAN=f2mean , F2NORM=f2norm, F1NORM=f 1norm

% Referenzintegral bestimmen

tA=nmr_2d_mean( s2da, F2RANGE=f2norm, F1RANGE=flnorm )

sA=s2da

s2da = nmr_2d_fit( sA, read _nmr_spect( nmr_path( ’r_holOfaa_1h29°, ’1°,

s2da.spect [where(s2da.spect 1t 0)] = 0.0

s2db = read_nmr_spect( nmr_path( ’r_hol0Ofab_1h29’, ’1’, ’8’))

s2db. spect [where (s2db.spect 1t 0)] = 0.0

nmr_2d_merge, s2da, s2db, $
F2SUBST=f2subs, F2MEAN=f2mean , F2NORM=f2norm,F1NORM=f 1norm

t=nmr_2d_mean( s2da, F2RANGE=f2norm, F1RANGE=flnorm )

% an Referenzspektrum angleichen

s2da.spect = s2da.spect*tA/t

sB=s2da

s2da = nmr_2d_fit( sA, read_nmr_spect( nmr_path( ’r_fgifaa_ 1h29s’, ’1’,

s2da.spect [where(s2da.spect 1t 0)] = 0.0

s2db = read_nmr_spect( nmr_path( ’r_fglfab_1h29s’, ’1’, ’8’))

s2db.spect [where(s2db.spect 1t 0)] = 0.0

nmr_2d_merge, s2da, s2db, $
F2SUBST=f2subs,F2MEAN=f2mean , F2NORM=f2norm, F1INORM=f 1norm

t=nmr_2d_mean( s2da, F2RANGE=f2norm, F1RANGE=flnorm )

s2da.spect = s2da.spect*tA/t

sC=s2da

’87)))

’87)))
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s2da = nmr_2d_fit( sA, read_nmr_spect( nmr_path( ’suwfaa_1h29si’, ’2’, ’87’)))

s2da.spect [where(s2da.spect 1t 0)] = 0.0

s2db = read_nmr_spect( nmr_path( ’suwhab_1h29si’, ’1’, ’8?))

s2db.spect [where (s2db.spect 1t 0)] = 0.0

nmr_2d_merge, s2da, s2db, $
F2SUBST=f2subs,F2MEAN=f2mean , F2NORM=f 2norm, FINORM=f 1norm

t=nmr_2d_mean( s2da, F2RANGE=f2norm, F1RANGE=flnorm )

s2da.spect = s2da.spect*tA/t

sD=s2da

s2da = nmr_2d_fit( sA, read_nmr_spect( nmr_path( ’x_hol3faa_1h29’, ’3°, ’1°)))

s2da.spect [where(s2da.spect 1t 0)] = 0.0

s2db = read_nmr_spect( nmr_path( ’x_hol3fab_1h29’, ’1’, ’17))

s2db.spect [where (s2db.spect 1t 0)] = 0.0

nmr_2d_merge, s2da, s2db, $
F2SUBST=f2subs,F2MEAN=f2mean , F2NORM=f 2norm, FINORM=f 1norm

t=nmr_2d_mean( s2da, F2RANGE=f2norm, F1RANGE=flnorm )

s2da.spect = s2da.spect*tA/t

sE=s2da

% spezifische Signalanteile des ersten Spektrums sA bestimmen

sA.spect = sA.spect-(sA.spect<sB.spect<sC.spect<sD.spect<sE.spect)+0.0001

plot_nmr, sA, CMPPPM=[6.7,0.18]

exit
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Spektrenfusion und Differenzbildung mit Bruker-

Standardsoftware

Software Version und Patchlevel

Bruker Software XWIN-NMR Patchlevel 4 oder hoher.

Grundsitzliche Problematik der differentiellen Auswertung

Alle Methoden des Verschneidens mehrerer 2D-Spektren erfordern, daff diese kompatibel (also mit
weitgehend identischer Parametrierung) aufgenommen und prozessiert wurden. Eine vergleichende
Auswertung verschiedener Spektren ist nur bei vergleichbaren Messungen sinnvoll durchfithrbar.
Inkompatible Groflen der Matrix der Spektralwerte fithrt beispielsweise bei der unten beschriebe-
nen Spaltensubstitution zu Fehlermeldungen (siehe Handbuch Kap. 7.19).

Die differentielle Auswertung einzelner Messungen dient dem Auffinden feinster Unterschiede.
Neben den durch die Probe bedingten Signalunterschieden werden dabei aber auch systemimma-
nente Storungen und deren Unterschiede verstdrkt. Beim direkten Vergleich zweier Messungen
treten unterschiedliche Auspriagungen dieser Stérungen daher wesentlich stérker hervor als bei der
Betrachtung einzelner Messungen. Als Folge daraus muf} bei der Verkniipfung mehrerer Messungen
daher grundsétzlich in besonderem Maf auf eine sorgféltige Korrektur aller Storeinfliisse (Phasen-
, Basislinien-, Verstarkungsfehler u.4.) und die bereits erwéhnte Vergleichbarkeit der Messungen

geachtet werden.

Prinzip der differentiellen Auswertung

Die Spektren dieser Arbeit beruhen alle auf einer Kombination vier verschiedener Techniken:
1. Angleichen einzelner zu vergleichender Spektren.
2. Ggf. Austausch durch T1-Rauschen gestorter Spalten.
3. Bestimmung gemeinsamer Signalanteile einer Gruppe von Spektren.

4. Differenzbildung zwischen einem Spektrum und den gemeinsamen Signalanteilen einer Grup-

pe von Spektren.

Diese vier Methoden werden zunéchst prinzipiell und anschlieffend an einigen ausgewéhlten Bei-

spielen im Detail erlautert.

1. Angleichen einzelner Spektren

Der Vergleich zweier oder mehrerer Spektren setzt zunéchst deren Vergleichbarkeit voraus. In
der Praxis bedeutet das, dafl die Spektren bereits mit identischer Parametrierung aufgenommen

und prozessiert werden. Insbesondere miissen die Dimensionen der Spektralmatritzen (SI(F1) und
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SI(F2)) identisch sein, da dies sonst (z.B. beim Befehl wsc siehe Spaltensubstitution) zu Feh-
lermeldungen oder fehlerhaften Ergebnissen fiihrt. Ist dies nicht der Fall, miissen die Prozessie-
rungsparameter geeignet angeglichen werden und die Prozessierung erneut durchgefiihrt werden.
Danach miissen die Korrekturen der NMR-typischen Storeinfliisse mit den iiblichen Methoden
durchgefiihrt werden. Die einzige Besonderheit besteht darin, dafl die Basislinien- und Phasenkor-
rektur besonders sorgfiltig durchgefiihrt werden muf3, um spéter daraus resultierende Artefakte

zu vermeiden.

Angleich der Signalamplitude

Zusétzlich zu den routineméfiigen Korrekturen mufi nun die Amplitude der einzelnen Spektren
einander angepafit werden. Dies erfolgt iiber Integrale eines in den einzelnen Messungen als iden-
tisch und ungestért annehmbaren Bereichs. In diese Arbeit wurde einheitlich fiir 2?Si-Spektren
der Bereich F1 29 bis 24ppm und F2 0.45 bis 0.35ppm und fiir "*C-Spektren der Bereich F1 0.0
bis -0.4 und F2 0.45 bis 0.35ppm verwendet. Ziel ist es, die Spektren so mit Korrekturfaktoren
zu multiplizieren, dafl danach das Referenzintegral in allen zu vergleichenden Spektren denselben
Wert ergibt. Vorsicht: Als Besonderheit der Bruker-Software ist dabei zu beachten, das Spektren
in ihrer Amplitude nur reduziert, aber nicht erhéht werden diirfen (sieche XWINNMR-Handbuch
Kap. 7.27). Alle zu vergleichenden Spektren miissen also demjenigen Spektrum mit dem geringsten

Integralwert angeglichen werden, nicht umgekehrt.

Beispiel: Abb.7.11 S.153

Nachdem die Messungen BSTHA, HO13HA und SUWHA mit SI(F1)=256 SI(F2)=2048 prozes-

siert, phasenkorrigiert und basislinienkorrigiert wurden, werden zunéchst Arbeitskopien angelegt:

1. Laden der Messung BSTHA
Befehl: wrpa a 11

Damit wird eine Kopie der Messung angelegt.

2. Laden der Messung HO13HA
Befehl: wrpa a 2 1

3. Laden der Messung SUWHA
Befehl wrpa a 3 1

Definition des Integrationsbereichs

Die Integration von 2D-Spektren wird, wie im XWINNMR-Handbuch Kap. 3.11 beschrieben,
durchgefiihrt:

1. Laden einer Messung (z.B. a/1)
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2. Befehl: integ
3. Please enter name of region file: refl3c

4. e Mit linker Maustaste Fadenkreuz einschalten.

e Das Fadenkreuz auf die linke obere Ecke des Integrationsbereichs (F1=-0.4 F2=0.45)

einstellen und mit mittlerer Taste bestéatigen.

e Das Fadenkreuz auf die rechte untere Ecke des Integrationsbereichs (F1=0.0 F2=0.35)

einstellen und mit mittlerer Taste bestatigen.

e Linke Maustaste driicken und an dem erscheinenden Menu + anklicken. Damit wird

der Integrationsbereich so gewéhlt, dafl nur positive Signalanteile integriert werden.

Danach steht in /u/exp/stan/nmr/lists/roi/ eine Datei ref13c mit etwa folgendem Inhalt,
wobei durch die Rasterung der Spektren leichte Abweichungen von den eingestellten Werten auf-

treten:

00
+ 256 162 186 0.000252 -0.400109
2048 1342 1359 0.450149 0.350557

Dieses region file kann nun fiir alle weiteren '*C-Messungen verwendet werden. Um die Vergleich-

barkeit der Integrationswerte nicht zu gefiahrden, sollte diese Datei nicht mehr verdndert werden.

Integration

1. Laden einer Messung z.B. a/1

2. Befehl: int2d refl3c

Danach steht in dem Verzeichnis der prozessierten Daten (dort wo auch die zu dem Spektrum

gehorende Datei 2rr steht) die Datei int2d mit folgenden Aufbau:

Current data set:

Name = a ExpNo = 1 ProcNo = 1
User = mg Disk = /u
Baseline = 0 Noise = 0

# SI_F1 rowl row2 rowl(ppm) row2(ppm) Integral Mode}
SI_F2 coll col2 coll(ppm) col2(ppm)}

1 266 162 186 0.00025 -0.40011 1551.4 +
2048 1342 1359  0.45015 0.35056
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Das Integral ergab demnach den Wert 1551.4. Man kann dieses Ergebnis auch mit dem Befehl 1i
ausgeben. Damit erhélt man fiir die drei Messungen des Beispiels die Werte:

a/l : 1551.4

a/2 : 454.84

a/3 : 473.54

Da wie bereits angesprochen in XWIN-NMR die Signalamplituden nicht erh6ht werden diirfen,
miissen nun alle Messungen derjenigen mit dem geringsten Wert angeglichen werden. Das bedeutet
in diesem Beispiel dafl die Messung a/1 mit dem Faktor 454.84/1551.4=0.2932 und die Messung
a/3 mit dem Faktor 454.84/473.54=0.9605 korrigiert werden mufl.

Anbringen von Korrekturfaktoren

Die Funktion add2d (XWINNMR-Handbuch Kap. 7.27) erlaubt es, die gewichtete Summe zweier
Spektren zu bestimmen. Setzt man den Faktor des zweiten Spektrums auf 0, so kann man damit

auch ein einzelnes Spektrum mit einem Faktor versehen. In unserem Beispiel:

1. Lade Messung a/1

2. Befehl: edc2
In der Eingabemaske als Zweit- und Drittspektrum die bereits geladene Messung selbst
nochmal eingeben und durch anklicken von SAVE abschlieflen. Diese Eingabe wird nur als

Dummy-Eintrag benotigt.
3. Befehl: alpha 0.2932

4. Befehl: gamma 0.0
Damit sind die Gewichtungsfaktoren fiir das erste und zweite Spektrum definiert. Indem

GAMMA auf 0 gesetzt wird, spielt die Summation des zweiten Spektrums keine Rolle.

5. Befehl: add2d
Das aktuell angezeigt Spektrum wird nun mit ALPHA multipliziert.

Den gleichen Vorgang wiederholt man nun fiir die Messung a/3 und dem Wert ALPHA=0.9605.
Vorsicht: Der Befehl add2d veréndert das gespeicherte Spektrum unwiederruflich.

Kontrolle der Amplitudenangleichung

Es empfielt sich, auf den korrigierten Spektren die Integration erneut wie oben beschrieben mit der
gleichen Datei ref13c nochmals durchzufithren. Man sollte nun ungefihr den gleichen Wert (im
Beispiel 454.84) fiir alle drei Spektren erhalten. Ist dies nicht der Fall, liegt ein Fehler vor. Leichte
Abweichungen der Werte sind jedoch normal, da sowohl die Integralwerte als auch die damit
bestimmten Korrekturfaktor gerundet wurden. Ferner arbeitet XWIN-NMR nur mit ganzzahligen
Signalwerten, wodurch weitere Rundungsfehler entstehen. Die Abweichungen sollten jedoch unter

1% liegen.
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Diese Amplitudenanpassung anhand eines Referenzintegrals muf3 fiir die vergleichende Auswertung
immer fiir alle Spektren, die spéter direkt oder indirekt miteinander verglichen werden sollen, ge-
meinsam durchgefiihrt werden. Die Phasen und Basislinienkorrekturen miissen vorher stattfinden,
da sie das Ergebnis der Integration beeinflussen. Wird ein Spektrum spéter nochmals korrigiert,
ist diese Anpassung zu wiederholen.

Tip: Die Multiplikation kann alternativ auch in AMIX mit Hilfe der Funktion data = ¢ + (£
* data) aus dem Menu ”Spektral algebra“ durchgefiihrt werden (siehe Q26 des AMIX-Tutorial
und AMIX-Handbuch Kap. 10.2.12).

2. Austausch des T1-Rauschens gestorter Spalten

Die gleiche Probe wird einmal mit BSTFA und einmal mit BSA silyliert und mit identischer
Parametrierung gemessen. Dabei verursacht BSTFA bei etwa 0.3 ppm und BSA bei etwa 0.2 ppm
ein starkes T1-Rauschen. Da in jeder der beiden Messungen der jeweis andere Bereich ungestort
vorliegt, kann man beide Messungen so kombinieren, dafl das T1-Rauschen an diesen Positionen
vollstédndig entfillt.

Dazu werden beide Messungen wie oben beschrieben und einander angeglichen. Danach kann man
den gestorten Bereich einer der beiden Messungen durch den entsprechenden Bereich der zweiten
Messung ersetzen, indem man Spalten der Spektralwertmatrix austauscht. In XWIN-NMR, wird
dies mit den Befehlen rsc(Kap.7.17) und wsc (Kap. 7.19) ermdglicht.

Die Idee ist, in der weniger gestorten Messung den Teil zu ersetzen, der in der anderen Messung
ungestorter sind. Man wahlt also zunéchst diejenige Messung aus, die in dem Bereich des gemein-
samen T1-Rauschens bei etwa 0.07 ppm den geringsten Storeinflufl hat, da dieser unverédndert
erhalten bleibt. Danach bestimmt man die Spaltennummern der auszutauschenden Spalten in bei-
den Spektren. Nun entnimmt man eine Spalte aus dem ersten Spektrum mit rsc und fiigt sie
mit wsc in das zweite Spektrum ein. Diesen Vorgang wiederholt man bis der betroffene Bereich

vollstdndig ensetzt ist.

1. Visuelles Entscheiden, welche der Messungen als Grundlage genommen wird und aus welcher

nur Teile iibernommen werden.

2. Auswahl des zu substituierenden Bereichs. Dazu klickt man bei angezeigtem Spektrum mit
der linken Maustaste in das Spektrum. Es erscheint ein Fadenkreuz und ein Fenster in
dem die Koordinaten in ppm und Rasterzellen angegeben werden. Damit kann man die vom

T1-Rauschen betroffenen Spaltennummern bestimmen.
3. Kopieren der zu verdndernden Messung mit wrpa (Kap. 5.6.1).

4. Ein Spektum auswihlen, dem eine Spalte entnommen werden soll, und dort den Befehl rsc

gefolgt von der Spaltennummer ausfiihren.

5. Das Spektrum, in das die Spalte eingefiigt werden soll, auswihlen und dort den Befehl

wsc gefolgt von der Spaltennummer, an der diese Spalte eingefiigt werden soll, ausfiihren.
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Diese Position ist nicht notwendigerweise die gleiche, da gleiche ppm-Werte unterschiedliche

Spaltennummern aufweisen kénnen.

Die Schritte 4 und 5 wiederholen bis alle zu substituierenden Spalten getauscht sind.

Beispiel: S.118 Abb.6.12 HO10FA

Die beiden Ausgangsdatensétze sind B1 (BSTFA) und B2 (BSA). Diese entsprechen den beiden
linken Abbildungen auf S.118 zweite Reihe von oben.

Ausfiihrung;:

1. Das gemeinsame T1-Rauschen bei etwa 0.07ppm ist bei Messung B1 weniger stark ausge-

priagt. Also wird diese als Grundlage verwendet.

2. Nur der durch BSTFA gestorte Bereich bei 0.3ppm wird ersetzt. In der Messung B2 liegt die
durch BSA verursachte Stérung bei 0.21ppm. Man wihlt nun einen Bereich, der grof3 genug
ist, um das Rauschen zu enthalten und klein genug ist, um keine anderen Stérungen mit zu
iibernehmen. Im vorliegenden Beispiel sind das die Spalten 1322-1328. In diesem Fall stimmt
die Kalibrierung der Messung soweit iiberein, dafl dieser Bereich in beiden Messungen die

gleichen Spaltennummern betrifft.

3. Laden der Messung B1 und Kommando wrpa NEU 1 1

Damit liegt eine Kopie der Messung B1 unter dem Namen NEU vor.

4. Laden der Messung B2 und Kommando rsc 1322
Die Spalte 1322 wird nun als 1D Spektrum tempordr unter TEMP 1 1 abgelegt.

5. Laden der Kopie NEU und Kommando wsc 1322
Das temporére 1D Spektrum TEMP 1 1 wird in die Spalte 1322 eingefiigt.

Wiederholung der Schitte 4 und 5 mit den Spalten 1323-1328.

Damit ist die zweite Reihe (HO10FA) von Abbildung 6.12 fertig. Die Messungen B1 und B2
entsprechen den linken beiden Spektren und das neue substituierte Spektrum NEU 1 1 dem rechten
Spektrum. Das Spektrum NEU 1 1 kann nun wie jedes andere Spektrum auch weiter verarbeitet

werden.

Vorsicht: Damit ist zwar das Spektrum veréndert, nicht aber die FIDs. Eine erneute Prozessierung

iiberschreibt diese Anderungen.

Anmerkungen fiir die Praxis
Diese Methode funktioniert nur bei Messungen mit kompatiblen Achsen. Ist dies nicht der Fall

fithrt der Befehl wsc in Schritt 4 zu einer entsprechenden Fehlermeldung.
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Die Methode bringt kleinste Nachléssigkeiten bei der Kompensierung von Storeinfliissen deutlich
zum Vorschein. Die Kompensierungen der Phasenfehler kénnen mit allen aus dem Routinebetrieb
bekannten Mitteln beseitigt werden. Dies sollte jedoch mit besonderer Sorgfalt geschehen. Das
gleiche gilt fiir die Basisebenenkorrektur, da bei der Kombination durch Spaltensubstitution Ab-
weichungen nicht nur zu sichtbaren Stufen im Spektrum fiihren, sondern auch die Auswertung des

Ergebnisses in Frage stellen.

Tip: In der Praxis sind drei verschiedene Ursachen fiir derartige Stufen relevant: Mangelhafte
Phasenkorrektur, Basislinienfehler oder allgemeine Signalintensitidtsunterschiede. Diese Ursachen
lassen sich mit den dafiir iiblichen Methoden korrigieren. Die Korrektur der Signalintensitétsun-
terschiede wird dabei durch das Angleichen von Referenzintegralen wie im Kapitel ” Angleichen
einzelner Spektren* durchgefiihrt. Treten solche Stufen in Erscheinung, kann man aus ihrer

Auspragung Riickschliisse darauf ziehen, welche Ursache jeweils vorliegt:

1. Stufen mit sich verdndernder Sprunghohe entlang der F1-Achse lassen auf einen Basislinien-
oder Phasenfehler in F1 schlieflen.

2. Stufen mit gleichméfiger Sprunghthe entlang F1 aber ungleicher Hohe an beiden Seiten
des Substitutionsbereichs lassen auf einen Basislinien- oder Phasenfehler in F2 schlieflen.
Basislinienfehler entstehen u.a. auch durch nicht vollsténdig aufgenommene FIDs. In die-
sem Fall kann eine Extrapolation der FIDs durch linear prediction (siehe Befehle LPfr
und LPbr Handbuch Kap. 3.6) zu einem verbesserten Ergebnis fithren. Diese muf} in allen
zu verkniipfenden Messungen gleichermaflen durchgefiihrt werden, um diese kompatibel zu

halten.

3. Beidseits gleichméflige Stufen lassen auf ein insgesamt schwicheres Signal einer der beiden
Messungen schlielen. Dies testet man am einfachsten mit Integralen in einem als gleich an-
zunehmenden, kaum gestorten Bereich wie in Kapitel ” Angleichen einzelner Spektren*

beschrieben.

Nach dem Korrigieren der Ausgangsspektren ist der Angleich und die Spaltensubstitution wie
oben beschrieben erneut durchzufithren. Es macht im allgemeinen keinen Sinn, Phasen- oder Ba-
sislinienkorrekturen am bereits substituieren Spektrum vorzunehmen.

Tip: Die Substitution einer einzigen Spalte kann als Indikator fiir die Qualitédt der durchgefiithrten

Korrekturen verwendet werden, ohne den gesamten Bereich erneut zu substituieren.

Beispiel: S.118 Abb.6.12 HO13FA

Die Ausfiithrung ist analog zum vorherigen Beispiel. Die beiden Ausgangsdatensitze sind C1 (BST-
FA) und €2 (BSA). Die beiden Messungen entsprechen den linken Abbildungen S.116 unten. Das
gemeinsame T1-Rauschen ist in Messung C2 stéirker ausgepréigt. Also werden wieder Spalten aus

Messung C2 in Messung C1 iibertragen.
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1. Messung C1 wéhlen. Eingabe: wrpa NEU 1 1
2. Messung C2 wihlen. Eingabe: rsc 1322
3. Messung NEU 1 1 wihlen. Eingabe: wsc 1322

4. Wiederholen fiir 1323-1328.

Die Messung NEU 1 1 entspricht nun der Abbildung S.118 rechts unten.

Beispiel: S.118 Abb.6.12 HO13HA

Die Ausfiihrung ist analog zum vorherigen Beispiel. Die beiden Ausgangsdatensitze sind D1 (BST-
FA) und D2(BSA). Das gemeinsame T1-Rauschen ist in Messung D1 stirker ausgeprigt. Also

werden diesmal Spalten aus Messung D1 in Messung D2 {ibertragen.

1. Messung D2 wahlen. Eingabe: wrpa NEU 1 1
Mit dem Fadenkreuz ermittelt man nun, daf§ das zu substituierende Rauschen bei 0.19 ppm
in den Spalten 1338 bis 1344 liegt.

2. Messung D1 wihlen.
3. Eingabe: rsc 1338 Messung NEU 1 1 wéhlen.
4. Eingabe: wsc 1338

5. Wiederholen fiir die Spalten 1339-1344.

3. Bestimmung gemeinsamer Signalanteile einer Gruppe von Spek-
tren

Im folgenden werden Spektren als reellwertige, zweidimensionale Signalamplituden in Abhéngig-
keit zweier Frequenzen betrachtet. Die Idee ist nun, zu jeder Frequenzpaarung diejenige Signalam-
plitude zu bestimmen, die in jeder der Messungen mindestens erreicht wird. Das entspricht dem
punktweisen Minimum aller Spektren der betreffenden Gruppe, bzw. dem maximalen gemeinsa-
men Signalanteil.

Zunéchst miissen die betreffenden Spektren, wie in Teil 1 beschrieben, angeglichen werden. Wir
betrachten zunichst den Fall fiir zwei Spektren deren punktweises Minimum zu bestimmen ist. Da
das punktweise Minimum in dieser Form in den Programmen XWIN-NMR und AMIX nicht im-
plementiert ist, mufl diese Funktion durch die geeignete Kombination anderer Funktionen erreicht

werden. Das Minimum zweier positiven Zahlen a und b ldst sich auch als

min(a,b) = a — pos(a — b) (A.1)
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darstellen, wobei pos(x) = 0 fiir z < 0 und pos(x) = x fur x > 0 gilt. Die Funktion pos()
ist in AMIX in Form der Funktion delete negative implementiert (AMIX-Handbuch Kap. 10.3
S.134). Die einfache Differenz zweier Spektren ist im AMIX-Tutorial als Ubungsaufgabe Q.26 S.272

beschrieben. Durch geeignete Kombination dieser Funktionen 148t sich Gleichung (1) realisieren.

Vorsicht: Da die Funktion add2d in XWIN-NMR die Achsenkalibrierung nicht beriicksichtigt,
sondern immer auf Matrixpositionen gleicher Zeilen und Spaltennummern opperiert, darf diese

Funktion hier nicht angewandt werden.

Loschen negativer Signalanteile

Dazu wird in 2D/AMIX der Menupunkt Praparation gewihlt. Uber das Menu File;Select a
NMR data set wird die jeweilige Messung ausgewéahlt. Danach wird rechts die Funktion delete
negative aktiviert (AMIX-Handbuch Kap. 10.3 S.134) und links unten im Spektrum die lin-
ke Maustaste und anschlieBend rechts oben im Spektrum die rechte Maustatste gedriickt. Da-
durch wurde die gesamte Fliache des Spektrums als zu manipulierendes Gebiet gewéhlt. Alle ne-
gativen Signalanteile sind nun auf 0 gesetzt. Das zunéchst nur im Arbeitsspeicher manipulierte
Spektrum kann nun iiber die Funktion memory-->2rr (AMIX-Handbuch Kap. 10.3 S.136) als
Realteil des Spektrums zuriickgeschrieben werden. Die Sicherheitsanfrage save dataset before
overwriting it 7 sollte mit Yes quittiert werden. Der anschliefend vorgeschlagene Name fiir
die Sicherungskopie kann mit 0K tibernommen werden. Man kann nun das Spektrum erneut in
XWIN-NMR laden. Bei korrekter Ausfithrung erkennt man nun besonders an den grofien Arte-

fakten das Fehlen der negativen Bereiche.

Beispiel: S.153 Abb.7.11

Die Angleichung der drei Spektren a/1, a/2 und a/3 wurde bereits in Teil 1 beschrieben. Ausgehend
von diesen angeglichenen Spektren soll hier nun exemplarisch die Bestimmung der gemeinsamen
Signalanteile durchgefiihrt werden. Die in Teil 1 angeglichenen Spektren (a/1, a/2 und a/3) werden
der Einfachheit halber mit Spektrum A, B und C bezeichnet.

Minimum von A und B

1. Die negativen Signalanteile aller drei Spektren wie eben beschrieben loschen.

2. Die Differenz von Spktrum A und B wie in der tibungsaufgabe Q.26 des AMIX-Tutorial

beschrieben bestimmen.

3. In der in Schritt 2 bestimmten Differenz A-B werden nun wie bereits in Schritt 1 die nega-

tiven Signalanteile auf 0 gesetzt bzw. geloscht (pos(A-B)).

4. Die eben ermittelten positiven Signalanteile der Differenz von A und B werden nun von A

abgezogen (siehe Tutorial Q.26).
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Das Resultat entspricht A—pos(A-B) und damit nach Gleichung A.1 dem Minimum min(A,B)
beider Spektren. Dieses Zwischenergebnis ist nicht in der Arbeit abgebildet.

Minimum von A, B und C

Das Minimum mehrerer Spektren 148t sich einfach durch mehrfache Minimumbildung bestimmen.
Fiir n Spektren miissen n-1 duale Minimumoperationen nach obigem Schema durchgefiihrt werden.
In diesem Fall ergibt sich min(A,B,C) aus min(C,min(A,B)) das Minimum aller drei Spektren
ergibt sich also aus dem Minimum des dritten Spektrums und dem Minimums der ersten beiden

Spektren.

1. Differenz aus C und min(A,B) bestimmen.
2. Negative Anteile dieser Differenz 16schen. Man erhélt pos(C—min(A,B)).

3. Differenz aus C und pos(C—min(A,B)) bestimmen. Diese Differenz entspricht nun dem
Minimum aller drei Spektren min(A,B,C) und damit bei den im Beispiel angegebenen Mes-

sungen dem Minimumspektrum rechts in Abb. 7.11 auf Seite 153.

Auf diese Art lassen sich schrittweise die Minima beliebig vieler vergleichbarere Spektren ermitteln.
Durch Rundungsfehler bei der Zuordnung korresponierender Zellen der Spektralmatrizen kann es
vorkommen, dafi AMIX im Bereich stark unstetiger Signalverldufe im Minimumspektrum negative
Werte ermittelt, die theoretisch nicht vorkommen diirften. Dies tritt jedoch nur in den Bereichen

auf, die ohnehin von Aktefakten stark gestort sind.

4. Differenzbildung zwischen einem Spektrum und den gemeinsa-

men Signalanteilen

Nachdem in Teil 3 die gemeinsamen Signalanteile bestimmt wurden, besteht die Bestimmung der
spezifischen Signalanteile nur noch aus der Differenzbildung zwischen den urspriinglichen Spektren
und dem in Teil 3 ermittelten Minimum. Diese einfache Differenzbildung wurde bereits in Teil 3

angewandt und ist im Tutorial des AMIX-Manuals eingehend beschrieben.

Beispiel: S.153 Abb.7.11

Die Abbildungen der mittleren Spalte ergeben sich aus der Differenz des jeweiligen Spektrums mit
dem in Teil 3 beschriebenen Minimum aller drei Spektren also A—min(A,B,C), B—min(A,B,C)
und C—min(A,B,C).
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5. Kombinierte Anwendungen

Nachdem in Teil 1 eine Gruppe von Spektren einander angeglichen wurden, konnte in Teil 3 das
Minimum dieser Messungen bestimmt werden, um damit in Teil 4 Spezifika der einzelnen Messun-
gen zu ermitteln. Liegt nun eine oder mehrere der Messungen mit identischer Parametrierung und
unterschiedlichem Silylierungsmittel vor, so kann zusétzlich auch die in Teil 2 beschriebene Me-
thode der Spaltensubstitution durchgefithrt werden. Als Beispiel einer kombinierten Anwendung
aller vier Methoden kann Abbildung 7.10 auf Seite 152 betrachtet werden. Dabei wurden die in

den Teilen 1 bis 4 beschriebenen Methoden in dieser Reihenfolge angewandt.

Beispiel: S.152 Abb.7.10

Die Abbildungen der linken Spalte entsprechen den Abbildungen der rechten Spalte in Abb. 6.12

Seite 118. Die Ausgangsmessungen sind dabei:

D1 (BS1HA mit BSTFA) sowie D2 (BS1THA mit BSA)
D3 (HO13HA mit BSTFA) sowie D4 (HO13HA mit BSA)
D5 (SUWHA mit BSTFA) sowie D6 (SUWHA mit BSA)

1. Angleich: Zunichst werden alle sechs Spektren kompatibel prozessiert und Phasen- sowie
Basislinienkorrekturen durchgefiihrt. Danach werden die Spektren wie in Teil 1 beschrie-
ben anhand eines Referenzintegrals angeglichen. Fiir 2Si-Messungen wurde einheitlich der

Bereich F1 29 bis 21ppm und F2 0.45 bis 0.35ppm verwendet.

2. Spaltensubstitution: Die Spektren werden paarweise, also jeweils die Messung der glei-
chen Probe einmal mit BSTFA und einmal mit BSA, zu einer weniger gestorten Messung

vereinigt. Dies geschieht analog zu den Beispielen in Teil 2.

e BS1IHA: D1 und D2 Substitution der Spalten 1322-1328 in der ersten Messung. Be-
sonderheit: In der zweiten Messung entspricht 0.3ppm nicht wie bisher der Spalte 1325
sondern 1368. Dies kann mit dem Fadenkreuz (linke Maustaste) im Spektrum nach-
gemessen werden. Man fiigt also die Spalten 1365-1371 der zweiten Messung an den
Positionen 1322-1328 der ersten Messung ein. Ansonsten analog zu den drei Beispielen

aus Teil 2.

e SUWHA: D5 und D6 Substitution der Spalten 1322-1328 in der ersten Messung.
Besonderheit: Da das T1-Rauschen hier etwas breiter ist, kann man ggf. den zu substi-
tuierenden Spaltenbereich auf 1320-1330 vergrofiern. Ansonsten gilt wieder das gleiche

Vorgehen wie in den Beispielen aus Teil 2.

e HO13HA: Bei diesen Messungen treten keinerlei Besonderheiten auf. Vorgehen genau

analog zu Teil 2.

Die Substitutionen ergeben die drei Abbildungen der linken Spalte in Abb. 7.10
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3. Schritt 3 (Minimum): Das Minimum dieser drei substituierten Spektren kann nun analog
zu dem Beispiel in Teil 3 ermittelt werden. Man erhélt das Minimumspektrum rechts in Abb.

7.10.

4. Schritt 4 (Spezifika): Die mittlere Spalte in Abbildung 7.10 ermittelt man durch einfache
Differenzbildung der in Schritt 2 erstellten substituierten Spektren mit dem in Schritt 3

erstellten Minimum.



Anhang B

Chemische Verschiebung der

Modellsubstanzen
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Tabelle B.1: Chemische Verschiebung silylierter Modellverbindungen - Carbonséuren

Ausgangssubstanz S(*H) 6(13C)  §(*Si)
aliphatische Carboxylgruppen
Cholséure 0.280 -0.38 24.81
(S)-(+)-Glutamin 0.281 -0.31 24.12
Brenztraubenséure 0.360  -0.49 2891
Cyclohexancarbonséure 0.257  -0.27  22.61
Apfelsiure 0287 -0.27 24.25
0.300 -0.38  25.58
L-Milchséure 0.295 -0.34 24.83
DL-Cystein 0.315  -0.35 25.8
DL-Serin 0275  -0.31  23.68
Lysin 0272 -0.32 23.51
meso-Butan-1,2,3,4-tetracarbonséure 0.275  -0.33  24.45
0.283 -0.30  25.39
R(-)Mandelséaure 0.200 -0.52  25.59

Tetrahydrofuran—2,3,4,5-tetracarbonsidure 0.300  -0.41  26.45
0.320 -0.38  26.96
trans-DL-1,2-Cyclopentandicarbonséure 0.274 -0.3  23.87

n-Propionséure 0.270  -0.25 22.94
L(+)Weinséure 0.325  -0.25 2595
Glucarséaurelacton 0.315  -0.09  25.42
3-Hydroxybuttersdure 0.264 -0.26  22.87
aromatische Carboxylgruppen

Anthrachinon-2-carbonséure 0.460 -0.22  26.83
Benzoeséure 0.383  -0.24  24.60
Vanillinsaure 0.38 -0.2 24.1
Salicylséure 0.376  -0.07  23.73
Syringylséure 0.41 -0.16 24.5
Phthalsdure 0.384 -0.28  25.63
Carminséure 0.408 -0.29  26.10

ungeséttigte Sauren
Kaffeeséure 0.33 -0.2 24.1
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Tabelle B.2: Chemische Verschiebung silylierter Modellverbindungen - Aliphatische Alko-
hole. a Die 6(**C) und §(*Si) Signale kénnen wegen ihrer gleichen §('H)-Werten nicht

zugeordnet werden.

Ausgangssubstanz S(*H) 6(13C)  §(*Si)
primére Hydroxylgruppen

1-Butanol 0.081 -0.44 16.07
1,4 Butandiol 0.101  -0.45 16.07
1,3 Butandiol 0.085  -0.47 16.25
1,2 Propandiol 0.090 -0.44 17.11
DL-Serin 0.086 -0.57 18.15
Carminséure 0.006 -0.26  17.82
Sucrose C6’ 0.115 -0.16  17.49
Sucrose 0.125  -0.19 a
Sucrose 0.125  -0.00 a
Sucrose 0.125 a 17.22
Sucrose 0.125 a  18.32
Glucose 0.100 -0.09  17.47
sekundéare Hydroxylgruppen

Cholséure 0.138 .11 12.29

0.109 0.74  12.61
0.088 0.58 13.01

Apfelsiure 0.138  -0.07  20.18
3-Hydroxy-2-butanon 0.132  -0.04 17.99
2-Methyl-2,4-pentandiol 0.160 0.59  16.79
L-Milchséure 0.135 -0.08 18.59
[sopropanol 0.084 0.19 13.69
1,3 Butandiol 0.10 0.3 14.6
1,2 Propandiol 0.094 0.30  15.12
Mandelsaure 0.124  -0.09  20.20
L(+)Weinséure 0.126 0.2 21.10
3-Hydroxybuttersaure 0.093 0.27 15.24
Carminséure -0.161 0.8 16.91

0.21 1.06 18.13

0.21 1.57 17.93

Glucarsdurelacton 0.209 0.34 21.73
0.147 0.07 21.38

0.144  -0.17  21.99
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Ausgangssubstanz S(*H) 6(1C)  §(*8Si)
Sucrose C3 0.143 1.31  17.56
Cq 0.147 0.81 18.29
C4 0.163 0.40 1745
C2 0.170 1.02  17.53
cy 0.170 0.57  17.98
Glucose C2 0.142 0.44 1724
C3 0.151 1.36  17.55
C1 0.160 0.17  17.55
C4 0.163 097  18.03
tertidre Hydroxylgruppen

tert-Butanol 0.091 2.63 6.84
2-Methyl-2,4-pentandiol 0.100 2.68  13.55
iso-Amylalkohol 0.089 2.63 6.60

6
(H3C)3Si0
(H5C)5Si0

CHL0Si(CHy)s

2 CH,08i(UHy);
1/

6
4 CH2 SI(CH3)3
(H3C)3Si0 1
(H3C)3810 7137 OSI(CH,)4



229

Tabelle B.3: Chemische Verschiebung silylierter Modellverbindungen - Phenole

Ausgangssubstanz  §(*H) §(13C) §(*Si)

Phenol 0.240 0.18 18.96
Vanillinsédure 0.25 0.37 21.6
Salicylsaure 0.264 0.27  20.83
Syringylsédure 0.24 0.42 2252
Carminsaure 0.243 0.83  22.88

0.326 0.69  25.10

0.371 0.29  24.53

Kaffeesaure 0.26 0.34  21.30
0.26 0.34 2148

Tabelle B.4: Chemische Verschiebung silylierter Modellverbindungen - Amine, Amide

Ausgangssubstanz  §(*H) §(13C)  §(*Si)
(S)-(+)-Glutamin  0.216  -0.67 4.91
0.032 0.08 4.50

DL-Cystein 0.072 0.21 5.10
DL-Serin 0.040 0.18 4.28
Lysin 0.010 0.13 2.51

0.029 0.18 3.70
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Tabelle B.5: Chemische Verschiebung silylierter Modellverbindungen - Aliphatische Alko-
hole

Ausgangssubstanz S(*H) 4(13C)
primére Hydroxylgruppen
1-Butanol 3.80 61.78
1,4 Butandiol 3.68  63.70
1,3 Butandiol 3.22  60.80
1,2 Propandiol 3.64  68.67
Carminsaure 3.41  60.58
Sucrose 3.50  61.40
3.27  63.03
3.70  63.25
Glucose 3.74  61.95
sekundéare Hydroxylgruppen
Cholséure 3.93 7250
3.83  68.00
3.46  71.60
Apfelsiure 4.93  67.80
3-Hydroxy-2-butanon 421  73.10
2-Methyl-2.4-pentandiol 4.00  65.50
L-Milchséure 4.34  66.55
Isopropanol 4.07  63.47
1,3 Butandiol 3.43  67.05
1,2 Propandiol 3.74  69.32
Mandelséure 3.65  73.77
L(+)Weinséure 4.51  73.06
3-Hydroxybuttersdure 4.32 64.22
Carminséure 4.11  74.80
3.04  73.50
2.79  72.52
Glucarsédurelacton 4.95  69.76
4.81 76.16
4.55  75.74




Ausgangssubstanz  §(*H) §(*3C)
Sucrose 3.04  70.50
3.48  73.72
3.00 7247
4.00  79.00
4.25  75.90
D-Glucose 3.57  69.46
3.64 7261
3.53  T71.87
4.84  94.56
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Integrale der NMR-Spektren

Tabelle C.1: Integrale der Einpuls-'H-NMR-Spektren von HS in DMSO-dg

Substanz 16.0-11.5 ppm  11.5-6.0 ppm 6.0-2.0 ppm 2.0-0.5 ppm
COOH Car-OH, Cg-H  H-C-O, Cu,-OH, o-CH,, CH,
BS1FA 10 25 50 15
HO10FA 9 26 50 15
FGI1FA 8 12 44 36
HO13FA 10 25 48 17
BS1HA 8 23 55 14
HO13HA 8 23 50 19
MPDOM 9 23 49 19
SUWFA 10 19 48 23
SUWHA 9 27 48 16
SCHEYFA3 6 21 53 20
BOUZFA3 4 21 55 20
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Tabelle C.2: Integrale der Einpuls-'H-NMR-Spektren (erster Wert) und Spektren mit
Vorsittigung (zweiter Wert) von HS in 0.1 M NaOD-Lésung in %

Substanz 9.0-6.0 ppm 6.0-3.2 ppm 3.2-2.0 ppm  2.0-0.5 ppm
Car-H H-C-O a-CH,, CH,,
BS1FA 14 40 24 22
11 40 26 23
HO10FA 16 35 26 23
11 35 27 26
FG1FA 7 18 28 47
3 15 28 54
HO13FA 14 36 27 23
13 33 30 24
BS1HA 20 42 18 20
16 45 19 21
HO13HA 18 41 18 23
14 39 23 24
MPDOM 11 38 25 26
9 36 28 28
SUWFA 11 28 29 32
8 28 31 32
SUWHA 18 36 24 22
16 36 27 22
SCHEYFA3 11 48 18 22
9 48 18 25
BOUZFA3 14 45 18 23
10 46 19 25
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ANHANG C. INTEGRALE DER NMR-SPEKTREN

Tabelle C.3: Protonenverteilung durch Differenzbildung der Integrale von Einpuls-'H-
NMR-Spektren in DMSO-dg und Einpuls-'H-NMR-Spektren in NaOD (obere Werte) und
"H-NMR-Spektren mit Vorsittigung in NaOD (untere Werte) erhaltene Anteile der HS-

Protonen
Substanz COOH C(C,-OH C(Cg,-H Cg -OH H-C-O o-CH,, CH,
BS1FA 10 14 10 4 29 17 15
10 17 7 6 27 18 15
HO10FA 9 16 10 10 23 17 15
9 20 6 14 20 16 15
FG1FA 8 7 5 8 14 22 36
8 10 2 15 10 19 36
HO13FA 10 15 10 27 20 17
10 16 9 4 23 21 17
BS1HA 8 9 14 12 30 13 14
8 13 10 12 29 13 14
HO13HA 8 8 15 1 34 15 19
8 12 11 1 31 18 19
MPDOM 9 15 8 4 27 18 19
9 17 6 7 24 19 19
SUWFA 10 11 7 20 21 23
10 14 7 20 22 23
SUWHA 9 14 13 4 26 7 16
9 16 11 4 25 19 16
SCHEYFA3 6 11 10 -5 42 16 20
6 14 7 2 38 14 20
BOUZFA3 4 8 12 -2 40 16 20
4 13 8 3 37 15 20
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Tabelle C.4: Anteil der austauschenden Protonen an den Gesamtprotonen in [%] errechnet

aus den verschiedenen Experimenten.

Substanz Einpulsverfahren  Vorséittigungsexperiment
BS1FA 28 33
HO10FA 35 43
FG1FA 23 33
HO13FA 26 30
BS1HA 29 33
HO13HA 17 21
MPDOM 28 33
SUWFA 28 31
SUWHA 27 29
SCHEYFA3 12 22
BOUZFA3 10 20

Tabelle C.5: Verhéltnisse der funktionellen Gruppen in [%] berechnet aus den verschiedenen

NMR-Techniken

Substanz Verhéltnis COOH / C,—OH / Cu—OH
Einpulsverfahren | Vorsattigungsexperiment

BS1FA 36 50 14 30 52 18

HO10FA 26 45 29 21 46 33

FGI1FA 35 30 35 25 30 45

HO13FA 38 58 4 33 54 13

BS1HA 28 31 41 24 40 36

HO13HA 47 47 6 38 57 5

MPDOM 32 54 14 27 52 21

SUWFA 36 39 25 32 45 23

SUWHA 33 52 15 31 55 14
SCHEYFA3 | - - - 27 64 9

BOUZFA3 - - - 20 65 15
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ANHANG C. INTEGRALE DER NMR-SPEKTREN

Tabelle C.6: Integrale der 2Si-INEPT-Spektren

Substanz = 31.0-22.5 ppm 22.5-18.5 ppm 18.5-16.0 ppm 16.0-12.0 ppm
BS1FA 73 18 8 1
HO10FA 75 20 ) 0
FG1FA 59 20 10 11
HO13FA 61 22 10 7
BS1HA 61 28 10

HO13HA 48 28 17 7
MPDOM 52 23 14 11
SUWFA 61 21 10

SUWHA 64 22 10

Tabelle C.7: Integrale der invers-gated-entkoppelten ¥C-NMR-Spektren

Substanz 1.7-0.0 ppm 0.0- —0.65 ppm
BS1FA 44 56
HO10FA 52 48
FG1FA 56 44
HO13FA 54 46
BS1HA 54 46
HO13HA 66 34
MPDOM 56 44
SUWFA 52 48
SUWHA 61 39
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Tabelle C.8: Integrale der 2D-NMR-Spektren. Die jeweils obere Zeile enthélt die Integrale
der 2J(*H,*Si)-NMR-Spektren, die jeweils untere Zeile enthilt die Integrale der ' J(*H,'3C)-

NMR-Spektren

Substanz  Cg,-COOH  Cgp-COOH  Cg-OH  Cpy-OH
BS1FA 28 44 3 25
1 1.71
FG1FA 14 78 7 1
1 0.08
HO10FA 21 54 8 17
1 2.02
HO13FA 28 48 8 16
1 1.39
BS1HA 29 34 7 30
1 1.86
HO13HA 24 36 11 29
1 2.14
MPDOM 22 44 10 24
1 1.49
SUWFA 21 93 9 17
1 1.58
SUWHA 31 36 14 19

1

1.66




Anhang D

Begriffe, Abkiirzungen und Symbole

Tabelle D.1: Abkiirzungen

gyromagnetisches Verhiltnis

0 Dichte-Operator

o reduzierter Dichte-Operator

Wo Larmor-Frequenz der um die z-Achse prizedierenden Kerne

w1 Erste Frequenzdoméne im 2 D-NMR-Spektrum, durch Fourier-
Transformation tiber ¢; erhalten

Wo Zweite Frequenzdoméne

1D eindimensional

2D zweidimensional

Akquisition Aufnahme des NMR-Signals, in 2 D-Experimenten findet sie in der
to-Zeit statt

Antiphase Multiplettstruktur mit entgegengesetzter Phase, Multiplettlinien
mit Vorzeichenwechsel

Bo statisches Magnetfeld, konventionsgeméfl entlang der z-Achse ori-
entiert

chemische  Verschie- Differenz zwischen der Préazessionsfrequenz des Kerns und der Fre-

bung ¢ quenz eines Standards, bezogen auf die Trigerfrequenz
COSY Correlated Spectroscopy

CPD Composite Pulse Decoupling

CPMAS Cross Polarization Magic Angle Spinning

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer



Dichtematrix

Delay

DOC

DQC

Fy, Fy

Faltung (Convolution)

FA

FID
Fourier-Transformati-
on

gs

I

HA
HETCOR
HMBC
HMQC
HSQC

HS

I

INEPT
Inphase

inverse Techniken

"J

Kohéarenz
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Sie beschreibt den Zustand eines quantenmechanischen Objekts
Zeitspanne

Dissolved Organic Matter

Double Quantum Coherence, Doppelquantenkohérenz
Frequenzachsen

Mathematische Operation: FxG = f_Jr;OF(x —y)G(y)dy

Sie ist fiir die NMR-Spektroskopie aufgrund der Beziehung
FG=F(f - g) F(f)
Transformierte von f ist. D.h. die Fourier-Transformierte des
Produkts

Transformierten dieser Funktionen

von Bedeutung, wobei die Fourier-

zweier Funktionen ist die Faltung der Fourier-
Fulvic Acid (Fulvinséure)

Free Induction Decay, das aufgenommene NMR-Signal
”Rechenvorschrift “, um die in einer zeitlich verédnderlichen Funktion
enthaltenen Frequenzen zu bestimmen

gradient spectroscopy

Hamiltonoperator

Humic Acid (Huminsiure)

HETeronuclear CORrelation

Heteronuclear Multiple Bond Correlation

Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

Heteronuclear Single Quantum Coherence

Humic Substance (Huminstoff)

Drehimpuls- oder Kernspin-Quantenzahl

Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer
Multiplettstruktur mit gleicher Phase, Multiplettlinien ohne Vor-
zeichenwechsel

Bezeichnung fiir heteronukleare Experimente, die den Heterokern
indirekt {iber Protonenmagnetisierung detektieren.
Kopplungskonstante {iber n Bindungen

Sie entspricht einem Ubergang zwischen zwei Eigenzustinden und
ist eine Erweiterung des Ausdrucks ”transversale Magnetisierung
der sich nur auf erlaubte Uberginge bezieht. Quantenmechanisch
gesehen entspricht eine Kohédrenz einem Nicht-Diagonal-Element in

der Spin-Dichtematrix.
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Kohérenzordnung p

Kohéarenz-Transfer
Kohéarenz-
Transferweg

Korrelationszeit

LC

longitudinale Magne-

tisierung

M

MQC

NOESY
Nullpunktfiillen

PEP
PFG
pK,

Produktoperatoren

Produktoperatorfor-
malismus
Puls

Pulssequenz

PSD
Quadraturdetektion

RIDE
rf
ROESY

ANHANG D. BEGRIFFE, ABKURZUNGEN UND SYMBOLE

Differenz AM der magnetischen Quantenzahlen zweier an einer
Kohérenz beteiligten Energieniveaus

Ubertragung der Kohérenz von einem Kern auf einen anderen
Beschreibung des zeitlichen Verlaufs der Kohérenzordnung in einer
Pulssequenz

Die Korrelationszeit 7. gibt die mittlere Zeitdauer der molekularen
Umorientierung wieder, die Ursache fiir die Relaxation ist

Liquid Chromatography (Fliissigkeitschromatographie)
Magnetisierung in Richtung des By-Feldes

Magnetquantenzahl

Multi Quantum Coherence, Mehrquantenkohérenz

Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY

Anhéngen von Nullen an den FID zur Verbesserung der digitalen
Auflésung

Preservation of Equivalent Pathways

Pulsed Field Gradient

Aziditédtskonstante

Satz zueinander orthogonaler Operatoren, die durch die Produkt-
bildung miteinander verkniipft werden kénnen

Formalismus zur Beschreibung von NMR-Experimenten, der hohe
Anschaulichkeit mit grofler Anwendungsbreite verbindet

Anlegen eines nur fiir kurze Zeit erzeugten, hochfrequenten (im Ra-
diofrequenzbereich liegenden) zusétzlichen Magnetfeldes, um einen
Ubergang anzuregen.

Abfolge von Radiofrequenzpulsen und Zeiten freier Evolution mit
anschlieBender Detektion der entstandenen Magnetisierung

Phase Sensitive Detection

Verfahren zur Detektion von NMR-Signalen, das es gestattet, Vor-
zeichen von Frequenzen zu unterscheiden

ring down elimination

radio frequency

Rotating frame Overhauser Enhancement SpectroscopY



Scan

schwache Kopplung

skalare Kopplung

S/N
3QC
i1

t2

t1-Rauschen

TOCSY

TPPI

transversale Magneti-
sierung
WATERGATE

Weitbereichskopplung
ZQC
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Einmaliger Ablauf eines NMR-Experimentes

Die Kopplungskonstante J fiir die Kopplung zwischen zwei Spins
ist klein gegeniiber der Differenz ihrer chemischen Verschiebungen
Wechselwirkung zwischen zwei Spins, die durch die Bindung ver-
mittelt wird, auch J-Kopplung genannt. Sie ist skalar, d.h. orin-
tierungsunabhéngig, und bewirkt die Multiplettaufspaltung der Si-
gnale.

Signal-Rausch-Verhéiltnis

Single Quantum Coherence, Einquantenkohérenz

Inkrementierte Zeit, die in 2D-NMR-Experimenten nach der
Fourier-Transformation die erste Frequenzdoméne ergibt
Detektionszeit, ergibt nach der Fourier-Transformation die zweite
Frequenzdoméne

In 2 D-NMR-Experimenten parallel zur w;-Achse auftretendes Rau-
schen, das besonders dort beobachtet, wo intensive Signale auftre-
ten

longitudinale oder Spin-Gitter-Relaxationszeit

transversale oder Spin-Spin-Relaxationszeit

Retentionszeit

TOtal COrrelation Spectroscopy

Time Proportional Phase Incrementation

Magnetisierung in der z, y-Ebene

WATER suppression by GrAdient Tailored Excitation
Skalare Kopplung iiber mehrere Bindungen

Zero Quantum Coherence, Nullquantenkohérenz



Anhang E

Liste der verwendeten Substanzen

Tabelle E.1: Verwendete Substanzen

Modellsubstanzen

Cholséure

(S)-(+)-Glutamin
Brenztraubensaure
Cyclohexancarbonséure

Apfelsiure

L-Milchséure

DL-Cystein

DL-Serin

Lysin
meso-Butan-1,2,3,4-tetracarbonséure
R(-)Mandelséure
Tetrahydrofuran—2,3,4,5-tetracarbonséure
trans-DL-1,2-Cyclopentandicarbonséure
n-Propionsaure

L(+)Weinséure
D-Glucarséure-1,4-lacton
3-Hydroxybuttersdure
Anthrachinon-2-carbonséure
Benzoesaure

Vanillinsdure

Salicylséure

Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Aldrich, Steinheim
Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Aldrich, Steinheim
Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma, St. Louis (US)

Merck, Darmstadt



Syringylsdure
Phthalséure
Carminsaure
Kaffeesdure

1-Butanol

1,4 Butandiol

1,3 Butandiol

1,2 Propandiol
Saccharose
3-Hydroxy-2-butanon
2-Methyl-2,4-pentandiol
Isopropanol
tert-Butanol
tert-Amylalkohol
Methanol
a-D-(+)-Glucose

Styrol und Polystyrol-Standards
TMS-Phenol

Silylierungsreagenzien

Hexamethyldisilazan HMDS

Trimethylchlorosilan TMCS
N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid BSA
N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid BSTFA
N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid MSTFA
N-Trimethylsilyldiethylamin TMSDEA
1-(Trimethylsilyl)imidazol TMSIM
Trimethylsilyliodsilan TMIS

Losungsmittel

CDCl;

CDCl; fiir LC-NMR
Dimethylsulfoxid DMSO-dg
Pyridin-ds
N,N-Dimethylformamid DMF-d;
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Sigma, St. Louis (US)
Merck, Darmstadt
Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Haushaltszucker
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Aldrich, Steinheim
Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm

Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt, Aldrich, Steinheim
euriso-top, Saint Aubin Cedex (F)

Merck, Darmstadt, Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt, Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt, Aldrich, Steinheim
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Tabelle E.2: Verwendete Huminstoffe
Bezeichnung Herkunft Quelle Isolations-
verfahren

BS1FA, BSTHA Bodensickerwasser ROSIG-Projekt, DFG 1
Bayreuth

HO10FA Hohlohsee ROSIG-Projekt, DFG 1
Schwarzwald
Probennahme: Okt. 94

HO13FA, HO13HA Hohlohsee ROSIG-Projekt, DFG 1
Schwarzwald
Probennahme: Aug. 96

FG1FA Grundwasser ROSIG-Projekt, DFG 1
Fuhrberg/Hannover

SUWFA, SUWHA  Suwannee-Flufl IHSS 2
South Georgia, USA

MPDOM Suwannee-Fluf3 M. Perdue, Georgia, USA 3
South Georgia, USA

SCHEYFA3 tiefgriindige Braunerde Ph. Schmitt-Kopplin, 4
(loamy brown soil) I0C-Attaching
Ap Horizont, 0-20 cm
Klostergut Scheyern,
Bayern [166]

BOUZFA3 Pseudogley Ph. Schmitt-Kopplin, 4

(wet prairie pseudogley)
Versuchsgut Bouzule,

Nancy, Frankreich [166]

I0C-Attaching
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Isolations-/Extraktionsverfahren:

1. Standardreferenz-Proben des ROSIG-Projektes wurden in Anlehnung an das THSS-XADS-
Standardverfahren isoliert [77]. Die angewandte, leicht variierte Methode verwendet XADS-
Material und ein Kationenaustauscherharz ([3]). Die filtrierten Proben wurden vor der Ad-
sorption auf dem Harz auf pH 2 angesiuert. Die auf der XAD8-Sdule adsorbierten HS wur-
den mit 0.2 M NaOH desorbiert. Ansduern des Extraktes auf pH 2 fiihrt zur Ausféillung der
HA-Fraktion. Die HA-Fraktion wird abfiltriert. Zusétzlich zu dem Basis-Isolationsverfahren
wurde die angesduerte desorbierte Losung ein zweites Mal auf der gespiilten XAD8-Siule
adsorbiert. Die Sdule wurde mit 0.01 M HCI und anschliefend mit destilliertem Wasser ge-
spiilt, um den grofiten Teil der Chlorid-Ionen zu entfernen. Die adsorbierte FA wurde mit
0.2M NaOH eluiert und der Eluent wurde mittels eines Kationenaustauscherharzes in die

protonierte Form iiberfiihrt. Abschlieflend wurde die resultierende Losung gefriergetrocknet.

2. Das IHSS-Verfahren zur Isolation von aquatischen HS ist in www.ihss.gatech.edu beschrie-

ben.

a) Wasser mit einer 0.45 um Silber- oder Polymermembran filtrieren.

Mit HCI pH 2 einstellen.

(

(b
(c
(d

)

)

) Losung auf XAD8-Siule bringen.

) HA und FA mit 0.1 M NaOH eluieren. Eluat sofort mit HCI anséuern.
)

(e

Auf einer kleineren XADS&-S#ule konzentrieren; Mit NaOH eluieren und ansduern. Der
DOC-Gehalt sollte mehr als 500 mg C/1 betragen.

(f) Den pH mit HCI auf 1.0 einstellen. Zentrifugieren, um HA von FA abzutrennen. HA
mit Wasser waschen bis mit dem AgNOs-Test kein C1~ mehr nachgewiesen wird. HA
mit ausreichend 0.1 M NaOH lésen und anschliefend mit einem stark sauren Harz in

die protonierte Form iiberfiithren.

(g) Die FA-Fraktion auf pH 2.0 mit NaOH einstellen und die FA-Fraktion auf XADS8 ad-

sorbieren. Mit destilliertem Wasser waschen.
(h) Im Umkehrflufl mit 0.1 M NaOH eluieren.

(i) Das FA-Eluat durch einen Kationenaustauscherharz geben und sofort ansduern. Die
HA in 0.1 M NaOH durch einen Kationenaustauscherharz geben und sofort ansiduern.

Solange wiederholen bis die Nat-Konzentration kleiner als 1 mg/1 ist.

(j) HA und FA Probe gefriertrocknen.

3. Die Substanz MPDOM wurde iiber Revers-Osmose erhalten (www.ihss.gatech.edu). Da-
zu wurde das Wasser zunéchst mit einem 1pm und 0,4 pum Polypropylen-Filter filtriert.
Wéihrend die Probe durch Reversosmose konzentriert wurde, zirkulierte sie kontinuierlich

durch ein Kationenaustauscher-Harz (H-Form), um die meisten Kationen zu entfernen. Im


http://www.ihss.gatech.edu/
http://www.ihss.gatech.edu/
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Labor wurden die Reversosmose-Membranen mit 0.01 M NaOH gespiilt, um das adsorbierte

organisches Material zu erhalten. Die Spiilldsung wurde mit einem Kationenaustauscher-

Harz (H*-Form) entsalzt. Die entsalzte Probe wurde abschlieBend gefriergetrocknet.

. Bei den verwendeten Substanzen handelt es sich um die sogenannte FA3-Fraktion. Die

vollstdndige Extraktionsmethode fiir FA und HA ist in [165] ausfiihrlich erldutert. Durch
folgende Extraktionsstufen wird die FA3-Fraktion erhalten:

(a)

Boden im Verhiltnis von 1/10 (trockener Boden/Lésung) mit 1 N HCI auf pH 1 eine
Stunde schiitteln (100 g Boden fiir 11 Losung).

Zentrifugieren des Gemisches; Uberstand mit XADS8 aufkonzentrieren.

Riickstand mit 1N NaOH auf pH7 und unter No mit 0.1N NaOH auf ein Bo-
den/Losung-Verhéltnis von 1/10 bringen (100 g Boden fiir 11 Losung).

Extraktion unter N9 mindestens 4 Stunden schiitteln, danach zentrifugieren.

Uberstand mit 6 N HCI auf pH 1 bringen und einige Stunden stehen lassen, Riickstand

wird entsorgt.
Zentrifugieren, um flockige Huminséduren von den Fulvinsduren zu trennen.

Huminfraktion unter N9 in minimalem Volumen KOH 0.1 N I6sen, mit KCI auf 0.3 N

K™ bringen. Zentrifugieren, um Suspension zu trennen. Festpartikel fallen aus (Ton...).

Fillung der HA aus dem Uberstand wie in Stufe 5 und zentrifugieren; der Uberstand
ist die FA3-Fraktion.

Uberstand auf XAD8-Siule. Die FA bleiben auf der Sdule; mit 0.65 Siulenvolumen

destilliertem Wasser waschen.
XADS8-Saule mit 1 Vol. 0.1 N NaOH und 3 Vol. destilliertem Wasser eluieren.

Eluierte FA gleich mit HCI auf pH1 ansduern und mit HF auf 0.3 Normalitét bringen;

alle FA miissen in Losung bleiben.

Eluat auf XADS in Plastiksdule bringen, mit 0.65 Sdulenvolumen destilliertem Wasser

waschen.

Mit 1 Vol. 0.1 N NaOH und 2 Vol. Wasser eluieren; iiber Ionenaustauscher in H-Form

bringen.

Gefriertrocknen der Endprobe.
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