ZUSCHRIFTEN

den gewiinschten Ru!-Komplex 9, welcher nahezu die glei-
chen 'H- und C-NMR-Spektren gab wie 3. Aus dem Brom-
substituierten Baustein 10 und dem Bis-Ru'"'-Addukt 7 wurde
der erwartete, aus den unterschiedlichen Monomeren beste-
hende Makrocyclus 11 erhalten (Schema2). Auf dessen
Bildung weist unter anderem ein symmetrisch &hnliches,
jedoch erwartungsgeméf verbreitertes, exakt dem des Hexa-
methylanalogon 8 entsprechendes 'H-NMR-Spektrum hin;
die Ergebnisse von HETCOR-NMR-Experimenten stiitzen
die vorgeschlagene Struktur.

Den vorgestellten Experimenten zufolge sollte es moglich
sein, auch groBere und komplexere Makrocyclen sowie
andere Architekturen herzustellen.
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Neue Tricks fir alte Indikatoren: ein
colorimetrisches Chemosensor-Ensemble fiir
Tartrat/Malat in Getranken**

John J. Lavigne und Eric V. Anslyn*

Die Entwicklung allgemeiner Methoden zur colorimetri-
schen Bestimmung kleiner und mittelgrof3er geloster Analyte
ist sehr wiinschenswert, denn dabei konnen durch visuelle
Betrachtung unmittelbar qualitative Informationen und durch
Absorptionsspektroskopie quantitative Informationen erhal-
ten werden. Es gibt viele colorimetrische Assays, aber in den
meisten Fillen analysieren sie den pH-Wertl!l sowie einfache
Kationen,?! Anionen® und Radikale.!* In der Mehrheit dieser
Sensoren ist der Chromophor kovalent an das Erkennungs-
element gebunden, und durch das Binden des Analyten
werden elektronische Uberginge des Chromophors verin-
dert. Fiir groBe Biomolekiile sind dagegen viele colorime-
trische Assays bekannt. Diese Tests arbeiten meist mit
Antikorpern, etwa in den gédngigen Schwangerschaftstests,
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oder Sandwich-Assays auf Biotin-Avidin-Basis.”! Ein anderer
Zugang zur Entwicklung einer colorimetrischen Methode,
allerdings bisher fast ausschlieB3lich in biologischen Systemen
genutzt, beruht auf der Konkurrenz eines Indikators mit dem
gewiinschten Analyten.[) Beispielsweise findet, wenn ein
immobilisierter Antikérper, der mit einem markierten Anti-
gen gesittigt ist, dem Analyten ausgesetzt wird, eine Kon-
kurrenz zwischen dem markierten Antigen und dem Ziel-
analyten um den Bindungsplatz am Antikorper statt, was eine
Signalmodulation ergibt.

Wir und andere haben uns in den letzten Jahren mit
Fluoreszenz-Konkurrenzassays befaf3t, die synthetische Re-
zeptoren nutzen.”) Fluoreszenz ist zur Bestimmung von
Analyten geeignet, die in sehr geringer Konzentration vor-
liegen. Aber bei vielen gingigen Analyten in Getrinken,
Korperfliissigkeiten und Umweltproben reichen die Kon-
zentrationen auch fiir eine
Bestimmung mittels Absorp-
tionsspektroskopie aus. We-
gen der Vorteile eines colori-
metrischen Assays versuchten
wir daher, eine allgemeine
Methode zu entwickeln, co- H
lorimetrische Assays aus syn-
thetischen Rezeptoren zu er-
zeugen, und stellen hier ein
spezifisches Beispiel vor: die
Analyse von Tartrat in Ge-
tranken.

Tartrat ist in Weinen und anderen aus Trauben erzeugten
Getranken enthalten. Weil das Molekiil relativ klein ist und
trotzdem mehrere funktionelle Gruppen fiir Bindungs-Wech-
selwirkungen enthilt (Hydroxy- und Carboxygruppen), ist es
fiir die Komplexierung durch einen synthetischen Rezeptor
recht attraktiv. Da Boronsduren bereits zur Bindung von 1,2-
und 1,3-Diolen® und aus Aminoimidazolinen abgeleitete
Guanidiniumgruppen zur Bindung von Carboxylaten™ ein-
gesetzt worden waren, entwarfen wir als Tartrat-Rezeptor die
Verbindung 1.7 Diese Verbindung [siehe Gl. (1)] enthélt
einen Boronsédurerest und zwei Guanidiniumgruppen, die so
vororganisiert sind, daf} sie sich einander nihern und eine
Kavitdat mit den richtigen Abmessungen fiir Tartrat bilden
konnen. Das Vororganisieren wird durch die Verwendung
eines hexasubstituierten Benzols erreicht, bei dem die steri-
sche Belastung dazu fiihrt, dafl benachbarte Substituenten auf
gegeniiberliegende Seiten des Benzolrings gezwungen wer-
den.!

Es gibt bereits eine recht groe Anzahl von Sensoren mit
Aminomethylgruppen in ortho-Position zu einem Boronsidu-
rerest. In allen Fillen handelt es sich um tertiire Amine,
wobei das Amin an der Signaltransduktion beteiligt ist,
gewohnlich durch Loschung des Signals mittels photoindu-
ziertem Elektronentransfer (PET)!? oder innerem Ladungs-
transfer (ICT).["®! Das sekundére Amin in 1 dient ausschlie3-
lich der Anbindung und der Einschrinkung der Freiheits-
grade des Boronsdurerests.') Untersuchungen an anderen
mit Boronsduren koordinierten sekunddren Aminen legen
einen zwitterionischen Komplex nahe, der vierfach koordi-
nierte Bor- und Stickstoffatome enthilt.l'¥] Die Stirke der
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N-B-Wechselwirkung betrigt etwa 19 kcalmol 115 Um die
Bor-Koordination zu bestimmen, wurde ein ''B-NMR-Spek-
trum von 1 aufgenommen. Unter den Bedingungen fiir den
Assay (siehe Experimentelles) enthilt das Spektrum nur ein
Signal bei 0 =12.8 (relativ zu 6(BF; - Et,0) in Toluol =0), was
fiir tetraedrisch umgebenes Bor charakteristisch ist.['"]

Fir den Einsatz im Konkurrenzassay sollte der pH-
Indikator einen Chromophor mit denselben Funktionalititen
wie Tartrat enthalten, und bei seiner Komplexierung durch
den Rezeptor sollte sich eine Farbénderung ergeben. Diese
wiirde durch eine Anderung des ,Protonierungszustands“
bewirkt (in dieser Betrachtung sehen wir das Bor so, als ob es
wie ein Proton agierte), je nachdem ob der Indikator bei
konstantem pH an den Rezeptor gebunden oder frei in
Losung ist. Fiir die Tartrat-Analyse [GL (1)] wéhlten wir
Alizarinkomplexon 2. Dieser Indikator wurde bereits zur

Anzeige des pH-Werts!!”! sowie zum Nachweis von Lantha-
noid-'1 und Fluoridionen!"® eingesetzt. Die funktionellen
Gruppen (ein 1,2-Diol- und zwei Carboxylatreste) werden
von 2 nicht in der gleichen Weise présentiert wie von Tartrat,
so daB eine geringere Affinitdt zwischen 1 und 2 zu erwarten
war. Wir nahmen an, daf3 die Bindung zwischen 1 und 2 den
»Protonierungszustand* der aromatischen OH-Gruppen we-
gen ihrer Reaktion mit dem Boronsdurerest unter Bildung
eines Boronsdureesters erheblich verschieben wiirde. Tat-
sédchlich dnderte sich die Farbe bei Zugabe von 1 zu 2 (0.1 mm)
in einer Wasser-Methanol-Mischung (25 Vol.-% Wasser;
pH 7.3, mit 10mMm HEPES gepuffert) von burgunderfarben
zu gelb/orange (Abbildung 1A). Aus der Absorption bei
450 nm und der Modellierung der Daten mit einem Algo-
rithmus fiir eine 1:1-Bindung" ergab sich eine Bindungskon-
stante von 2.7 x 10*m~%,

Wie erwartet bewirkte die Zugabe von L-Tartrat-Stamm-
16sungen zu einem Ensemble aus 1 und 2 (siche Experimen-
telles; diese Losung wird im folgenden als Sensor-Ensemble
bezeichnet) einen Wechsel von gelb/orange zuriick zu bur-
gunderfarben (Abbildung 1B). Mit diesem colorimetrischen
Assay bestimmten wir Tartrat sowie einige andere denkbare
konkurrierende Analyte mit tartratdhnlichen Strukturen:
Ascorbat, L-Malat, Succinat, Lactat und Zucker (Abbil-
dung 2). Mit den Algorithmen fiir konkurrierende Gleich-
gewichtel'”) wurde fiir 1 und Tartrat eine Bindungskonstante
von 5.5x10*M~! berechnet. Zum Vergleich: Fiir 1 und
Glucose wurde UV/Vis-spektroskopisch eine Bindungskon-
stante von 150M~! ermittelt; diese liegt in dem fiir einen
Boronséurerest und Zucker géingigen Bereich.[?"! Die Bin-
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1
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350 A/mm — 700
Abbildung 1. UV/Vis-Spektren von 2. A) Zugabe von 1 zu einer kon-
stanten Konzentration von 2 (180 um) bewirkt eine Zunahme der Absorp-
tion bei 450 nm und eine Abnahme der Absorption bei 525 nm. B) Bei der
Zugabe von Tartrat zu einer konstanten Konzentration von 1 und 2 in
Losung (jeweils 180 um) nimmt die Absorption bei 450 nm ab und die bei
525 nm zu.
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Abbildung 2. Kalibrierungskurven fiir den Sensor-Assay bei 450 nm.

Zugabe von Tartrat (e), L-Malat (o), Ascorbat (o), Lactat (e), Succinat
(a) und Glucose (m). ¢, = Konzentration des Analyten.

dungskonstante fiir Succinat und 1 ergab sich zu 350mM~'. Und
bei einem Monohydroxycarboxylat wie Milchsdure betrigt
die Bindungskonstante nur 500M~!. Wenn man von dem
Ergebnis mit Malat absieht (K,=4.8 x 10*m™!), ist 1 sehr
selektiv fiir Tartrat. Bei der Komplexierung der Hydroxy- und
Carboxygruppen von Tartrat kommt es daher offenbar zu
einer guten Kooperation zwischen dem Boronsdurerest und
den beiden Guanidiniumgruppen in 1.

Als letzter Test der Methode wurden die fiir Tartrat und
Malat erzeugten Kalibrierungskurven (Abbildung 2) verwen-
det, um eine Reihe von Losungen zu analysieren. Die Zugabe
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von plL-Mengen einiger aus Trauben erzeugter Getridnke
ergab die Konzentrationen von Tartrat/Malat im jeweiligen
Getriank (Tabelle 1). Eine NMR-Bestimmung der Tartrat/
Malat-Gesamtkonzentration wurde zur Kontrolle durchge-

Tabelle 1. Auf unterschiedliche Arten bestimmte Konzentrationen von
Wein- und Milchsédure [mM] in aus Trauben hergestellten Getridnken.

gravi- NMR UV/Vis

me- 1+2)

trisch
Weinsdure-Modellosung 50 512 502
Kalibrierungslosung 50 - 47.9
Sauvignon Blanc von Ernest & Julio Gallo - 356 329
Chardonnay von Ste. Genevieve - 341 363
Spumante von Henri Marchant - 26.5 249
Merlot von Talus - 195 203
organischer weiler Traubensaft von Santa Cruz - 436 423
Traubensaft von Welch - 694 713

fiihrt. In allen Féllen stimmten die mit den beiden Methoden
ermittelten Werte sehr gut iiberein (weniger als 10% Ab-
weichung). Dies belegt, dal das Sensor-Ensemble in der Lage
ist, Tartrat/Malat in Gegenwart von Zuckern, Elektrolyten,
Pektinen und Tanninen in hohen Konzentrationen zu quanti-
fizieren.

Uns gelang somit die Entwicklung eines colorimetrischen
Assays mit synthetischem Rezeptor zum Nachweis von
Tartrat. In diesem Assay wird ein géngiger pH-Indikator
verwendet, der dhnliche Funktionalititen wie der Analyt
aufweist. Da der Rezeptor so gewéhlt wurde, dal er besser
zum Analyten paflt als zum Indikator, wird die Indikator-
Rezeptor-Bindung bei Zugabe des Analyten leicht gebro-
chen, was einen Farbwechsel des Indikators zur Folge hat.
Gegenwirtig erforschen wir diesen Ansatz zur Bestimmung
vieler anderer Analyte in Fliissigkeiten.

Experimentelles

1:  1-Aminomethyl-24,6-triethyl-3,5-(N-(imidazolin-2-yl)aminomethyl)-
benzol (300 mg, 0.53 mmol)?! wurde mit (2-Formylphenyl)boronsiure
(87.6 mg, 0.58 mmol) in wasserfreiem Methanol vermischt, und dazu wurden
destilliertes Triethylamin (360 pL, 2.65 mmol) und aktiviertes 3-A-Mole-
kularsieb gegeben. Die Mischung wurde 3 h bei 25°C geriihrt. Danach
wurde Natriumborhydrid (20.2 mg, 0.53 mmol) zugesetzt und eine weitere
Stunde geriihrt. Um das Molekularsieb zu entfernen, wurde durch eine
Celite-Schicht filtriert; anschlieBend wurde das Losungsmittel im Rota-
tionsverdampfer abgezogen. Der Riickstand wurde zwei Tage bei Unter-
druck (6 Torr) gehalten, um das Trimethylborat zu entfernen. Danach
wurde er in Wasser gelost, und zur Entfernung des reduzierten Aldehyds
wurde erneut durch eine Celite-Schicht filtriert. Gefriertrocknung ergab
einen flockigen, weilen Feststoff (Ausbeute 366 mg, 99 % ). Schmp. 197°C
(Zers.); 'TH-NMR (300 MHz, CD;0D, 25°C): 6 =1.12 (t, 6H; CHj3), 1.23 (t,
3H; CH;), 1.81 (s, 9H; CH;), 2.74 (q, 2H; CH,), 2.82 (q, 4H; CH,), 3.75 (s,
8H; CH,), 3.97 (s,2H; CH,), 4.11 (s, 2H; CH,), 4.43 (s, 4H; CH,), 7.11 (d,
1H; Ph), 7.15-7.23 (m, 2H; Ph), 749 (d, 1H; Ph); *C-NMR (75 MHz,
CD;0D, 25°C): 0 =16.4,16.6,23.1,24.1, 42.0, 44.1, 53.5, 116.2, 127.9, 128 4,
130.8,131.4, 146.7, 161.2, 162.8, 163.2, 178.8; '"B-NMR (160 MHz, CD;0D,
25°C): 6=8.2; HR-MS (FAB (gly, als Glycerinboronatester): m/z gef.
576.3839, ber. fiir C;;H,;;BN;0; 576.3833 [M*+1].

UV/Vis-Bestimmung von Tartrat/Malat: 10 mm HEPES-Puffer bei pH 7.35,
180 pum 1, 180 um Alizarinkomplexon in 25 Vol.-% Wasser in Methanol. Bei
der Probenvorbereitung wurde der pH von 5mL des Getrinks mit
Natronlauge eingestellt und die Losung mit Wasser auf 10 mL aufgefiillt.
40 pL dieser verdiinnten Losung wurden zu 960 pL. des Sensor-Ensembles
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gegeben (um konstante Indikator- und Wirtkonzentrationen aufrecht-
zuerhalten). Zwischen 5 und 50 pL dieser Losung wurden dann zu 1 mL des
Sensor-Ensembles gegeben. Jeder Wert wurde aus vier Messungen ge-
mittelt.

NMR-Bestimmung von Tartrat/Malat: 50 mL des Getranks wurden mit
Natronlauge auf pH 7.35 eingestellt und das Wasser durch Gefriertrock-
nung entfernt. Der Riickstand wurde in 5 mL D,0 gelost und das Volumen
mit D,O auf 10 mL gebracht. Die interne Referenzlosung wurde herge-
stellt, indem 0.5 mL Dichloressigsdure in D,O gelost wurden, der pH mit
NaOD auf 7.35 eingestellt und das Volumen auf 10 mL gebracht wurde.
800 uL D,O wurden in einem NMR-Ro6hrchen mit 100 L der Dichlores-
sigsdure-Losung und zwischen 100 und 300 pL der Getridnkelosung
vermischt. Die Flache unter dem Dichloressigsdure-Signal wurde zu den
Fldchen unter den Malat- und Tartrat-Signalen ins Verhéltnis gesetzt und

daraus die Konzentrationen berechnet.
Eingegangen am 31. Mai,
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