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1. Bevezetés 

A legtöbb bio- és gyógyszermolekula két vagy több protonálható csoportot tartalmaz 

[1]. Az ionizálható molekulák szervezetbeni sorsát (farmakokinetikai paramétereit) 

külső körülmények (a közeg pH-ja, hőmérséklete, relatív permittivitása) és belső 

paraméterek (molekulaszerkezet, lipofilitás, töltés és töltéseloszlás) határozzák meg. Az 

utóbbiakat különböző sav-bázis paraméterekkel, például a p rotonálódási állandóval 

(logK) jellemezhetjük. Ezen értékek ismerete nélkülözhetetlen a gyógyszerfejlesztés 

minden fázisában, a törzskönyvezéshez nagy precizitással meghatározott protonálódási 

állandók szükségesek. 

A gyógyszerek célmolekulához való kötődése már nemcsak a bruttó ionizációs 

állapottól függ, az egyes csoportok protonáltsági állapota is nagymértékben befolyásolja 

azt. Ezeket a folyamatokat a mikroszkopikus protonálódási állandókkal jellemezzük. 

Ezeket a mikroállandókat pH-függő, csoportspecifikus spektroszkópiai módszerrel 

vagy rokon szerkezetű vegyületek bázicitásadatainak átvitelével lehet meghatározni. 

Számos biológiai és gyógyszerészeti szempontból fontos vegyület tartalmaz igen 

erősen bázikus funkciós csoportokat (guanidino, amidin stb.) amelyek protonálódási 

folyamatai igen erősen lúgos közegben játszódnak le, ahol a pH pontos meghatározása 

csak igen körülményesen lehetséges. Az irodalomban közölt protonálódási állandó 

értékek nagy része jelentős hibával terhelt, a magas pH-értékek meghatározásainak 

torzítottsága miatt. 

Az egyensúlyi oldatkémia eszköztárában nem találhatunk olyan módszert, melynek 

segítségével egyszerűen, gyorsan és torzításmentesen határozhatóak meg akár 

szélsőségesen magas pH-értékek. Egy ilyen módszer kidolgozásával tehát lehetőségünk 

nyílna olyan molekulák logK értékeinek meghatározására, melyeket eddig nem 

jellemeztek kellő pontossággal. 
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2. Célkitűzések 

Munkánk során célul tűztük ki több, biológiai és gyógyszerészeti szempontból 

jelentős, igen erősen bázikus vegyület protonálódási makro- és mikroegyensúlyainak 

vizsgálatát. Eredményeink szerint az irodalomban közölt logK értékek nagy része hibás, 

főként a megfelelő pH-mérési módszer hiánya miatt. 

A folyamatok jellemzéséhez szükséges egy olyan módszer kidolgozása, amellyel 

pontosan és torzításmentesen lehet mérni akár szélsőségesen magas pH-értékeket. 

Célunk tehát egy olyan 1H NMR módszer kifejlesztése, ahol indikátormolekulák kémiai 

eltolódásából számíthatjuk ki az oldat pH-ját a teljes 0-14 közötti pH-tartományban. 

Célul tűzzük ki a legbázikusabb fehérjealkotó aminosav, az arginin mikroállandóinak 

pontos meghatározását 1H NMR–pH módszerrel. A mikroállandók meghatározása csak 

modellvegyületek bázicitásadatinak átvitelével, deduktív módszerrel lehetséges. 

További célunk az elsőként felfedezett aminoglikozid-típusú antibiotikum, a 

sztreptomicin protonálódási folyamatainak részletes vizsgálata, a két guanidinocsoport 

csoportspecifikus bázicitásainak meghatározása. A sztreptidin, az egyetlen 

rendelkezésre álló modellvegyület segítségével a sztreptomicin major 

mikrorészecskéinek protonálódási állandóit határozhatjuk meg. 

Végül olyan 15N NMR módszert fejlesztünk ki, amellyel az egyes aminocsoportok 

bázicitása csoportspecifikus módszerekkel meghatározható. A módszer segítségével a 

sejtciklus szabályozásában igen jelentős szerepet betöltő lineáris poliaminok és nor-

származékaik mikroállandóit számítjuk ki. 
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3. Irodalmi áttekintés 

Az irodalmi összefoglalás első részében a pH definícióját, valamint a többértékű 

savak és bázisok ionizációjával kapcsolatos fogalmakat tekintjük át. Ezután röviden 

ismertetjük a protonálódási állandók meghatározásának módszereit, majd áttekintjük a 

jelen dolgozatban vizsgált molekulák biológiai és gyógyszerészeti jelentőségét, főbb 

alkalmazásait, valamint eddig publikált bázicitásadatait. 

3.1. A pH fogalma, különböző pH–skálák 

A pH az oldatok savasságát jellemző mérőszám, melyet Sørensen 1909-ben vezetett 

be, mint „hidrogénion-exponenst” [2]. Ezt követően többféle pH-skála használata terjedt 

el, és a pH egységes definíciója több évtizedes diszkusszió eredményeként tisztult le [3-

6]. A gyakorlatban kétféle pH–skálát alkalmaznak: az aktivitás- és a koncentráció-alapú 

skálákat.  

Az aktivitás-alapú skála használata során az egyensúlyi folyamatokat a komponensek 

relatív aktivitásával jellemezzük, így a pH definíciója: 

0pH p log log H H
H H

ma a
m
γ

= = − = −  (3.1) 

ahol mH a hidrogénionok molális koncentrációja, m0 a standard molalitás (1 mol/kg), 

γH az aktivitási tényező. A (3.1) és további egyenletekben: 10log log≡ . 

A koncentráció-alapú skála alkalmazásával a kémiai egyensúlyokat sztöchiometrikus 

egyensúlyi állandókkal jellemezzük, ennek megfelelően az oldat savasságát is a 

protonok koncentrációjából származtatjuk, azaz: [ ] +p H log H = −    

A kétféle skála természetesen átszámítható egymásba, egy korrekciós tag 

levonásával: 

[ ]p H pH A= −  (3.2) 

Az NMR–pH titrálások során alkalmazott oldatok általában nehézvizet is 

tartalmaznak a s tabil frekvencia „lock” elérése céljából. Ilyen oldatokban azonban a 

deutérium izotópeffektusa miatt az ionszorzat kisebb, mint könnyűvíz esetében: 
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14,951D
wpK =  vs. 13,995H

wpK = , ennek megfelelően a pH– és a pD–skálák sem 

egyformák. A IUPAC nehézvizes közegre is megad elsődleges standard puffereket, 

melyekkel a p D skálára kalibrálható az elektród [7]. A mindennapi gyakorlatban 

azonban nem terjedt el az ilyen pufferek használata, főképp a deuterált vegyszerek 

lényegesen magasabb ára miatt. Így inkább könnyűvizes pufferekkel végzik a 

kalibrációt, és a nehézvízben mért értéket korrekció nélkül használják. Az így kapott 

skála jelölése pH* vagy pHD. A kétféle skála a Gross-Butler-Purlee elmélet szerint 

számítható át egymásba [8,9]: pD = pH* + 0,44. 

3.2. A pH meghatározásának módjai 

Az oldatok pH-ját legpontosabban elektrokémiai módszerrel lehet meghatározni, a 

IUPAC által definiált standard pufferek pH-ját ún. Harned-cellával történő méréssel 

határozták meg [10]. A Harned-cella diagramja: 

Pt│H2│Puffer, Cl− │AgCl│Ag (3.3) 

A Harned-cellák hátránya, hogy hidrogénelektródot tartalmaznak, így a laboratórium 

gyakorlatban nem terjedtek el, körülményes alkalmazásuk miatt. 

3.2.1. pH mérés kombinált üvegelektróddal 

A kombinált üvegelektród lényegében egy hidrogénionra szelektív elektród, melyet 

egybeépítettek egy (általában ezüst/ezüst-klorid) referenciaelektróddal. Celladiagramja 

a következő: 

Ag│AgCl│KCl(aq.)║minta│üvegmembrán│KCl(aq.)│AgCl│Ag (3.4) 

Az oldatok csatlakozását ║ jelöli, itt E j diffúziós potenciál léphet fel. Az 

üvegelektród érzékenységét az elektromotoros hatékonysággal jellemezhetjük:

' 1k
k

β = < , ahol k’ a mért, míg k a nernsti meredekség. Az eltérést a szilanolcsoportok 

disszociációja okozza [11]. Az elektróddal mért potenciálkülönbség tehát a 

következőképpen írtható fel: 

0 0''pH 'pHjE E E k E k= + + = +  (3.5) 
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Erősen savas (pH<1) vagy lúgos (pH>12,5) oldatokban az elektród válasza nem 

követi a lineáris Nernst-egyenletet (3.5). Ilyen oldatokban az erősen mozgékony 

hidrogénionok és hidroxidionok hozzájárulása már jelentős a diffúziós potenciálhoz. 

Lúgos közegben a nagy koncentrációban jelen lévő alkálifém-ionok (Na+, Li+, K+) 

helyettesíthetik a hidrogéniont az üvegelektród membránján [3]. Ez a j elenség az 

alkálihiba, akár 1 pH egységnyi eltérést is okozhat. 

Ilyen oldatok esetén a hidrogénion- vagy a hidroxidion-koncentrációt számítással 

lehet a legpontosabban meghatározni a IUPAC irányelvei alapján [12]. Az ionerősség 

beállítására, az alkálihiba csökkentése érdekében, tetraalkilammónium-sót javasolnak. A 

szén-dioxid abszorpció elkerülése miatt célszerű a mérések valamilyen inert gáz 

(nitrogén, argon) atmoszférában végezni. 

A kombinált üvegelektród alkalmas mind a pH, mind a p[H] mérésére is, 

természetesen eltérő kalibrációval. A pH-skálára történő kalibráció során egy vagy több 

standard (IUPAC által definiált vagy arra visszavezethető) puffer feszültségét mérjük, 

majd az E – pH adatpár(ok)ból számítjuk ki az elektród paramétereit a (3.5) egyenlet 

szerint. A VIII. Magyar Gyógyszerkönyv kétpontos kalibrációt ír elő [13], ekkor a pH 

mérés pontossága ±0,05 egység. Ennél pontosabb méréshez többpontos (4 vagy 5) 

kalibráció szükséges, az E0’ és k’ elektródparamétereket pedig lineáris regresszióval 

határozzuk meg. Ez a módszer ±0,02 egység pontosságot tesz lehetővé. 

A p[H] skálára történő kalibrációja egy üres (blank) titrálással történik. Ekkor 

pontosan ismert koncentrációjú erős savat titrálunk egy pontosan faktorozott erős 

bázissal (esetleg fordítva), így minden pontra kiszámítható a +H   . A mért E – 

számított p[H] adatpárokból súlyozott lineáris regresszióval kaphatjuk meg az 

elektródparamétereket [14,15].  

A pH számítása megoldható spektroszkópiai adatokból is, például UV 

abszorbanciából, fluoreszcens emisszióból vagy NMR kémiai eltolódásból. 
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3.2.2. pH meghatározása optikai spektroszkópiával 

A pH ilyen módon történő meghatározására több példát is találhatunk: 

• Erősen lúgos oldatok pOH-ját egy cellulóz-membránhoz rögzített festék, a 

„Tiazol sárga” (Thiazole yellow) 512 nm-en mért abszobanciájából 

számították [16]. 

• In vivo pH-mérésre számos különböző fluoreszcens festéket használtak: 

fluoreszceinek, rodaminok, 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-indacén festékek 

(BODIPY) és egyéb származékok. Ezeknél a módszereknél a fluoreszencia 

intenzitása változik a protonálódás hatására, a változás mértékéből számítható 

a pH [17].  

3.2.3. pH meghatározása NMR spektroszkópiával 

Az oldatok pH-ja NMR spektroszkópiai adatokból is számítható, ha egy NMR jel 

kémiai eltolódása függ az oldat pH-jától. 

Egy NMR–aktív mag kémiai eltolódása a következő egyenlettel írható le: 

6

0

10
1

ref ref
ref

ref

ν ν σ σ
δ σ σ

ν σ
− −

= ⋅ = ≅ −
−

 (3.6) 

ahol ν a vizsgált mag, refν  a referenciaanyag magjának rezonanciafrekvenciája, Hz-

ben, σ  és refσ  ugyanezen magok árnyékolási tényezője, 0ν  pedig a spektrométer MHz-

ben kifejezett alapfrekvenciája. 

A protonálódás vizes oldatban általában pillanatszerűen gyors folyamat az NMR 

„időskáláján” ( )HInd Ind kν ν−  , ezért a protonált és a deprotonált forma egy közös 

rezonanciajelet ad a r észecskék Indδ  és HIndδ  kémiai eltolódásainak móltörtekkel 

súlyozott átlagánál [18-20]: 

+

+

H

1 H
Ind HInd Indmért

Ind Ind HInd HInd
Ind

K

K

δ δ
δ δ χ δ χ

 +  = ⋅ + ⋅ =
 +  

 (3.7) 
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ahol mértδ  a közös rezonanciajel kémiai eltolódása, Indδ és HIndδ  a deprotonált és a 

protonált forma kémiai eltolódásai (határeltolódások), Indχ és HIndχ  a móltörtjeik, IndK

pedig a protonálódási állandó. 

A (3.7) egyenlet logaritmizálásával és Henderson-Hasselbach típusú átrendezésével 

közvetlenül számíthatjuk a pH-t a mért kémiai eltolódásból: 

pH log log
mért

HInd
Ind mért

Ind

K δ δ
δ δ

−
= +

−
 (3.8) 

Tehát, ha egy NMR–pH indikátormolekula indikátorparaméterei (határeltolódásai és 

protonálódási állandója) ismertek, akkor a kémiai eltolódásból számítható a pH (kellő 

pontossággal általában log 1 pH log 1K K− < < +  intervallumban) 

NMR–pH indikátormolekulákat szinte minden NMR–aktív magra találhatunk a 

szakirodalomban, a következőkben ezeket tekintjük át. A legtöbb indikátormolekulát in 

vivo vagy ex vivo NMR, MRI vagy MRS technikákhoz publikálták, kevés példát 

találhatunk in vitro alkalmazható pH-indikátorokra. 

3.2.3.1. 1H NMR–pH indikátormolekulák 

Bár az 1H NMR módszerek lényegesen érzékenyebbek, mint a 31P vagy 13C 

spektroszkópia, in vivo pH meghatározásra csak kevés indikátormolekula alkalmas, 

hiszen a számos biomolekula 1H NMR jelei nagymértékben átfednek. 

A szakirodalomban főként az imidazolt és származékait használták, mint 

indikátormolekulákat. A vegyületek képlete a 3.1 ábrán látható. Rabenstein és mtsai. 

intakt eritrociták intracelluláris pH-jának meghatározására imidazolt használtak [21]. Az 

imidazol pH–indikátorként történő alkalmazását az általános kémia gyakorlat keretében 

is javasolták [22]. Ezen kívül még több imidazol-származékot is alkalmaztak intra– és 

extracelluláris pH mérésére [23,24]: imidazol-1-ilacetát (Im. acetát), imidazol-1-

ilmalonát (Im. malonát), imidazol-1-il-3-glutarát (Im. glutarát) és imidazol-1-il-2-

szukcinát (Im. szukcinát). Az imidazol-1-il-2-szukcinát félészterét (imidazol-

etoxikarbonilpropionsav, IEP) extracelluláris pH mérésére alkalmazták [25-27]. 

A citoszol pH-ját a hisztidin kémiai eltolódásából határozták meg [28]. A kapott 

eredmények jó egyezést mutatnak a 31P spektroszkópiával kapott értékekkel [29].  
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3.1. ábra: 1H NMR–pH indikátormolekulák 

3.2.3.2. 31P indikátormolekulák 

Először Moon és Richards alkalmazott NMR spektroszkópiát a pH mérésére: a 2,3-

biszfoszfoglicerát (2,3-BPG) két foszforjele közötti kémiai eltolódás–különbségből 

számították az eritrociták intracelluláris pH-ját [30]. 

A legtöbb esetben a foszfátion kémiai eltolódásával mérték a pH-t [31-35]. Az NMR 

spektrumokon a foszfokreatint használták referenciaként. A foszfátion azonban nem a 

legelőnyösebb pH–indikátor, hiszen a protonálódási állandó erősen függ az 

ionerősségtől, valamint az egyes sejtekben nagymértékben eltérnek a f oszfát-

koncentrációk. 

Egyéb biomolekulákat is alkalmaztak a pH meghatározására: ATP, 2,3-

biszfoszfoglicerát, glukóz-6-foszfát (Glc-6-P) [36-39], azonban a foszfátionnál említett 

okok miatt ezek sem bizonyultak kellően robosztusnak. 

A fenti problémák kiküszöbölésére más szerkezetű molekulákat állítottak elő; főleg 

alkil- és aminofoszfonátokat: 3-aminopropilfoszfonsavat (3-APP) [40,41], 

fenilfoszfonsavat (PP) [42-44], metilfoszfonsavat [45,44], α- és β-foszforilált aminokat 

és pirrolidineket [46,47]. A vegyületek szerkezeti képlete a 3.2 ábrán látható. 
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3.2. ábra: 31P pH–indikátormolekulák 

A fentiek közül a legelőnyösebb indikátormolekulának a dietil(2-metilpirrolidin-2-

il)foszfonát (DEPMPH) bizonyult, ugyanis a protonálódási állandója csak kismértékben 

változik az ionerősség függvényében, a kémiai eltolódás–különbség a protonált és a 

deprotonált forma között több mint 8 ppm. 

A skaláris csatolási állandókat is használták a pH kiszámítására [48]: a foszfition 

egykötéses csatolási állandója (1JP-H) nagymértékben különbözik a foszfit és 

hidrogénfoszfit-ionoknál (568,1 Hz vs. 620,7 Hz). A mért csatolási állandó, hasonlóan a 

kémiai eltolódáshoz, a két csatolási állandó móltörtekkel súlyozott átlaga: 

2
3 3

2 2
3 3 3 3

+

+

H

1 H
PHO HPHOmért

PHO PHO HPHO HPHO

J J K
J J J

K
χ χ

− −

− − − −

 +  = + =
 +  

 (3.9) 

3.2.3.3. 19F NMR–pH indikátorok 

A 19F–NMR előnye a 31P módszerekkel szemben, hogy érzékenyebb és 

specifikusabb, hiszen lényegesen kevesebb fluortartalmú vegyület található az élő 

szervezetekben. Néhány vegyület képlete a 3.3 ábrán látható. 

Fluorozott aminosavakat (pl. difluormetil-alanin, F2MeAla) és aminokat (pl. 

trifluoretilamin, TFEA) használtak perfundált sejtek intracelluláris pH-jának 

számítására [49-52]. Néhány évvel később ugyanez a kutatócsoport fluorozott 
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anilinszármazékokat alkalmazott indikátorként (pl. N,N-(metil-2-karboxilizopropil)-4-

fluoranilin, NMFA és o-metoxi-származéka, OMeNFA) [53]. 

Extracelluláris pH mérésére fejlesztették ki a ZK-150471 jelű szulfonamid-

származékot, melynek nagy előnye, hogy csak az egyik fluor kémiai eltolódása változik 

a protonálódás hatására, a másik nem, így nem szükséges külső vagy belső referencia 

használata [54-56]. 

A B6 vitamin fluorozott származékai képesek bejutni a sejtekbe, így a 6-

fluorpiridoxol (6-FPOL) és 6-fluorpiridoxamin (6-FPAM) [57-59]. 

 
3.3. ábra: 19F NMR–pH indikátormolekulák 

3.2.3.4. 13C NMR–pH indikátorok 

Annak ellenére, hogy a 13C NMR spektroszkópia mindhárom fentebb tárgyalt 

módszernél kevésbé érzékeny, találhatunk példát in vivo és in vitro alkalmazásokra is 

(3.4 ábra). 

Békaizomsejtek pH-ját a karnozin (β-alanil-hisztidin) imidazolgyűrűjén lévő C2 

atomjának kémiai eltolódásából számították [60]. A minták nem voltak izotópdúsítottak. 

Szívizomsejteket 13C-jelzett glukózzal inkubáltak, majd a glikolízis során keletkező 

szintén izotópjelzett glicerin-3-foszfát (G-3P) C3 atomjának eltolódásából számolták a 

pH-t [61]. 

A nátrium-cianid az egyik legérzékenyebb indikátormolekula, ugyanis a kémiai 

eltolódás több, mint 50 ppm-mel változik a protonálódás során [62]. 13C jelzett nátrium-
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cianidot használtak különböző alumínium-citrát komplexek pH-jának meghatározására 

[63]. 

Egy mesterséges zeolit képződéskor fellépő pH-változásokat pedig a morfolin 

szénjeléből számították ki [64]. 

 
3.4. ábra: 13C NMR–pH indikátorok 

3.2.3.5. pH meghatározása a víz protonjaival 

A víz protonjeléből történő pH-számítást MRI vizsgálatok esetén alkalmazzák, két 

módszer használható: pH-függő kémiai cserén alapuló mérések (Chemical Exchange 

Saturation Transfer, CEST) és pH-függő relaxációs anyagok alkalmazása. 

A CEST alapja, hogy a cserélhető (NH és OH) protonok szelektív besugárzása 

csökkenti a mágnesezettségüket, majd ez a csökkenés pH-függő sebességgel kerül át a 

víz protonjaira. A pH meghatározásához a vízjel amplitúdóját és a spin-rács relaxációs 

idejét (T1) is mérik. Ilyen célra 5,6-dihidroxiuracilt [65] és az endogén fehérjék 

amidprotonjait [66] használták. A módszer legnagyobb hátránya, hogy a cserélhető 

protonok nagy koncentrációja szükséges (>40 mM). A CEST érzékenysége jelentősen 

növelhető paramágneses lantanoida-komplexek alkalmazásával [67,68]. 

A pH-függő relaxációs anyagok az in vivo pH-mérés térbeli felbontását jelentősen 

javították [69-72], azonban a számításokhoz szükség van a kontrasztanyag 

koncentrációjának pontos ismeretére. Ezért a mérésekhez pH-függő és pH-független 

relaxációs anyagok összehasonlítására van szükség [72]. 

3.2.3.6. 1H NMR–pH indikátormolekula-sorozatok a pH meghatározására 

Mivel egy-egy indikátormolekulával csak a protonálódási állandójukhoz közeli pH-

tartományban lehet az oldat pH-ját számítani, így szélesebb tartomány lefedéséhez több 

indikátormolekulára van szükség. 
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Az ideális indikátormolekulával szembeni kritériumok a következőek: 

• egyszerű NMR spektrum (maximum 2, lehetőleg szingulett jel) 

• minél nagyobb eltolódás-változás a protonálódás hatására 

• inertség az oldat komponenseivel szemben 

• stabilitás 

Ezen szempontoknak megfelelő indikátormolekula-sorozatból eddig hármat közöltek 

a szakirodalomban. 

Szakács és mtsai. egy 5 molekulából álló 1H és 31P indikátor-sorozatot használtak a 

0–12 közötti pH tartományban [73]. A vegyületek képletét, protonálódási állandóit és 

határeltolódásait a 3.5 ábra tartalmazza. 

A protonálódási állandókat p[H] skálán határozták meg 22 °C-on, az ionerősség 1 M 

volt. A munka egyik újdonsága az alacsony p[H] értékek pontos meghatározása, 

diklórecetsav indikátorral, hiszen az üvegelektród pontossága és torzítatlansága pH < 1 

oldatokban kérdéses. Az eddig közöltek közül [73-75] ezzel a sorozattal lehet lefedni a 

legszélesebb pH-tartományt. 

A módszer hátránya, hogy a 31P indikátorok miatt általában külső referenciát (85% -

os foszforsavat) kell használni, ami a mérések érzékenységét jelentősen rontja. A 

foszfátion kémiailag nem teljesen inert, számos molekulával kölcsönhatásba léphet. 

Lúgos közegben a pH-meghatározás pontossága is alacsonyabb, a t eljes hiba 0,1 p H 

egység. 

DOI:10.14753/SE.2012.1677



13 
 

 
3.5. ábra: Szakács és mtsai. által használt NMR-pH indikátorok 

Baryshnikova és munkatársai [74] (3.6 ábra) biológiai mérésekhez általánosan 

alkalmazott pufferanyagokat használtak pH-indikátorként. A sorozattal a 2,5 – 9,8 

közötti tartományban lehet pH-t mérni. A méréseket 30 °C -on, 0,1 M ionerősség 

mellett végezték. 

 
3.6. ábra: Baryshnikova és mtsai. által alkalmazott indikátormolekulák 
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A harmadik sorozatot Tynkkynen és mtsai. közölték [75] (3.7 ábra). A molekulák 

savas közegben alkalmasak pH-mérésre (0-7,2 tartományban). A szerzők vizsgálták a 

határeltolódások és a protonálódási állandók függését az oldat ionerősségétől, és a saját 

fejlesztésű programjuk, a GETpHN forráskódját is közölték. 

 
3.7. ábra: Tynkkynen és mtsai. által bevezetett molekulák. 
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3.3. Protonálódási folyamatok makroszkopikus szintű leírása 

A sav-bázis egyensúlyokat a továbbiakban egységesen a konjugált bázis 

protonfelvételével jellemezzük. Ha egy vizsgált molekula csak egyetlen protonálható 

csoportot tartalmaz, a protonálódási folyamat egyértelműen jellemezhető a 

protonálódási állandóval ( )log K . 

z+1
z + z+1

z +

HL
L +H HL

L H
K

  =
      

  (3.10) 

Fontos megemlíteni, hogy a mérések módjától (praktikusan az elektródkalibrációtól) 

függően más-más egyensúlyi állandóhoz jutunk: a látszólagos egyensúlyi állandókat a 

p[H] skála használatakor kaphatjuk meg, a (3.10) egyenlet szerint. Ha az elektródot a 

hidrogénion-aktivitásra kalibráltuk, akkor az ún. ve gyes vagy Brønsted állandókhoz 

jutunk: 

z+1

z

HL

L
H

K
a +

  =
  

 (3.11) 

Bár minden mérésünket aktivitás-alapú pH-skála alkalmazásával végeztük, a 

továbbiakban nem jelöljük az egyenletekben, hogy a hidrogénion-aktivitást mértük, 

egységesen a +H    jelölést alkalmazzuk. 

Többcsoportos molekulák protonálódási folyamatait lépcsőzetes (Ki) vagy kumulatív 

(βi) protonálódási állandókkal jellemezhetjük. 

z+i
iz+i-1 + z+i

i-1 i z+i-1 +
i-1

H L
H L +H H L

H L HiK
  =

      
  (3.12) 

z+i
iz + z+i

i 1 2z +

H L
L + H H L ...

L H
i iii K K Kβ

  = =
      

  (3.13) 

A fenti egyenletekben Lz jelöli a molekula z töltésű, legbázikusabb formáját, amely n 

számú protont képes felvenni. 
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A makroszkopikus protonálódás leírásához gyakran alkalmazott az ún. Bjerrum-

görbe vagy Hn függvény, amely adott pH-n megadja a molekulák által felvett protonok 

átlagos számát: 

1 2
2

+

0

+

0

H
2 ...

H
z z z n

n

n i

i
i

H nHL H L H L i

i
i

i
n n

β
χ χ χ

β
+ + +

=

=

 ⋅  
= + ⋅ + + ⋅ =

  

∑

∑
 (3.14) 

A fenti egyenletben β0=1. 

3.3.1. Makroállandók meghatározására használt módszerek áttekintése 

A makroállandók meghatározására minden olyan módszer használható, ahol a mért 

mennyiség a vizsgált molekula protonfelvételével kapcsolatba hozható. A továbbiakban 

csak az általunk használt technikákat tekintjük át. 

3.3.1.1. pH-potenciometriás titrálás 

A pH-potenciometriás titrálás a protonálódási állandók meghatározásának igen 

pontos és leggyakrabban alkalmazott módszere [76]. A mérések során a vizsgálandó 

anyag (általában ismert mennyiségű erős savat is tartalmazó) oldatához folyamatos 

kevertetés közben adagoljuk egy erős bázis pontosan faktorozott titráló oldatának kis 

térfogatait. Ekkor a titrálási görbe minden pontjára kiszámítható a még nem 

semlegesített hidrogénionok (vagy a feleslegben lévő hidroxidionok) 

összkoncentrációja, a szabad H+ vagy OH−  koncentrációját pedig üvegelektróddal 

mérjük. A két koncentráció közötti eltérés arányos a vizsgált molekula által felvett 

protonok számával: 

( ) ( ) L HH OH
H OHc c c n+ −

+ −   − − − = ⋅     (3.15) 

A fenti egyenletnek megfelelően a potenciometria 1,5-12 közötti logK értékű 

vegyületek mérésére alkalmas, ennél erősebben savas vagy bázikus anyagok esetén a 

pH-mérés vagy a titráló oldat adagolásának kis hibája is a görbe jelentős torzulásához 

vezethet. 

Az Hn függvény szélesebb tartományban válik mérhetővé a különbségi titrálásos 

módszer alkalmazásával. Ekkor két titrálást végzünk: az első titrálásban ismert 
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mennyiségű erős savat titrálunk erős bázissal, majd a másodikban az első titrálással 

azonos mennyiségű erős savhoz adjuk hozzá a mérendő anyagot, és ezt az oldatot 

titráljuk lúg oldattal. Adott pH-n a két görbe különbsége arányos az Hn  függvénnyel. 

Egy n protonálható csoporttal rendelkező molekula esetén az alábbi függvény illeszthető 

a ΔV – pH adatsorokra: 

2

1 1 2 1 2
2

1 1 2 1 2

2 ... ...

1 ... ...

n

n
Hn

n

K H K K H nK K K H
V A D A n D

K H K K H K K K H

+ + +

+ + +

     + + +     ∆ = ⋅ − = ⋅ −
     + + + +     

 (3.16) 

ahol A az egy protonálható csoportra fogyott mérőoldat ml-ben kifejezett térfogata, 

D pedig a pipettázási hibából és a ligandummal együtt bevitt protonok mennyiségéből 

adódó korrekciós tényező. 

Gondosan megtervezett és kivitelezett kísérletekkel 1,5 alatti vagy 12 feletti 

protonálódási állandók is meghatározhatóak [77,78]. 

A pH-metriás mérések nagy előnye, hogy az egyes protonálódási lépcsőkhöz tartozó 

fogyások egyenlőek, így különösen jól alkalmazható átfedő protonálódási állandók 

meghatározására. 

A módszer hátrányai közé tartozik, hogy csak tiszta és nemillékony anyagok 

vizsgálatára alkalmas. A mérendő anyagra és az esetleges szennyezőkre fogyó 

mérőoldat mennyisége ugyanis nem különíthető el egymástól [62,76]. A méréseket a 

légköri CO2 is zavarja, ezt inert atmoszférában végzett mérésekkel lehet kiküszöbölni. 

A titrálások csak akkor adnak megbízható eredményt, ha a vizsgálandó anyag legalább 

0,5 mM koncentrációban oldódik, ellenkező esetben túlságosan kicsi lesz a két titrálás 

különbsége. 

3.3.1.2. NMR–pH titrálás 

Abban az esetben, ha a vizsgált anyag valamilyen szennyezőt tartalmaz, vagy több 

anyagot mérünk egyszerre, a pH-metriás titrálás általában nem alkalmazható. Ilyen 

esetekben az NMR–pH titrálás jó megoldást jelent, ha az oldat komponenseinek NMR 

jelei külön-külön nyomon követhetőek, akár többdimenziós technikákkal. 
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Az egyértékű savak és bázisok kémiai eltolódását megadó függvényt már tárgyaltuk 

a 3.2.3 fejezetben (6. oldal), itt most csak a többértékű ligandumok protonálódási 

folyamatainak leírására térünk ki. 

Egy n értékű ligandum kémiai eltolódását a pH függvényében az alábbi egyenlet írja 

le az NMR időskálán gyors cserereakciók esetén: 

1 1
0

0

...
z i

i

z z z z z n z n
n n

n i

iH L
mért i

nL L HL HL H L H L i

i
i

H

H

δ β
δ δ χ δ χ δ χ

β

+

+ + + +

+

=

+

=

  
= + + + =

  

∑

∑
 (3.17) 

ahol 1, ,...,z z z n
nL HL H L

δ δ δ+ +  az egyes makroszkopikus protonáltsági állapotokhoz tartozó 

kémiai eltolódásokat, 1,, ...,z z nz
nL H LHLχ χ χ ++ a móltörtjeiket jelölik. 

A protonálódási állandó meghatározásának pontossága javítható, ha minél több 

magra szimultán illesztjük a (3.17) egyenletet. 

Ha a protonálódási lépések átfedőek ( )1log log 2i iK K +− < , az egyensúlyi állandók 

meghatározása jelentős hibával terhelt, hiszen ekkor a köztes makroállapotokhoz rendelt 

kémiai eltolódások „bárhol” kijelölhetőek a görbe felszálló szakaszán. Az NMR–pH 

titrálások három vagy többcsoportos molekulák átfedő protonálódási állandóinak 

meghatározására a p otenciometriánál kevésbé alkalmasak, hiszen itt az egyes 

protonálódási lépcsők „magassága” 1
1

z i z i
i iH L H Lδ δ+ + −

−
−  nem egyforma. 

Ez abból is következik, hogy egy NMR aktív mag árnyékolási tényezője három 

komponensre bontható: 

diam param egyébσ σ σ σ= + +  (3.18) 

A diamágneses tag ( )diamσ  a mag körüli elektronsűrűséggel arányos, az elektronok 

árnyékolásának hatását írja le [79]. A paramágneses tag ( )paramσ általában negatív 

előjelű, a betöltetlen pályákra történő elektrongerjesztéssel arányos. Az egyéb hatások 

( )egyébσ
 

közé tartozik a teljesség igénye nélkül a térközeli csoportok mágneses 

anizotrópiája, a van der Waals kölcsönhatások, a konformációs vagy a szolvatációs 

hatások. 1H NMR spektroszkópiában a három tag közül általában a diamágneses hatás 
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dominál [80], így főként az ionizáció okozta elektronsűrűség-változással arányos. Mivel 

az egyes báziscentrumok ionizációja más-más hatással van az adott mag körüli 

elektronsűrűségre, így a kémiai eltolódás változásához is eltérő mértékben járulnak 

hozzá. 

Mivel a kémiai eltolódásokat minden esetben viszonyítjuk valamilyen referenshez, 

ezért fontos olyan anyag választása, amely a vizsgált pH-tartományban nem változtatja 

az ionizációs állapotát, ebből következően a kémiai eltolódását sem [81]. Vizes 

oldatokban általában a 3-(trimetilszilil)propionát-d4 nátriumsóját (TSP) használják, 

amely csak egy jelet ad 1H NMR spektrumokban, azonban pH=5 körül inflexiót mutat a 

karboxilát protonálódása miatt [75]. Helyette a titrálások során ennek szulfonátsója, a 3-

(trimetilszilil)-1-propánszulfonát (DSS) alkalmazása előnyösebb, hiszen protonálódása 

csak H0 = -6 körül következik be [82]. (H0 a Hammett féle savassági skála [83]). 

Az NMR–pH titrálásokat legalább négyféle módszerrel lehet végezni: 

− Egyedi minták módszere. Az oldatok pH-ját nagyobb térfogatban, állandó 

kevertetés mellett üvegelektróddal mérjük, és egyenként töltjük az NMR 

csövekbe. A módszer meglehetősen munka- és anyagigényes. 

− Egycsöves titrálás. A mérendő anyagot egyetlen NMR csőbe töltjük, ehhez 

µl-es mennyiségben adagoljuk a titráló oldatot, a pH-t mikroelektróddal 

mérjük. A módszer anyagtakarékos, azonban pontatlan, hiszen megfelelő 

kevertetés nélkül mérjük a pH-t. Ez és a mikroelektród használata az egyedi 

minták módszerénél nagyobb pontatlanságot okoz. 

− In situ pH–meghatározás indikátormolekulákkal. A titrálást végezhetjük az 

egyedi minták módszere szerint vagy az egycsöves technikával. A legfőbb 

különbség, hogy a pH-t a megfelelő indikátormolekulák kémiai eltolódásaiból 

számítjuk a (3.8) egyenlet (7. oldal) szerint. Pontossága megegyezik az 

egyedi minták módszerének precizitásával, sőt, megfelelő indikátormolekulák 

használatával erősen savas vagy lúgos oldatban meg is haladja azt. 

− Relatív bázicitások meghatározása. Két egyértékű, összemérhető erősségű 

bázis protonálódási állandóinak különbségét ( )log K∆  szimultán 

titrálásukkor sokkal pontosabban kaphatjuk meg, mint a saját protonálódási 

állandóikat az egyedi δmért–pH adatsorok kiértékelésével. A módszer azon 
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alapul, hogy szimultán méréskor az oldat pH-ja szükségszerűen ugyanaz, így 

tehát a (3.8) egyenlet alapján: 

pH log log log log
mért mért
Ind HInd L HL

Ind Lmért mért
Ind Ind L L

K Kδ δ δ δ
δ δ δ δ

− −
= + = +

− −
 (3.19) 

A kiértékelések során a pH nem szerepel az egyenletekben, a v izsgált 

molekula kémiai eltolódását ábrázoljuk az indikátormolekula kémiai 

eltolódásának függvényében: 

( )( )
( )( ) ( )log log1 10 10

mért
HL L Ind Indmért

L L K mért K
Ind Ind HInd Ind

δ δ δ δ
δ δ

δ δ δ δ∆ ∆

− −
= +

− − + −
 (3.20) 

ahol mért
Lδ  a vizsgált molekula aktuális kémiai eltolódása,  és L HLδ δ  a 

protonált és deprotonált forma határeltolódásai, ,   és mért
Ind Ind HIndδ δ δ  az 

indikátormolekula ugyanezen paraméterei, log K∆ pedig a r elatív bázicitás

( )log logL IndK K− . A módszert először Perrin és Fabian alkalmazta [84], 

később Szakács és mtsai is használták [73,85]. 

3.4. Protonálódási mikroegyensúlyok leírása és vizsgálata 

Míg a makroállandók csak a felvett protonok átlagos számát adják meg, a protonok 

funkciós csoportok közötti eloszlását a mikroszkopikus protonálódási állandók 

jellemzik. Csoportspecifikus protonálódási állandókat már 1895-ben leírtak [86]. 

Az alapvető összefüggéseket egy háromcsoportos molekula példáján mutatjuk be. A 

mikroszkopikus szintű protonálódási egyensúlyok tárgyalásánál a töltéseket végig 

elhagyjuk. 
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3.4.1. Háromcsoportos molekula mikroegyensúlyai 

A protonálható csoportokat A, B és C jelöli. 

 
3.8. ábra: Egy háromcsoportos molekula protonálódási makro- és mikroegyensúlyai 

A 3.8 ábrán látható, hogy a 4 protonáltsági makroállapot (L, HL, H2L és H3L) 

összesen 8 mikrorészecskével jellemezhető. 

A mikro- és makrorészecskék koncentrációi között az alábbi összefüggéseket 

írhatjuk fel: 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]2HL = A + B + C H L = AB + AC + BC  (3.21) 

A mikrospeciáció alatt az egyes mikrorészecskék pH-függő eloszlását értjük. A 

lépcsőzetes k mikroállandók az adott funkciós csoport bázicitását jellemzik, a többi 

csoport meghatározott állapotában. A jelöléseknél a felső indexben a protonálódó 

csoport, az alsó indexben pedig a már protonált csoportokat jelöljük, amennyiben 

vannak ilyenek. Az A csoport bázicitását például 4 mikrorészecskére írhatjuk fel: az L, 

a B, a C és a BC részecskékre, a következőképpen: 
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[ ]
[ ]

[ ]
[ ]

[ ]
[ ]

[ ]
[ ]+ + + +

A AB AC ABC
, , ,

L H B H C H BC H
A A A A

B C BCk k k k= = = =
              

 (3.22) 

A teljes mikrospeciációs séma 12 lépcsőzetes mikroállandót tartalmaz, ezek 

redundáns rendszert alkotnak, hiszen például az AB mikrorészecske képződése a Hess-

tétel értelmében nem függhet a protonálódási útvonaltól, azaz mindegy hogy az 

L→A→AB vagy az L→B→AB útvonalon keletkezett. Ezért célszerű bevezetni az ún. 

kumulatív mikroállandókat (κ), hasonlóan a kumulatív makroállandókhoz (β): 

[ ]
[ ]

[ ]
[ ]2 3+ +

AB ABC
,

L H L H
A B B A A B C C B A

AB A B ABC A AB C BCk k k k k k k k k kκ κ= = = = = =
      

 (3.23) 

Így a teljes rendszer 7 κ állandóval leírható. A következő összefüggések érvényesek 

a makro és mikroállandók között: 

1 1
A B C

A B CK k k kβ κ κ κ= = + + = + +  (3.24) 

2 1 2
A B A C B C B A C A C B

AB AC BC A A B B C CK K k k k k k k k k k k k kβ κ κ κ= = + + = + + = + +  (3.25) 

3 1 2 3 ...A B C C B A
ABC A AB C CBK K K k k k k k kβ κ= = = = =  (3.26) 

Az egyes mikrorészecskék egymásba alakulása rendkívül gyors folyamat, így 

általában összetett spektroszkópiai jelet adnak [87]. A legjobb esetben is csak az egyes 

csoportok pH-függő protonáltsági fokát kaphatjuk meg az NMR titrálási görbékből. 

Ezek az adott csoporton protonált részecskék móltörtjének összegei: 

( ) 2 3

3
2 3

1 2 3

A AB AC
A A AB AC ABC

H H H
f

H H H

κ κ κ β
χ χ χ χ

β β β

+ + +

+ + +

     + + +     = + + + =
     + +     

 (3.27) 

( ) 2 3

3
2 3

1 2 3

B AB BC
B B AB BC ABC

H H H
f

H H H

κ κ κ β
χ χ χ χ

β β β

+ + +

+ + +

     + + +     = + + + =
     + +     

 (3.28) 

( ) 2 3

3
2 3

1 2 3

C AC BC
C C AC BC ABC

H H H
f

H H H

κ κ κ β
χ χ χ χ

β β β

+ + +

+ + +

     + + +     = + + + =
     + +     

 (3.29) 

Az egyes csoportok protonáltsági móltörtjeinek összege megegyezik az Hn  

függvénnyel: H A B Cn f f f= + + . 
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Szakács és mtsai. megmutatták, hogy pusztán a kísérleti adatokból 3-nál több 

protonálható csoportot tartalmazó molekuláknál csak meghatározott 

szimmetriaviszonyok esetén számítható ki  egyértelműen az összes κ állandó az egyes 

csoportok protonáltsági móltörtjeiből [88]. Ezért célszerű az azonos protonáltsági 

fokhoz tartozó κ állandókat egy közös Q paraméterré összevonni, amelyeket minden 

esetben egyértelműen ki lehet számítani. 

A Q paraméterek és mikroállandók között a következő összefüggések érvényesek: 

,1 ,2 ,3, ,A A A AB AC A ABCQ Q Qκ κ κ κ= = + =  (3.30) 

,1 ,2 ,3, ,B B B AB BC B ABCQ Q Qκ κ κ κ= = + =  (3.31) 

,1 ,2 ,3, ,C C C AC BC C ABCQ Q Qκ κ κ κ= = + =  (3.32) 

A Q paraméterekből a makroállandókat is megkaphatjuk: 

,1 ,1 ,1 ,2 ,2 ,2 ,3 ,3 ,3
1 2 3, ,

1 2 3
A B C A B C A B CQ Q Q Q Q Q Q Q Q

β β β
+ + + + + +

= = =  (3.33) 

3.4.1.1. Kölcsönhatási tényezők, csoportállandók 

A többcsoportos molekulákban a párkölcsönhatási tényező (E) azt számszerűsíti, 

hogy az egyik csoport protonálódása hogyan változtatja meg a másik csoport 

bázicitását, például: 

, ,, log log log log log
A B

A B A B A A B BB A
B AA B

k kE E k k k k
k k

= = = − = −  (3.34) 

A kismolekulákban az egyik csoport protonálódása általában csökkenti a másik 

bázicitását. Ez a jelenség történhet kötéseken keresztül (statikus induktív effektus), 

melynek hatása általában 4-5 nem-konjugált kötés felett elhanyagolható [87,89]. 

Flexibilis molekulákban a hatás téren át is létrejöhet, így a pE értéke sohasem csökken 

nullára, ahogyan azt a lineáris α,ω-diaminok példája is mutatja (3.1 táblázat) [90]. 
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3.1. táblázat: Szimmetrikus diaminok kölcsönhatási tényezői (m az aminocsoportok 

közötti szénatomok száma, 1 2log log logK K K∆ = − ) [90] 

Vegyület m log K∆  log Ak  'log A
Ak  , 'p A AE  

etilén-diamin 2 2,81 9,59 7,38 2,21 

1,3-diaminopropán 3 1,80 10,26 9,06 1,20 

putreszcin 4 1,28 10,42 9,74 0,68 

kadaverin 5 0,93 10,48 10,15 0,33 

1,6-diaminohexán 6 0,88 10,67 10,39 0,28 

A háromcsoportos molekulák esetén definiálhatjuk az ún. t riplett kölcsönhatási 

tényezőt is ( ), ,A B CL , amely a harmadik csoport protonáltsági állapotának hatását 

számszerűsíti a másik 2 csoport kölcsönhatási tényezőjére. 

A kölcsönhatási tényezők és a perturbálatlan vagy intrinsic bázicitások segítségével 

bármely tetszőleges mikroállandó kifejezhető, például: 

, , , , ,log log , log logA A A B A A A B A C A B C
B BCk k pE k k pE pE pL= − = − − −  (3.35) 

A többcsoportos molekulák esetén természetesen a sor tovább bővíthető negyed- és 

magasabb rendű tagokkal, azonban a mérések szerint általában már a triplett 

kölcsönhatási tényező is elhanyagolható ( )0pL ≈  [91,92]. 

Totálszimmetrikus molekulák esetén a mikroállandók kiszámíthatók közvetlenül a 

makroállandókból, hiszen az egyes csoportok bázicitása azonos. Például egy 

kétcsoportos szimmetrikus molekula esetén: 'A Ak k= . Ilyen esetben a m ikro- és 

makroállandók között a következő összefüggések érvényesek (a szimmetria miatt): 

1log log log 2Ak K= −  (3.36) 

'
2log log log 2A

Ak K= +  (3.37) 

3.4.2. Mikroállandók meghatározásának módszerei 

A makroállandókból csak totálszimmetrikus molekulák esetén számíthatók 

közvetlenül a mikroállandók. Minden egyéb esetben szükség van valamilyen 

többletinformációra, ami lehet rokon szerkezetű vegyület bázicitásadata (deduktív 
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módszer) vagy valamilyen spektroszkópiai méréssel nyert információ, amelyből 

számítható az egyes csoportok protonáltsági fokát jellemző f függvény. A 

spektroszkópiai módszerek közül csak a jelen munkában alkalmazott NMR-pH 

titrálásokat tekintjük át, az optikai spektroszkópiás módszerekre nem térünk ki. 

3.4.2.1. Modellvegyületek bázicitásadatainak átvitele 

Már az első csoportspecifikus protonálódási állandókkal foglalkozó közleményben 

megemlítik, hogy a –COOH és a –COOCH3 csoportok hatása a másik csoport 

bázicitására közel azonos és jelentősen eltér a COO -tól−−  így a megfelelő mikroállandó 

a modellvegyület makroállandójának feleltethető meg [86]. 

Ilyen módon határozták meg a glicin minor, töltésmentes részecskéjének 

aminobázicitását, melyet metilészterének makroállandójával [93] azonosítottak. 

Az ilyen deduktív módszereket akkor célszerű alkalmazni, ha nem lehetséges a 

protonálódás csoportszelektív megfigyelése vagy ha a mikrorészecskék között 

bármelyik koncentrációja szélsőségesen alacsony [1]. Ilyen esetekben ugyanis a minor 

részecske hozzájárulása az analitikai jelhez olyan csekély, hogy spektroszkópiai 

módszerekkel csak nagy hibával kaphatunk róla információt [94]. 

A legegyszerűbben a –COOH csoport „modellezhető”: metilészterként [93,20], 

etilészterként [95] vagy savamidként [96]. Az 2-NH  csoportot acetamidként 

modellezték [97], míg a protonált aminocsoportok kvaternerezett származékokkal 

helyettesíthetők [98]. 

A deduktív módszerek közé tartozik, hogy a modellvegyületnek nem a 

bázicitásadatait, hanem a kölcsönhatási tényezőt visszük át a vizsgált molekulára 

[99,91,92]. A kölcsönhatási tényezők értéke ugyanis kevésbé változik, mint maguk a 

mikroállandók [99,91,100,89,92]. 

3.4.2.2. Mikroállandók meghatározása NMR-pH titrálással 

Az NMR-pH titrálás abban az esetben alkalmazható, ha bármelyik megfigyelt mag 

kémiai eltolódását csak egyetlen csoport befolyásolja. Ez a f eltétel 1H NMR 

spektroszkópiánál akkor teljesül, ha legalább öt kötésnyi távolság van a másik 

báziscentrum és a m egfigyelt mag között [101]. Ennek a kritériumnak azonban 
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legtöbbször csak peptidek vagy fehérjék oldalláncai felelnek meg [102], 

kismolekuláknál általában ennél közelebb vannak egymáshoz a báziscentrumok. 

Ilyen esetben, ha a m egfigyelt mag eltolódását csak a p rotonálódás befolyásolja, 

akkor a csoport protonáltsági foka kiszámítható a kémiai eltolódásból [103]: 

max
n

mért mért
L

H L L

f δ δ δ
δ δ δ

− ∆
= =

− ∆
 (3.38) 

A 15N NMR titrálások során közvetlenül a nitrogénatomok protonálódását 

figyelhetjük meg, noha alacsony természetes előfordulása (0,37 %) miatt érzékenysége 

kicsi (0,1 % a protonokhoz viszonyítva) [104]. A nitrogénmagok kémiai eltolódását 

elsősorban saját protonálódásuk befolyásolja, néhány esetben más csoportok hatását is 

figyelembe kell venni. 15N NMR spektroszkópiával számos nitrogént tartalmazó bázis, 

mint lineáris poliaminok [105], gyűrűs poliaminok [106], aminoglikozid antibiotikumok 

[107], poliaminamidok [108], arginin [109], lizin [110], hisztidin [111], és guanidin-

származékok [112] protonálódását vizsgálták. 

A módszer rendkívül alacsony érzékenysége szükségessé teszi rendkívül hosszú 

mérési idők vagy tömény oldatok (természetes izotóparány mellett) vagy pedig 15N 

dúsított minták használatát. Nagy térerejű, esetleg hűtött mérőfejjel ellátott NMR 

spektrométerek használatával a mérési idő jelentősen csökkenthető, különösen 

hidrogénen detektált többdimenziós módszerek alkalmazásával. 

3.5. Irodalmi áttekintés a poliaminokról 

Anthony van Leeuwenhoek már 1678-ban felfedezett az emberi spermában kihűlés 

során keletkező kristályokat [113], amelyekről később bebizonyították, hogy spermin-

foszfát volt. 

Az élő sejtekben azóta számtalan poliamint fedeztek fel, a három leggyakoribb a 

putreszcin, a spermidin és a spermin [114]. Az általunk vizsgált vegyületek képleteit és 

számozását a 3.9 ábra mutatja. 
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3.9. ábra: Az általunk vizsgált poliaminok az NMR aktív magok később használt 

jelöléseivel 

Emlősökben a poliaminok szintézise az ornitinből indul, amelyet az ornitin-

dekarboxiláz enzim alakít át putreszcinné. Ez egyben a t eljes reakciósor sebesség-

meghatározó lépése. A Putr → Spd és az Spd → Spm lánchosszabbításokhoz a 

propánamin rész dekarboxilált S-adenozil-metioninból származik. 

A poliaminok szerepe a sejtekben rendkívül sokrétű, a megfelelő intracelluláris 

koncentrációjuk elengedhetetlen a sejtek növekedéséhez és szaporodásához. 

Kimutatták, hogy daganatos sejtekben a poliaminok mennyisége jelentősen emelkedett 

a normál sejtekhez képest [115-117]. Ezért a poliaminok bioszintézisének gátlása jó 

terápiás célpontja lehet a tumorellenes szereknek [118]. Klinikai Fázis III. tapasztalok 

szerint az ornitin-dekarboxiláz gátlása növeli az agydaganatban szenvedő betegek 

túlélését [119]. 

A poliaminok modulálják a DNS, az RNS, a nukleotid-trifoszfátok, a fehérjék és a 

savas karakterű molekulák működését [120]. A különböző sérülések utáni 

regenerációban is fontos szerepet játszanak [121-123], bioszintézisük gátlása 

akadályozza a sebgyógyulást [124]. 
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A poliamin-raktárak kiürülése apoptózist indukálhat, ugyanis számos extrinsic 

apoptotikus faktor (TNF–α, glukokortikoidok) kiüríti a poliamin raktárakat [125]. 

A polikationos természetük miatt számos ioncsatorna funkcióit modulálják vagy 

gátolják. Az ioncsatornával kapcsolatos szerepüket a [126] közlemény foglalja össze. 

A poliaminok szerepe más fajokban rendkívül sokrétű, például alkaloidok 

prekurzorai [127-130], pókok é s darazsak méreganyagai – melyek a központi 

glutamátreceptorok inhibitorai – is tartalmazhatnak poliaminokat [131,132]. 

A norspermidint és a norspermint növényekben és algákban mutatták ki [133,134], 

pontos biológiai szerepük nem tisztázott. 

3.5.1. A vizsgált poliaminokra közölt bázicitásadatok áttekintése 

A vizsgált vegyületek közül mikroszkopikus protonálódási állandókat a spermidin és 

a spermin esetében publikáltak [135-137]. Az összes többi vegyület protonálódási 

folyamatait eddig csak makroállandók szintjén jellemezték. Az állandókat általában 

potenciometriásan határozták meg, sok esetben az ionerősséget nem tartották konstans 

értéken. 

3.2. táblázat: A vizsgált poliaminokra közölt protonálódási makroállandók 

Vegyület Módszer, t (°C), I (M) 1log K  2log K  3log K  4log K  Ref. 

Spd pot. titr., 25 °C, 0,2 M 10,85 9,67 7,98 – [138] 

pot. titr., 25 °C, 0,1 M 10,67 9,73 8,16 – [139] 

pot. titr, 25 °C, 1 M 10,86 10,30 8,93 – [140] 

pot. titr., 25 °C, 0,15 M 10,95 9,98 8,56 – [141] 
13C NMR-pH, 25 °C, ?a 10,5 9,4 8,2 – [142] 

pot. titr., 23 °C, 1 M 11,06 10,15 8,88 – [143] 
13C NMR-pH, 30,7 °C, ? a 10,90 9,76 8,24 – [135] 

13C NMR-pH, 25 °C, ? a 11,02 10,02 8,57 – [136] 
15N NMR-pH, 25 °C, ? a 11,56 10,80 9,52 – [105] 

pot. titr., 25 °C, 0,1 M 10,81 9,81 8,34 – [144] 

pot. titr., 20 °C, 0,1 M 10,97 10,06 8,58 – [145] 
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3.2. táblázat (folytatás): A vizsgált poliaminokra közölt protonálódási makroállandók 

Vegyület Módszer, t (°C), I (M) 1log K  2log K  3log K  4log K  Ref. 

Norspd 13C NMR-pH, 21 °C, ? a 11,20 10,54 8,87 – [146] 
13C NMR-pH, 25 °C, ? a 10,9 9,7 8,2 – [142] 

pot. titr. 30 °C, 1 M 10,70 9,70 8,02 – [147] 

pot. titr. 25 °C, 0.1 M 10,56 9,44 7,54 – [148] 

pot. titr., 20 °C, 0,1 M 10,48 9,74 7,81 – [145] 

Spm pot. titr., 25 °C, 1,02 M 11,12 10,42 9,32 8,44 [149] 

pot. titr., 25 °C, ? a 10,86 10,05 8,82 7,95 [150] 

pot. titr., 25 °C, 0,15 M 10,9 10,1 8,9 8,1 [151] 

pot. titr., 25 °C, 0 M 10,70 9,7 8,32 7,22 [138] 

pot. titr., 25 °C, 0,1 M 10,90 9,90 8,75 7,80 [139] 

pot. titr, 25 °C, 1 M 10,80 10,65 9,31 8,69 [140] 

pot. titr., 25 °C, 0,15 M 10,94 10,12 9,04 7,97 [141] 

pot. titr., 25 °C, 0 M 10,70 9,70 8,32 7,22 [152] 

pot. titr., 23 °C, 1 M 11,23 10,45 9,33 8,60 [143] 

pot. titr., 20 °C, 0,1 M 10,91 10,37 9,11 8,28 [145] 

Norspm pot. titr., 25 °C, ? a 10,61 9,80 8,35 7,51 [150] 

pot. titr., 20 °C, 0,1 M 10,36 10,02 8,63 7,38 [145] 
13C NMR-pH, 21 °C, ? 11,35 10,60 9,30 8,40 [153] 

a: Nem beállított ionerősség 

3.5.2. A spermidin és spermin protonálódási szekvenciájának vizsgálata 

Kimberly és Goldstein 13C NMR spektroszkópiával vizsgálták a protonálódási 

folyamatokat [135], az egyes aminocsoportok protonáltsági móltörtjét a Sudmeier-

Reilley–közelítés [154] alapján számították ki, amely szerint az egyes protonálódási 

centrumok hatása a vizsgált mag kémiai eltolódására additív: 

mért mért
L A A B B C CC f C f C fδ δ δ∆ = − = + +  (3.39) 

A C értékeket rokon szerkezetű vegyületekből vették, majd ezek alapján számították 

ki a mono-, di- és triprotonált részecskékben a báziscentrumok protonáltsági móltörtjét. 
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Onasch és mtsai. a n itrogénekhez képest α helyzetű protonok kémiai eltolódását az 

egyes aminocsoportok protonálódásának szelektív indikátorának tekintette, majd 

ezekből számították a mikroállandókat [136]. 

A csoportspecifikus protonálódási állandókat 13C NMR–pH titrálással határozták 

meg Frassineti és mtsai. [137]. A kiértékelést az általuk kifejtett szoftverrel, „klaszter 

sorfejtéssel” végezték. 

3.6. A vizsgált biguanidin-származékok 

Két biguanidin-származék protonálódási állandóit határoztuk meg: metformin (1,1-

dimetilbiguanidin) és fenformin (1-(2-feniletil)biguanidin). 

 
3.10 ábra: A vizsgált biguanidin-számazékok 

Mindkét vegyületet orális antidiabetikumként használják [155], sőt a metformin az 

elsőként választandó szer 2-es típusú diabetes mellitus terápiájában a Magyar Diabetes 

Társaság szakmai irányelve alapján [156]. A fenformint kivonták a forgalomból az 

alkalmazás során kialakuló tejsavas acidózis magas incidenciája miatt. 

A biguanidinek a guanidinekhez hasonlóan rendkívül erős bázisok, protonálódásuk 

már a pH>13 tartományban végbemegy. A második protonálódási lépés csak savas 

közegben megy végbe, sőt igen erősen savas közegben (pH < 0) háromszorosan 

protonált részecskék is megjelennek az oldatban [157]. 

A metformin irodalmi protonálódási állandói ellentmondásosak, találunk példát 

1log 11,5K =  [158] és 1log 12,4K =  értékre is [159]. A fenformin protonálódására 

1log 11,3K =  értéket közöltek [160]. 
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3.7. Arginin és modellvegyületei 

Az arginin (Arg) a legbázikusabb fehérjealkotó aminosav, az emberi szervezet 

számára feltételesen esszenciális. Fontos szerepet játszik a vérnyomás szabályozásában, 

valamint  az en dogén NO szintézisében [161,162]. A folyamat során az arginin 

ornitinné metabolizálódik, amely a poliaminok prekurzora. Kimutatták, hogy az arginin 

fokozza a növekedési hormon elválasztását [163]. A szisztémásan adott Arg 

szívkoszorúér-betegségekben javítja a kardiovaszkuláris funkciókat [164,165]. 

A citrullin (Cit) nem fehérjealkotó aminosav, az emberi szervezetben az ureaciklus 

során keletkezik ornitinből, az ornitin karbamoiltranszferáz enzim segítségével, vagy 

argininből, NO szintázok közreműködésével [166]. 

Kimutatták, a Cit fokozza az aerob energiatermelést izomszövetben [167]. Annak 

ellenére, hogy nem fehérjealkotó aminosav, számos ún. citrullinált fehérjét találtak, 

amelyek poszttranszlációs módosítással keletkeznek ún. f ehérje-arginil deimináz 

(protein-arginyl deiminase, PAD) enzimek közreműködésével. 

A citrullinizációnak fontos szerepe van a bőr keratinizációs folyamataiban, 

pikkelysömörös betegekben a citrullinált keratin szintje rendkívül alacsony [168]. A 

központi idegrendszerben a mielin fehérjék abnormális citrullinizációját találták 

sclerosis multiplexben szenvedő betegeknél [169,170]. A rheumatoid arthritis 

kialakulásában is szerepe van a PAD2 enzimeknek: a citrullinált fehérjék ellen (is) 

keletkeznek autoantitestek [171,172]. 

A citrullin nem csak, mint önálló molekula fontos, hanem, mint az arginin egyik 

legjobb modellvegyülete is, hiszen a két vegyület izoelektronos, és a deprotonált 

részecskéik izosztérikusak, azonban az oldallánc bázicitásában jelentős a különbség a 

guanidino és karbamido csoportok eltérő tulajdonságai miatt. 

Az Arg három protonálható csoportot tartalmaz: guanidino (G), amino (A) és 

karboxilát (C), melyek bázicitása jelentősen különbözik egymástól. Az összes 

mikroállandó meghatározása nem lehetséges csoportspecifikus módszerekkel, hiszen a 

minor részecskék hozzájárulása az analitikai jelhez elhanyagolható. További nehézség a 

mikroállandók meghatározásánál, hogy az első protonálódás igen lúgos közegben 

következik be, ahol a pH üvegelektróddal történő meghatározása pontatlan. 
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Ennek megfelelően az első protonálódási lépesre közölt makroállandók pontossága is 

kérdéses. Ez tükröződik az irodalomban található adatokban is, néhány közölt érték: 

1log 14K >  [173], 1log 12,48K =  [174], 1log 12,5K = [175] 

A karboxiláton protonált mikrorészecskék bázicitásának méréséhez további 

modellvegyületeket használtunk, ahol a karboxilcsoportot a vele izoelektronos 

savamiddal (argininamid, ArgNH2) illetve metilészterrel (citrullin metilészter, CitOMe) 

helyettesítettük. A vegyületek képlete a 3.11 ábrán látható. 

 
3.11 ábra: Arginin és modellvegyületei 

Az Arg és a Cit mikroállandóit eddig mindössze egy közlemény tárgyalta [173], ahol 

potenciometriás titrálással határozták meg a makroállandókat, a m inor részecskék 

koncentrációját elhanyagolták. 

3.8. Sztreptomicin és sztreptidin 

A sztreptomicin volt az első bakteriális forrásból, a Streptomyces griseusból izolált 

antibiotikum [176], amely egyben a tuberkulózis első hatékony gyógyszerének 

bizonyult. Jóllehet, toxicitása miatt erősen visszaszorult a használata, napjainkban mint 

másodvonalbeli antituberkulotikumot és nozokomiális fertőzések elleni antibiotikumot 

alkalmazzák. 

A sztreptomicin, mint a többi aminoglikozid, baktericid hatású, a baktériumok 

fehérjeszintézisét gátolja a riboszóma 30S alegységéhez kötődve [177,178], így hibás 
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transzlációt okoz [179]. Az aminoglikozid antibiotikumok széleskörű terápiás 

alkalmazását leginkább súlyos mellékhatásaik gátolják, mint a vese- [180], és 

ototoxicitás [181]. 

A sztreptomicin az aminoglikozidok 4-O-monoglikozid alcsoportjába tartozik, egy 

aglikonból (sztreptidin) és egy diszacharidból (sztreptobiózamin) áll. A diszacharidot L-

sztreptóz (5-deoxi-3-C-formil-lixóz) és N-metil-2-deoxi-2-aminoglukóz alkotja. 

A sztreptidin (1,3-diguanidino-2,4,5,6-tetrahidroxiciklohexán) nem csak mint a 

sztreptomicin aglikonja, hanem mint önálló molekula is jelentős, hiszen az 

antibiotikum-rezisztenciáért felelős aminoglikozid-módosító–enzimek, főleg az O-

adeniltranszferázok gátlószereként alkalmazható a sztreptomicin-rezisztens baktériumok 

ellen [182]. 

 
3.12 ábra: A sztreptomicin és a sztreptidin képlete, számozása. 

A sztreptomicin bázicitásadatait mindössze egy közlemény tárgyalja [183]. Az 

erősen lúgos oldatok pH-ját egy UV–pH indikátor, az alizarinsárga abszorpciójából 

számították, majd ezek segítségével írták fel a sztreptomicinre jellemző Bjerrum-görbét, 

amelyből meghatározták a protonálódási állandókat. Az így kapott állandók: 

1 2 3log 12,11 0,05, log 11,51 0,05, log 8,46 0,02.K K K= ± = ± = ±  Az első két 

protonálódási lépéshez tartozó makroállandók közötti különbség 0,6 e gység, ami 

megfelel a szimmetrikus kétértékű bázisok protonálódó csoportjai közötti statisztikus 

korrelációnak, ha a két csoport közötti kölcsönhatási tényező értéke 0. Ez is rámutat a 

számítások elvi hibájára, hiszen azt feltételezi, hogy a négy mikroállandó értéke 
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megegyezik, ami véleményünk szerint nem lehetséges, hiszen a két csoport kémiai 

környezete is eltérő, valamint közel helyezkednek el egymáshoz, így protonáltsági 

állapotuk biztosan befolyásolja a másik csoport bázicitását. 

A sztreptidin bázicitásáról nem állnak rendelkezésre adatok. 

A sztreptomicin három báziscentrumot tartalmaz: két guanidino és egy szekunder 

aminocsoportot (3.12 ábra). A funkciós csoportok bázicitásában lévő nagy különbség 

miatt a teljes mikrospeciációs séma kiszámítása csak deduktív módszerekkel lehetséges. 

Az összes mikroállandó meghatározására alkalmas modellvegyület lehetne például a 

glukózamin kvaternerezett származéka (3.13. ábra A) vagy a két guanidinocsoport 

helyettesítése karbamidocsoportokkal (3.13. ábra B). 

 
3.13. ábra: A sztreptomicin ideális modellvegyületei 

Ilyen vegyületeket azonban irodalmi kutatásaink alapján nem állítottak elő, így a 

rendelkezésre álló adatokból csak a m ajor mikrorészecskékre vonatkozóan kaphatunk 

megbízható adatokat. 
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4. A kísérleti munkában használt anyagok és módszerek 

4.1. Használt vegyszerek, vizsgált molekulák 

A mérésekhez használt alapvegyszereket (NaOH, KOH, NaCl, KCl, tömény sósav), 

az elektródkalibrációhoz alkalmazott pufferkomponenseket (nátrum-tetraoxalát, kálium-

hidrogénftalát, KH2PO4, Na2HPO4, bórax) analitikai tisztaságban a Reanal, a Merck és 

a Sigma-Aldrich gyártóktól szereztük be. Az NMR–spektroszkópiához referenciaként 3-

trimetilszilil-1-propánszulfonsav nátriumsót (DSS, ≥99 %, Fluka), tetrametilammónium 

kloridot (TMA, Sigma) és tetraetilammónium kloridot (TEA, Sigma) használtunk. A 

titrálások oldószereként kétszer desztillált vizet alkalmaztunk. 

A következő fejezetekben vegyületcsoportonként adjuk meg a vizsgált anyagok 

eredetét. A kereskedelemből beszerzett anyagok azonosítása és tisztaságuk ellenőrzése 

egy- és kétdimenziós NMR spektroszkópiával történt. 

4.1.1. NMR–pH indikátormolekulák 

A diklórecetsav (DCA, ≥99%), a klórecetsav (MCA, 99%), a hangyasav (99%), a 

szarkozin (Sarc, 98%), a terc-butilamin (TBA, 98%), a 4-hidroxipiridin (95%), a citozin 

(99%), az aceton oxim (98%), az acetaminidin hidroklorid (97%), az 1-metilguanidin 

hidroklorid (98%), a metformin (97%) és a fenformin (97%) Sigma-Aldrich termékei 

voltak. A nátrium acetátot, a trisz(hidroximetil)aminometánt és az imidazolt a Reanaltól 

szereztük be. (A vegyületek képletei az 5.1 ábrán láthatók). 

4.1.2. Arginin és modellvegyületei 

Az L-arginin (Arg, 99%) a Reanal terméke volt, az L-citrullint (Cit, 98%) és az L-

argininamidot (ArgNH2, 97%) a Sigma-Aldrichtól szereztük be. A citrullin metilészterét 

Li és mtsai. receptje szerint [184] állítottuk elő: 1,75 g L-citrullinhoz (10 mmol) 

cseppenként 2,16 g trimetil-klórszilánt (20 mmol) adtunk, majd 20 m l metanollal 24 

óráig szobahőmérsékleten kevertettük. Az oldószereket rotációs vákuumbepárlóval 

távolítottuk el, a citrullin metilészter hidrokloridját szilárd formában izoláltuk. A 

vegyület szerkezetét 1H és 13C NMR spektruma alapján igazoltuk. 1H NMR (D2O):  

δ 4,20 (t, 1H), 3,85 (s, 3H), 3,19 (t, 2H), 1,98 (m, 2H), 1,64 (m, 2H). 13C NMR (D2O): δ 

173,5, 164,1, 56,7, 55,6, 42,3, 30,0, 27,6 ppm. 

A vegyületek képletei a 3.11 ábrán láthatóak. 
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4.1.3. Lineáris poliaminok és modellvegyületeik 

A spermidin trihidrokloridot (Spd, 98%), a spermin tetrahidrokloridot (Spm, 99%), a 

norspermidint (Norspd, 98%) és a norspermint (Norspm, 95%) a Sigma-Aldrich cégtől 

vásároltuk. A 4-(3-aminopropilamino)butanolt (APAB) Lebreton és mtsai. receptje 

alapján állítottuk elő [185]: 50 ml butanolban feloldottunk 1,4 g (10 mmol) kálium-

karbonátot, 0,33 g kálium-jodidot (2 mmol) és 3,0 g 1,3-diaminopropánt (40 mmol), 

majd cseppenként hozzáadtunk 2,2 g  4-klórbutanolt (20 mmol). Az elegyet 24 ór áig 

refluxáltuk, majd szűrés után vákuumdesztillációval távolítottuk el az oldószereket. A 

terméket olajként izoláltuk, és további tisztítás nélkül használtuk fel. 1H NMR (D2O): δ 

3,60 (t, 2H), 2,65-2,70 (m, 6H), 1,66 ( t, 2H), 1,56 (m, 4H). 13C NMR (D2O): δ 61,7, 

48,3, 46,1, 38,3, 30,7, 29,3, 24,5 ppm. 

A molekulák képlete és számozásai a 3.9 és az 5.15 ábrákon láthatóak. 

4.1.4. Sztreptomicin és sztreptidin 

A sztreptomicin szulfátot a Mercktől szereztük be. A sztreptidint Latorre és mtsai. 

receptje alapján szintetizáltuk: 5,0 g sztreptomicint 40 ml metanol és 1,5 ml tömény 

kénsav elegyében oldottunk fel. Az oldatból 72 óra múlva kivált a sztreptidin szulfát, 

melynek szerkezetét NMR spektroszkópiával igazoltuk. 1H NMR (D2O): δ 3,58 (t, 1H), 

3,54 (t, 2H), 3,51 (t, 1H), 3,49 (t, 2H). 13C NMR (D2O): δ 74,8, 71,6, 70,9, 59,1 ppm.  

A vegyületek képlete a 3.12 ábrán látható. 

4.2. Az üvegelektród kalibrációja 

A titrálásokhoz Metrohm 6.0234.110 ka talógusszámú kombinált üvegelektródot 

használtunk, melyet a mérések előtt, a IUPAC irányelveknek megfelelően [6], négy, 

ismert pH-jú, standard tompító oldattal kalibráltunk. Minden mérés termosztált 

körülmények között történt, a hőmérséklet 25 ± 0,1 °C volt. Az alkalmazott pufferek 

összetételét és deklarált pH-ját a 4.1 táblázat tartalmazza. 
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4.1. táblázat: A kalibráló pufferek összetétele és deklarált pH-ja 

 Összetétel pH 

Oxalát 0,05 M kálium-tetraoxalát 1,68 

Ftalát 0,05 M kálium-hidrogénftalát 4,005 

Foszfát 0,025 M KH2PO4 + 0,025 M Na2HPO4 6,865 

Bórax 0,01 M Na2B4O7 9,180 

 

4.3. NMR–pH titrálások 

A méréseket inverz geometriájú 5 mm-es gradiens mérőfejjel rendelkező Varian 

Unity Inova 600 MHz-es NMR spektrométeren végeztük 25±0,1 °C-on. 

Az NMR titrálások egységesen 5 mm-es NMR csőben történtek, az oldatok 5 v/v% 

D2O-t tartalmaztak, amely a G ross-Butler-Purlee–elmélet szerint csak 0,02 e gységgel 

változtatja meg a pH-skálát [8,9], az üvegelektróddal történő mérések pontosságán 

belül. Az NMR spektrumok kémiai eltolódásait 0,1 mM koncentrációjú DSS (1H, δDSS 

= 0,000 ppm), 20 mM TEA (15N HMBC, δTEA = -316,7 ppm [186]), 5 mM TMA (13C 

HSQC, δTMA = 55,36 ppm) belső referensre vonatkoztattuk. A H2O rezonanciajelét 

kettős spin echo [187], (1H mérések) vagy előtelítő (presaturation) pulzussal [188] 

nyomtuk el (2D NMR mérések). Az NMR spektrométer belső skálájának 

referenciapontjai TMS (1H és 13C), illetve nitrometán (15N) voltak. 

4.3.1. Egyedi minták módszere 

Indikátormolekulák NMR–pH titrálása. Az egyenként összemért minták sorozata 

0,5 – 2 mM koncentrációban tartalmaztak indikátormolekulákat. Az ionerősséget HCl, 

NaOH és KCl hozzáadásával állítottuk 0,15 M  vagy 1,00 M értékre. A mintaoldatok 

pH-ját Metrohm üvegelektróddal határoztuk meg, 25 °C -on, a D2O tartalomra 

korrekciót nem végeztünk. Mivel az acetamidin lúgos közegben gyorsan hidrolizál 

acetamidra és ammóniára, így a pH = 10 – nél lúgosabb mintákhoz 1 µl 1 M 

acetamidin–törzsoldatot adtunk, majd késedelem nélkül rögzítettük 1H NMR 

spektrumát. 

Arginin és modellvegyületeinek NMR–pH titrálása. Három vegyületből (Arg, 

ArgNH2, Cit) különböző pH-jú oldatok készültek 1,00 M ionerősség mellett. A 

DOI:10.14753/SE.2012.1677



38 
 

törzsoldatok 0,5 – 2 mM koncentrációban tartalmaztak indikátormolekulákat, a vizsgált 

molekulára nézve koncentrációjuk 5 m M volt. Az egyes oldatok pH értékét 

üvegelektróddal (pH < 12) határoztuk meg, illetve az indikátormolekulák kémiai 

eltolódásaiból számítottuk (pH > 7). 

Poliaminok NMR–pH titrálása. A vizsgált vegyületekből 50 mM koncentrációjú, 

20 mM TEA-t tartalmazó törzsoldatokat készítettünk melyek ionerősségét NaOH, HCl 

és KCl segítségével 1,00 M-ra állítottuk. A lúgos törzsoldat 0,98 M NaOH volt, ebben 

oldottuk fel az 50 mM koncentrációnak megfelelő poliamint. A lúgos oldathoz 

egyforma mennyiségben adtunk savas törzsoldatot (0,98 M HCl) és KCl-os törzsoldatot 

(1,98 M KCl) amíg az oldat pH-ja el nem érte a pH = 7 értéket. Ennél kisebb pH-k 

beállítása már csak a savas törzsoldattal történt. Az oldatok indikátormolekulákat is 

tartalmaztak 0,5 – 2,0 mM közötti koncentrációban, melyek kémiai eltolódásaiból 

számítottuk az egyes minták pH-ját. A mintákról 1H, 15N HMBC és szükség szerint 13C 

HSQC spektrumokat rögzítettünk. 

A HMBC spektrumok felvétele az alábbi beállítások mellett történt: 32 inkrementum, 

16-32 tranziens. A vízjelet előtelítő pulzussal nyomtuk el. Mind a direkt, mint az 

indirekt dimenziókban a lehető legszűkebb spektrális ablakok alkalmazására 

törekedtünk, így például a nitrogénmagok kémiai eltolódását csak a -315 – -360 ppm 

közötti kémiai eltolódás-tartományban rögzítettük 

HSQC spektrumokat azon oldatokról rögzítettünk, melyeknél az 1H NMR spektrum 

alapján, a j elek átfedése miatt, nem lehetett az egyes magok kémiai eltolódását 

egyértelműen leolvasni. Itt is a lehető legszűkebb spektrális ablakban rögzítettük a 

spektrumokat, az egyes oldatokról 2-4 tranzienst és 32 inkrementumot regisztráltunk. 

Sztreptomicin és sztreptidin NMR–pH titrálása. A sztreptomicin lúgos oldatban 

gyors bomlást szenved; az 1H NMR spektrumon megjelenő legjellegzetesebb 

bomlástermék a maltol (3-hidroxi-2-metil-4H-pirán-4-on) [189]. Ennek elkerülésére a 

törzsoldatok nem tartalmaztak sztreptomicint, csak indikátormolekulákat (0,5 – 2 mM 

között változó koncentrációban) és 5 mM TMA-t. Két törzsoldat (1 M NaOH és 1 M 

KCl) elegyítésével készítettük el a különböző pH-jú oldatokat, melyeknek 800 µl-ében 

oldottunk fel ~12 mg sztreptomicin szulfátot, majd az oldatot 1H és HSQC spektrumait 

késedelem nélkül rögzítettük. 
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A sztreptidin lúgos és savas közegben is stabil, így 5 mM koncentrációban oldottuk 

fel a K Cl-os (1,00 M KCl) és lúgos (1M NaOH) törzsoldatban is. Az oldatok 

indikátormolekulákat és 5 mM TMA-t is tartalmaztak. 

4.3.2. Elektród nélküli NMR–pH titrálások 

Az indikátormolekulákat és a KCl-ot tartalmazó törzsoldatban 5 mM-nak megfelelő 

mennyiségű CitOMe-t oldottunk fel, majd a kapott oldat 600 µl-ét NMR csőbe vittük át. 

A 0,2 M NaOH és 0,8 M KCl tartalmú titrálószer számított mennyiségeit (1 – 10 µl) 

adagoltuk az NMR csőbe, és homogenizálás után regisztráltuk a spektrumot. Az oldat 

pH-ját az indikátormolekulák kémiai eltolódásaiból számítottuk ki. 

4.4. Potenciometriás titrálások 

A titrálásokat a 4.2 fejezetben leírt módon kalibrált Metrohm 6.0234.110 

üvegelektród mellett, 25 ± 0,1 °C -on végeztük. Az oldatok ionerőssége 1 M volt. A 

titrálásokat 1 µl névleges adagolási pontosságú és 0,1 mV mérési felbontású Metrohm 

716 DMS Titrino autobürettával végeztük, mely automatikusan felvette a titrálási 

görbéket. 

A protonálódási makroállandókat különbségi pH- potenciometriás módszerrel 

határoztuk meg. Egy üres titrálást végeztünk, miszerint 2 ml 0,5 M HCl + 0,5 M KCl 

oldatot titráltunk 0,5 M  KOH + 0,7 M KCl oldattal. A második titrálás során 2 ml 

sósavas oldatban feloldottuk a vizsgálandó vegyületet 50 m M koncentrációnak 

megfelelő mennyiségben, majd ezt titráltuk KOH-dal. 

4.5. A titrálási görbék kiértékelése 

Minden titrálási görbe kiértékeléséhez az OriginPro 8.0 szoftvert használtuk, mely 

alkalmas nemlineáris paraméterillesztésre többváltozós adatsorok szimultán 

kiértékelésekor. 

4.5.1. NMR–pH titrálások 

A vizsgált vegyületek valamennyi szénkötésű protonjának pHmértδ − adatsorára 

egyszerre illesztve a (3.17) egyenletet megkapjuk az egyes makrorészecskék egyedi 

kémiai eltolódásait valamint a log iK lépcsőzetes protonálódási állandókat. 
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A relatív bázicitások meghatározása során a (3.20) egyenletet illesztettük a 
mért mért
L Indδ δ−  adatsorok valamennyi lehetséges kombinációjára. (például a citozin – 

aceton oxim pár esetén összesen 4 adatsorra illesztettük szimultán a (3.20) egyenletet). 

Az illesztések során az indikátormolekula határeltolódásait ( )ésInd HIndδ δ  fixen 

tartottuk. 

4.5.2. Potenciometriás titrálások 

A két titrálás során mért pH – VKOH adatsorokból kiszámítottuk az azonos pH- hoz 

tartozó fogyásadatok különbségei (ΔV). A különbségi görbét az Origin szoftver 

beépített „Substract reference data” algoritmusával számítottuk ki. 

A kapott ΔV–pH görbe arányos a Bjerrum-függvénnyel, így a (3.16) egyenlet  

szerinti nemlineáris paraméterillesztéssel kiszámíthatóak a lépcsőzetes makroállandók.  

Az illesztések pontossága tovább javítható a potenciometriás és NMR–pH titrálások 

szimultán kiértékelésével. 

4.5.3. A mikroállandók meghatározása 

A mikroállandók kiszámítását az arginin és a sztreptomicin esetén a 

makroállandókból végeztük, deduktív módszerrel. A poliaminok mikroállandóinak 

meghatározása az egyes nitrogénmagok kémiai eltolódásából történt, az 5.4.2 fejezetben 

leírtak szerint. Az illesztésekhez valamennyi nitrogén kémiai eltolódására szimultán 

illesztettük a megfelelő egyenleteket. 

4.6. Szimulált adatsorok 

A makroállandók és az indikátorparaméterek meghatározhatóságát szimulált 

adatsorokból is ellenőriztük. A szimulációk során a hibamentes adatsorokat a Microsoft 

Excel programmal generáltuk. Az adatsorok generálása során arra törekedtünk, hogy a 

vizsgálandó paraméterekhez hasonló értékeket használjunk. 

Az egyes adatsorokat véletlenszerű hibával terheltük, melyet az Excel 

RANDBETWEEN függvényét felhasználva adtuk hozzá. A hiba mértéke ±0,03 pH-

egység illetve. ±0,001 vagy ±0,002 ppm kémiai eltolódás volt. Az adatsorokat a 

leolvasási pontosságnak megfelelően kerekítettük (pH esetén 0,01, kémiai eltolódásnál 
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0,001 egység pontosságra). Az adatsorokat az OriginPro 8.0 s zoftverrel értékeltük ki, 

nemlineáris paraméterillesztéssel. Az illesztőfüggvény a kísérleti adatok kiértékelése 

során is alkalmazott függvény volt. 

A módszer ellenőrzésére a hibamentes adatsorokból is meghatároztuk a vizsgált 

értékeket, a n emlineáris paraméterillesztéssel minden esetben gyakorlatilag szórás 

nélkül kaptuk vissza a kiindulási adatokat ( )1610σ −≈ . 
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5. Kísérleti eredmények és értékelésük 

5.1. 1H NMR–pH indikátormolekula–sorozat 

5.1.1. A kiválasztott indikátormolekulák 

Összesen 13 m olekulát vizsgáltunk, melyek alkalmasak lehetnek a pH 

meghatározására. A vegyületek képletei és irodalmi log K  értékeik [175] az 5.1 ábrán 

láthatóak.  

 
5.1. ábra: A kiválasztott indikátormolekulák és irodalmi protonálódási állandóik [175] 

A molekulák egy részét már korábban is használták NMR–pH indikátorként [73-75] 

(diklórecetsav, klórecetsav, hangyasav, ecetsav, imidazol, TRIS), a többit (szarkozin, 

terc-butilamin, 4-hidroxipiridin, citozin, aceton oxim, acetamidin és 1-metilguanidin) 

irodalmi protonálódási állandóik [175] és egyszerű NMR spektrumuk alapján 

választottuk ki. A molekulák 1H NMR spektruma az 5.2 ábrán látható. 
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5.2. ábra: Az indikátormolekulák NMR spektruma és asszignációja pH=12,5 I=1,00 M 

oldatban. 

Fontos szempont volt, hogy a vegyületek NMR spektruma legfeljebb két jelet 

tartalmazzon, és sem egymással, sem más molekulákkal ne lépjenek reakcióba. 

5.1.2. Az indikátorparaméterek meghatározása 

A 13 vizsgált molekulát egy oldatban titráltuk, a protonálódási állandókat és a 

határeltolódásokat a δmért – pH adatsorokból határoztuk meg a (3.7) egyenlet alapján, 

azokban az esetekben, ahol a logK értéke 2-12 közé esett.  
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5.3. ábra: A szarkozin NMR-pH titrálási görbéi 

Ennél kisebb vagy nagyobb protonálódási állandójú molekuláknál a relatív 

bázicitásokat (∆logK) számítottuk ki a mért mért
L Indδ δ−  adatsorokból a Perrin-Fabian 

módszer alkalmazásával a (3.20) egyenlet szerint, mely lehetővé teszi, hogy egy 

megfelelően összeállított indikátormolekula–sorozattal extrém magas vagy alacsony 

protonálódási állandókat is meghatározzunk, ugyanis a pH nem szerepel az 

illesztőfüggvényben. 

Ilyen módon akkor határozhatóak meg pontosan a soron következő 

indikátormolekula paraméterei, ha ∆logK ≤ 1,3 Ezt a h atárértéket szimulált adatsorok 

segítségével állapítottuk meg. A szimulációk során a szarkozin indikátorparamétereiből 

indultunk ki, és a következő indikátormolekula (TBA) paramétereit a határeltolódásokat 

minden esetben a TBA határeltolódásainak megfelelő értéknek vettük, míg a log K∆

értékét 0,4 és 1,5 között, 0,1 egységnyi lépésenként változtattuk. A kiértékelések során a 

0,4 ≤ ∆logK ≤ 1,3 tartományban az indikátorparaméterek mérési hibán belül 

megegyeztek a kiindulási értékekkel, míg ennél nagyobb protonálódási állandó-

különbség esetén már nagyobb volt az eltérés (0,003 ppm a határeltolódásokban és 0,05 
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egység a protonálódási állandóban). Ha megvizsgáljuk a TBA TBA
szimulált illesztettδ δ−  értékeket, azt 

tapasztalhatjuk, hogy a ∆logK > 1,3 tartományban a különbség jelentősen megnő, akár 

0,02 ppm is lehet, szemben a kisebb ∆logK értékekhez tartozó maximum 0,005 p pm 

eltéréssel. 

Az indikátorparamétereket a következő sorrendben számítottuk ki: 

• Savas tartomány:  hangyasav → klórecetsav → szarkozin → aceton oxim → 

→ diklórecetsav. 

• Lúgos tartomány: szarkozin → terc-butilamin → (citozin) → aceton oxim → 

→ acetamidin → metilguanidin → imidazol. 

 
5.4. ábra: A terc-butilamin (A) és a k lórecetsav (B) indikátorparamétereinek 

meghatározása 

Az indikátorparaméterek helyességének ellenőrzésére az első két Perrin-Fabian 

módszerrel meghatározott molekula logK értékeit és határeltolódásait összehasonlítottuk 

a „klasszikus”, kémiai eltolódás – pH adatsorokból számított értékekkel, ugyanis az 

üvegelektród ezekben a tartományban még megbízható. 
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5.1. táblázat: A különböző kiértékelési módszerek összehasonlítása 

 terc-Butilamin Klórecetsav 

 Perrin-Fabian 
módszer 

pHelektród 
alapján 

Perrin-Fabian 
módszer 

pHelektród 
alapján 

log K  11,07 ± 0,01 11,08 ± 0,01 2,63 ± 0,01 2,62 ± 0,01 

Indδ  1,101 ± 0,001 1,101 ± 0,001 4,059 ± 0,001 4,059 ± 0,001 

HIndδ  1,367 ± 0,001 1,367 ± 0,001 4,294 ± 0,001 4,294 ± 0,001 

Az 5.1 táblázatból jól látszik, hogy a két módszer mérési hibahatáron belül egyező 

értékeket ad, így várhatóan a többi „soron következő” indikátor indikátorparaméterei is 

pontosan meghatározhatók. 

A titrálások során három indikátormolekula egyes kémiai eltolódásai diamágneses 

irányba változtak meg a protonálódás során (5.5 ábra), ez az ún. wrong way shift 

jelenség, melynek oka nem ismert. Érdekes, hogy ekkor mindhárom vegyület 

oxigénatomon deprotonálódik: hangyasav, 4-hidroxipiridin és citozin. 

 

5.5. ábra: A 4-hidroxipiridin és a citozin NMR spektrumainak pH–függése 

A 4-hidroxipiridin indikátormolekulának kevéssé alkalmas, két ok miatt: a 

protonálódási állandója rendkívül közel esik a TBA állandójához ( )log 0,1K∆ ≈ , 
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valamint a k émiai eltolódása csekély mértékben változik a p rotonálódás hatására 

( )0,08 ppmδ∆ ≈ . 

A citozint szintén nem alkalmaztuk a későbbi mérések során, mert két dublett jelet ad 

a spektrumokon, melyek kémiai eltolódásának meghatározása pontatlanabb, mint egy 

szinguletté. 

Két indikátormolekula hidrolizál: az aceton oximból aceton keletkezik erősen savas 

közegben ( )1/2 120 min, pH=0-nált ≈ , az acetamidin acetamiddá bomlik erősen lúgos 

oldatban ( )1/2 5 min, pH=14-nélt ≈ . 

Az indikátormolekulák protonálódási állandóit és határeltolódásait a két 

leggyakrabban használt ionerősségen (0,15 M és 1 M) határoztuk meg, a pontos 

értékeket az 5.2 és 5.3 táblázatok tartalmazzák. 

5.2. táblázat: Az indikátorparaméterek és a pH meghatározásra alkalmas tartomány 1 M 

ionerősségű oldatban 

 log K  Indδ  HIndδ  pH tartomány 

Diklórecetsav 1,04 ± 0,02 6,072 ± 0,001 6,346 ± 0,002 < 2,0 

Aceton oxim 1,73 ± 0,01 1,896 ± 0,001 2,338 ± 0,001 0,5 – 3,1 

Szarkozin 
(CH2) 

2,24 ± 0,01 
3,614 ± 0,001 3,983 ± 0,001 1 – 3,6 

Szarkozin 
(CH3) 2,737 ± 0,001 2,804 ± 0,001 1,8 – 2,6 

Klórecetsav 2,63 ± 0,01 4,059 ± 0,001 4,294 ± 0,001 1,6 – 3,7 

Hangyasav 3,52 ± 0,01 8,446 ± 0,001 8,251± 0,001 2,4 – 4,6 

Ecetsav 4,57 ± 0,01 1,907 ± 0,001 2,093 ± 0,001 3,5 – 5,6 

Imidazol (H2) 
7,26 ± 0,01 

7,781 ± 0,001 8,696 ± 0,001 5,5 – 8,9 

Imidazol (H4) 7,139 ± 0,001 7,487 ± 0,001 5,9 – 8,6 

TRIS 8,36 ± 0,01 3,507 ± 0,001 3,738 ± 0,001 7,2 – 9,5 

Szarkozin 
(CH2) 

10,24 ± 0,01 
3,107 ± 0,001 3,613 ± 0,001 8,7 – 11,8 

Szarkozin 
(CH3) 2,283 ± 0,001 2,737 ± 0,001 8,8 – 11,7 
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5.2. táblázat (folytatás): Az indikátorparaméterek és a pH meghatározásra alkalmas 

tartomány 1 M ionerősségű oldatban 

 log K  Indδ  HIndδ  pH tartomány 

terc-Butilamin 11,07 ± 0,01 1,101 ± 0,001 1,367 ± 0,001 9,8 – 12,3 

Citozin (H5) 
12,08 ± 0,01 

5,874 ± 0,001 5,991 ± 0,001 11,3 – 12,8 

Citozin (H6) 7,736 ± 0,001 7,511 ± 0,001 11,1 – 13,2 

Aceton oxim 
12,22 ± 0,01 

1,828 ± 0,001 1,895 ± 0,001 11,8 – 12,7 

Aceton oxim 1,770 ± 0,001 1,897 ± 0,001 11,4 – 13,1 

Acetamidin 12,74 ± 0,01 1,960 ± 0,001 2,230 ± 0,001 11,6 – 13,8 

1-Metilguanidin 13,57 ± 0,02 2,689 ± 0,002 2,824 ± 0,001 > 12,7 

Imidazol (H2) 13,89 ± 0,02 7,620 ± 0,003 7,781 ± 0,001 > 13 
 

5.3. táblázat: Az indikátorparaméterek és a pH meghatározásra alkalmas tartomány 0,15 

M ionerősségű oldatban 

 log K  Indδ  HIndδ  pH tartomány 

Diklórecetsav 1,17 ± 0,02 6,051 ± 0,001 6,303 ± 0,002 < 2,3 

Aceton oxim 1,65 ± 0,01 1,893 ± 0,001 2,316 ± 0,001 < 2,8 

Szarkozin 
(CH2) 

2,26 ± 0,01 
3,602 ± 0,001 3,958 ± 0,001 1 – 3,5 

Szarkozin 
(CH3) 2,729 ± 0,001 2,792,± 0,001 1,9 – 2,6 

Klórecetsav 2,73 ± 0,01 4,046 ± 0,001 4,272 ± 0,001 1,7 – 3,8 

Hangyasav 3,57 ± 0,01 8,442 ± 0,001 8,230± 0,001 2,5 – 4,7 

Ecetsav 4,61 ± 0,01 1,906 ± 0,001 2,085 ± 0,001 3,6 – 5,6 

Imidazol (H2) 
7,18 ± 0,01 

7,767 ± 0,001 8,676 ± 0,001 5,5 – 8,9 

Imidazol (H4) 7,128 ± 0,001 7,473 ± 0,001 5,8 – 8,5 

TRIS 8,28 ± 0,01 3,508 ± 0,001 3,731 ± 0,001 7,1 – 9,4 

Szarkozin 
(CH2) 

10,20 ± 0,01 
3,106 ± 0,001 3,602 ± 0,001 8,7 – 11,6 

Szarkozin 
(CH3) 2,284 ± 0,001 2,729 ± 0,001 8,8 – 11,6 

terc-Butilamin 10,93 ± 0,01 1,102 ± 0,001 1,359 ± 0,001 9,7 – 12,2 
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5.3. táblázat (folytatás): Az indikátorparaméterek és a pH meghatározásra alkalmas 

tartomány 0,15 M ionerősségű oldatban 

 log K  Indδ  HIndδ  pH tartomány 

Citozin (H5) 
12,17 ± 0,01 

5,856 ± 0,001 5,966 ± 0,001 11,5 – 12,8 

Citozin (H6) 7,726 ± 0,001 7,491 ± 0,001 11,1 – 13,1 

Aceton oxim 
12,34 ± 0,01 

1,827 ± 0,001 1,892 ± 0,001 11,9 – 12,8 

Aceton oxim 1,773 ± 0,001 1,893 ± 0,001 11,6 – 13,1 

Acetamidin 12,68 ± 0,01 1,963 ± 0,001 2,217 ± 0,001 > 11,6 

1-Metilguanidin 13,53 ± 0,03 2,691 ± 0,005 2,816 ± 0,001 > 12,8 

5.1.2.1. A pHelektród és a pHind összehasonlítása 

Minden mért oldatban kiszámítottuk a megfelelő indikátormolekula kémiai 

eltolódásából a pH-t, majd az elektróddal mért és a kémiai eltolódásokból számított 

értékek különbségét vizsgáltuk a pHind függvényében (5.6 ábra) 

 

5.6. ábra: A mért és a számított pH-értékek különbsége 
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Az üvegelektród mérési hibája 0,05 pH  egység alatt marad a 0,5 – 12,5 közötti 

tartományban. Erősen savas oldatban a véletlen hiba jelentősen megnő, úgy tűnik, hogy 

a mérés pontossága romlik. Lúgos oldatokban viszont a különbség szinte lineárisan 

változik a pH-val, a mérés jelentős szisztematikus hibával terhelt. 

5.1.2.2. A pH meghatározás hibájának kiszámítása 

A pH-számítás pontosságát Gauss négyzetes hibaterjedési szabályát [190] 

alkalmazva számszerűsítettük, amely alapján Szakács és mtsai. is meghatározták az 

általuk bevezetett indikátormolekulák hibáját [73]. 

A hibaterjedés törvénye szerint az egyes mennyiségek varianciáit vesszük alapul, a 

teljes variancia pedig a (3.8) egyenlet alapján négy tényezőből tevődik össze: 

2 2 22
2 2 2 2 2

loglog mért HInd IndInd
pH K mért

Ind HInd Ind

pH pH pH pH
K δ δδ

σ σ σ σ σ
δ δ δ

      ∂ ∂ ∂ ∂
= + + +      ∂ ∂ ∂ ∂       

 (5.1) 

Az (5.1) egyenlet átrendezésével megkapjuk a pH-számítás hibáját: 

( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )

2 22 2 2 2
2 2
p log 2 22ln10

mért HInd IndInd

mért mért
Ind HInd Ind Ind HInd Ind

H K mért mért
HInd Ind Ind Ind

δ δδ
δ δ σ δ δ σ δ δ σ

σ σ
δ δ δ δ

− + − + −
= +

− −
 (5.2) 

A számításokhoz a log ,  és 
Ind HIndK δ δσ σ σ  értékeit az 5.2 és 5.3 táblázatokból vettük, a 

mért kémiai eltolódás hibáját 0,001 ppm-nek vettük irodalmi adatok alapján [191]. 
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5.7. ábra: Az 1H NMR indikátorokkal végzett pH-számítás hibája néhány 

indikátormolekula esetén 

Az 5.2 és 5.3 táblázatokban szereplő pH-tartományt úgy határoztuk meg, hogy a pH-

számítás hibája legfeljebb 0,03 egységnyi legyen. 

Az eredményeink alapján a teljes (0-14 közötti) pH-skála lefedhető akár öt (!) 

indikátormolekulával: diklórecetsav (0 – 2), aceton oxim (0,5 – 3,1 és 11,4 – 13,1), 

szarkozin (1 – 3,6 és 8,7 – 11,8), ecetsav (3,5 – 5,6) és imidazol (5,5 – 8,9 és 13 – 14). 

5.2. Bigauanidinek protonálódási állandói 

A makroállandókat NMR–pH titrálásokkal határoztuk meg, ahol a pH-t az 5.1 

fejezetben leírt indikátormolekulák segítségével számítottuk ki. Mindkét molekula igen 

erős bázis, így a titrálási görbék kiértékelése is nehézkesebb: az illesztéshez használt 

(3.17) egyenletben Lδ  értékét nem lehet a titrálási görbékről leolvasni. 

A protonálódási állandók meghatározásához a deprotonált forma határeltolódását a 

Perrin-Fabian módszerrel határoztuk meg a mért mért
biguanidin MGδ δ−  adatsorokból. Ez a 

kiértékelési mód – a végzett szimulációk szerint – jóval nagyobb pontossággal adja meg 
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a pH-skálán kívül eső határeltolódást, mint a „klasszikus” kiértékelési mód ( )pH .mértδ −  

A két kiértékelési mód összehasonlítására legjobb megoldás a logL Kδ −  közötti 

korrelációs koefficiens ( )log , LK δρ  értékét vizsgálni. Ennek értéke a P errin-Fabian 

módszer esetén -0,71-nek adódott, míg a pHmértδ −  adatsorokra történő illesztéskor 

-0,99-nek. A szimulációk során kapott eredményeket a táblázat tartalmazza. 

5.4. táblázat: A különböző kiértékelési módok összehasonlítása 

 Bemeneti 
adat pHmértδ −  Perrin-Fabian 

módszer 
log K  13,95 13,93 ± 0,11 13,96 ± 0,03 

Lδ  2,929 2,933 ± 0,005 2,930 ± 0,002 
log , LK δρ  – -0,993 -0,714 
 

Mivel a molekulák kétértékű bázisok, a relatív bázicitás meghatározása önmagában 

nem adja meg a második protonálódási állandót, így az illesztések során a δmért – pH 

adatsorokból számoltunk (5.8. ábra), a δL értékét pedig a P errin-Fabian módszerrel 

meghatározott értéken fixen tartottuk. 

A két molekula protonálódási állandóit az 5.5 táblázatban foglaltuk össze. 

5.5. táblázat: A biguanidin-származékok protonálódási állandói 

 Metformin Fenformin 

1log K  13,85 ± 0,03 13,27 ± 0,03 

2log K  3,14 ± 0,02 3,26 ± 0,02 
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5.8. ábra: A metformin metilcsoportjának és a fenformin 1-es helyzetű 

metiléncsoportjának NMR–pH titrálási görbéi 

5.3. Arginin és citrullin mikrospeciációja 

Az arginin mikrospeciációjához a következőket végeztük el: 

• az Arg, a Cit, az ArgNH2 és a CitOMe 1H NMR–pH titrálását, melynek során 

a pH-t in situ indikátormolekulákkal mértük. 

• a 3, 2, 2 és 1 makroállandó meghatározását a titrálási görbékből 

• a mikroállandók és a mikrorészecskék eloszlásának kiszámítását 

• a számítások validálását a CitOMe makroállandójával 

5.3.1. A makroállandók meghatározása NMR–pH titrálással 

Mind a négy vegyület 4 féle nem cserélő protont tartalmaz az α, a β, a γ és a δ 

szénatomokon. A négy közül a β és a γ protonok jelei átfedőek, valamint a 

multiplicitásuk is összetett, ezért a titrálások kiértékeléséhez az α és a δ protonok 

triplettjeiből könnyen leolvasható kémiai eltolódásokat használtuk. Az utóbbiak a 
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protonálódó csoportok mellett helyezkednek el, így ezek jelzik legérzékenyebben a 

protonálódási folyamatokat (Lásd a 3.11 ábrát). 

A makroállandókat a (3.17) egyenlet alapján határoztuk meg a IndpHmértδ −

adatsorokból. Az 5.9 ábráról is jól látható, hogy egyes lépések élesen elkülönülnek, így 

feltétlenül szükség van modellvegyületek alkalmazására az összes mikroállandó 

kiszámításához. 

 

5.9. ábra: Az Arg 1H NMR – pH titrálási görbéi 

A makroállandók értékeit az 5.6. táblázat tartalmazza. 

5.6. táblázat: A vegyületek kumulatív makroállandói 

 Arg ArgNH2 Cit 

1log β  13,54 ± 0,01 13,41 ± 0,03 9,50 ± 0,01 

2log β  22,82 ± 0,01 20,94 ± 0,04 11,83 ± 0,02 

3log β  25,03 ± 0,01   
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5.3.2. A mikroállandók meghatározása 

A makro– és mikroállandók közötti összefüggéseket a (3.24), (3.25) és (3.26) 

egyenletek mutatják. Mivel mind a Cit, mind az ArgNH2 igen jól modellezi a megfelelő 

mikroállapotokat, így ezek bázicitásadatait korrekció nélkül használtuk fel a 

mikroállandók számításához. A három vegyület makroállandóiból az Arg összes 

mikroállandója kiszámítható: 

2

3

2

Arg C A G
C C AC

ArgNH A G
C AC

k k kk
k k

β
β

= =  (5.3) 

( ) ( )1 1
G Arg Cit A C G A Ck k k k k kβ β= − = + + − +  (5.4) 

( )1
A Cit C A C Ck k k k kβ= − = + −  (5.5) 

2
C ACit

A C
C C C

k kk
k k
β

= =  (5.6) 

2
Cit A C

C A
A A A

k kk
k k
β

= =  (5.7) 

( )2
1
ArgNHG A G A A

C C C C Ck k k k kβ= − = + −  (5.8) 

( )2
A G A C C G A C C GArg A C C G

A A C A CG A C
A A A

k k k k k k k k k kk k k kk
k k

β + + − −− −
= =  (5.9) 

A Hess-tétel értelmében a kétszer protonált részecskék képződési entalpiája 

független a protonálódási sorrendtől, így: 

és
C GA G

A C CA
G GG G

k kk kk k
k k

⋅⋅
= =  (5.10) 

3
Arg A G C

C A AG
AG A G A G

A A

k k kk
k k k k
β

= =  (5.11) 
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3
Arg C G A

A C CG
CG C G C G

C C

k k kk
k k k k
β

= =  (5.12) 

3

2

Arg A C G
G A AC
AC Cit A C

A

k k kk
k k

β
β

= =  (5.13) 

A mikroállandók értéke mellett a szórásuk is fontos jelzője a számítások 

helyességének, ugyanis ha bármelyik állandót túlságosan nagy szórással kapjuk meg, 

azt jelenti, hogy deduktív módszer esetén elvi hibát követtünk el, nem megfelelően 

modelleztük a minor specieseket. 

A mikroállandók szórását itt is  a Gauss-féle négyzetes hibaterjedési törvény [190] 

szerint számoltuk ki. Például a Gk  mikroállandó hibája: 

11

2 2
2 2 2
log loglog

1 1

log log
log logG Arg Cit

G G

Arg Citk

k k
ββ

σ σ σ
β β

   ∂ ∂
= +   ∂ ∂   

 (5.14) 

Amelyből megfelelő matematikai átalakítások után kaphatjuk meg az állandó 

szórását: 

1 1

11

2 2
log log

2 2
log logloglog log

10 10
10 10

Arg Cit

G Arg CitG Gk k k

β β

ββ
σ σ σ

   
= +        

 (5.15) 

A mikroállandók értékeit és hibáit az 5.7. táblázat tartalmazza. A jobb áttekinthetőség 
érdekében grafikusan is ábrázoltuk az 5.10 ábrán. 

5.7. táblázat: Az Arg mikroállandói 

Karboxilát csoport  Amino csoport  Guanidino csoport 

Állandó Érték  Állandó Érték  Állandó Érték 

log Ck  4,09 ± 0,04  log Ak  9,49 ± 0,01  log Gk  13,54 ± 0,01 

log C
Ak  2,33 ± 0,02  log A

Ck  7,75 ± 0,04  log G
Ak  13,32 ± 0,04 

log C
Gk  3,96 ± 0,05  log A

Gk  9,28 ± 0,02  log G
Ck  13,41 ± 0,04 

log C
AGk  2,21 ± 0,02  log A

CGk  7,53 ± 0,05  log G
ACk  13,20 ± 0,06 
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5.10. ábra: Az Arg mikroállandói 

A mikroállandókból kiszámítottuk az egyes csoportok közötti kölcsönhatási 

tényezőket, értékeit az 5.8 táblázatban foglaltuk össze. 

5.8. táblázat: Az Arg párkölcsönhatási tényezői 

Kölcsönhatási 
tényező 

Érték 

,A CpE  1,74 ± 0,04 

,A C
GpE  1,75 ± 0,05 

,A GpE  0,22 ± 0,04 

,A G
CpE  0,21 ± 0,07 

,C GpE  0,13 ± 0,06 

,C G
ApE  0,12 ± 0,02 

Az arginin esetén a triplett kölcsönhatási tényező , ,A C GpL  értéke gyakorlatilag 0, 

ugyanis a párkölcsönhatási tényezők mérési hibán belül megegyeznek a h armadik 

csoport protonáltsági állapotától függetlenül. 
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A citrullin mikrospeciációs sémája lényegesen egyszerűbb, négy mikrorészecskét 

tartalmaz. A mikroállandók értékei az Arg megfelelő mikroállandóival azonosak, 

értékeiket az (5.3), (5.5)–(5.7) egyenletek alapján számítottuk és az 5.9 táblázatban 

foglaltuk össze. 

5.9. táblázat: A Cit mikroállandói 

Mikroállandó Érték 

log Ak  9,49 ± 0,01 

log Ck  4,09 ± 0,04 

log A
Ck  7,75 ± 0,04 

log C
Ak  2,33 ± 0,02 

A deduktív módszer helyességét egy független mérésből származó állandóval 

erősítettük meg: a CitOMe makroállandóját hasonlítottuk össze az Arg megfelelő 

mikroállandójával ( )A
Ck . 

A CitOMe állandóját a Perrin-Fabian módszerrel, egycsöves NMR–pH titrálással 

határoztuk meg: a (3.20) egyenlet illesztésével a mért mért
CitOMe TRISδ δ−  adatsorokra. A titrálási 

görbe az 5.11 ábrán látható. 
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5.11. ábra: A CitOMe Perrin-Fabian módszerrel mért titrálási görbéje 

A nemlineáris illesztés során a relatív bázicitás értéke ∆logK = -0,669 ± 0,002, 

vagyis a CitOMe savasabb, mint a TRIS, a protonálódási állandója pedig: 

logKCitOMe = logKTRIS + ∆logK = 7,69 ± 0,02. 

A deduktív módszerrel számolt és a kísérletileg meghatározott mikroállandók értékei 

hibahatáron belül megegyeznek (7,75 ± 0,04 vs. 7,69 ± 0,02), a csekély, 0,06 log 

egységnyi különbséget az eltérő modellvegyületek alkalmazása okozhatja, hiszen az 

észter és a savamid csoport nem izosztérikus. A karboxamid mindazonáltal jobban 

modellezi a protonált karboxilátcsoportot, hiszen azzal izoelektronos. 

A mikroállandók alapján kiszámítottuk a nyolc arginin mikrorészecske pH-függő 

eloszlását (5.12 ábra). A minor protonáltsági izomerek a majornál 5 é s 10 

nagyságrenddel kisebb koncentrációban vannak jelen az oldatban. 
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5.12. ábra: Az Arg mikrorészecskéinek pH függő eloszlása 

Az Arg izoelektromos pontja 11,41, t ehát szöveti pH-n egyértelműen kationos 

formában fordul elő. A Cit izoelektromos pontja 5,91, 5,5 egységgel alacsonyabb, mint 

az Arg-é. Tudomásunk szerint két izoelektronos molekula között ez az eddig közölt 

legnagyobb eltérés. 

5.4. Poliaminok sav-bázis tulajdonságainak vizsgálata 

5.4.1. A makroállandók meghatározása 

A makroállandókat a potenciometriás és az 1H NMR–pH titrálások szimultán 

kiértékelésével határoztuk meg. 3 illetve 4 átfedő protonálódási folyamat állandóit 

NMR–pH titrálással nem lehet pontosan meghatározni, mert a (3.17) egyenlet szerint az 

iH Lδ  és a iβ  erősen korrelált mennyiségek, így szimultán meghatározásuk rosszul 

kondicionált. 
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5.13. ábra: A Spd 1H NMR–pH és három párhuzamos potenciometriás titrálásainak 

szimultán kiértékelése 

A négy vegyület makroállandóit az 5.10 táblázatban foglaltuk össze. 

5.10. táblázat: A molekulák protonálódási makroállandói 

 Spd Norspd Spm Norspm 

1log K  11,19 ± 0,01 11,02 ± 0,02 11,22 ± 0,02 10,97 ± 0,02 

2log K  10,13 ± 0,01 9,96 ± 0,02 10,39 ± 0,01 10,22 ± 0,01 

3log K  8,86 ± 0,01 8,29 ± 0,03 9,20 ± 0,01 9,04 ± 0,01 

4log K    8,50 ± 0,01 7,78 ± 0,01 

 

5.4.2. A mikroállandók meghatározása 

A molekulák mikroállandóit 15N NMR–pH titrálások alapján számítottuk ki. A 

kiértékelések során abból a feltételezésből indultunk ki, hogy a nitrogén kémiai 

eltolódása önmaga protonálódásával párhuzamosan változik.  

A kémiai eltolódás tehát arányos a protonáltsági móltörttel, amelyből kifejezhetők a 

mikroállandók: 
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2 3
0

,1 ,2 ,3
2 30

1 2 31

mért
A A AA A

A
A A

Q H Q H Q H
f

H H H

δ δ
δ δ β β β

+ + +

+ + + +

     + +−      = =
−      + + +     

 (5.16) 

ahol mért
Aδ  az a nitrogén mért kémiai eltolódása, 0

Aδ  és Aδ
+  ugyanezen nitrogén 

deprotonált és protonált határeltolódásai. 

A pHmértδ −  adatsorokra az (5.16) egyenlet átrendezésével kapott (5.17) egyenlet 

szerint végeztük a nemlineáris paraméterillesztést: 

( )
2 3

,1 ,2 ,30 0
2 3

1 2 31
A A Amért

A A A A

Q H Q H Q H

H H H
δ δ δ δ

β β β

+ + +
+

+ + +

     + +     = + −
     + + +     

 (5.17) 

Az illesztés során a kumulatív mikroállandókból származtatott Q tényezőket 

használtuk. Ezek azokban az esetekben is meghatározhatóak, ha az összes mikroállandót 

nem lehet többletinformációk nélkül kiszámítani a csoportspecifikus titrálásokból [88]. 

A mérési eredmények igazolták a f eltételezésünket, miszerint a n itrogének kémiai 

eltolódása arányos a protonáltsági móltörtjükkel. A spermidin két nitrogénjének 

titrálásai görbéi az 5.14 ábrán láthatóak. 
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5.14. ábra: A spermidin 15N NMR–pH titrálási görbéi 

Az illesztések során a makroállandók potenciometriával és 1H NMR–pH titrálással 

mért értékeit fixen tartottuk, hogy a Q tényezőket nagyobb pontossággal kaphassuk 

meg. A mikroállandók szórását a G auss-féle négyzetes hibaterjedés törvény alapján 

számítottuk. 

5.4.2.1. A spermidin mikroállandói 

A Spd három, nem szimmetriaekvivalens nitrogént tartalmaz. Ezek közül kettőt 

tudtunk detektálni, az a és b jelűeket, a c nitrogén nem adott korrelációt egyik protonnal 

sem a 8 Hz-re optimalizált HMBC titrálás során. A makroállandók ismeretében 

elegendő két csoport protonálódását követni, a harmadik számítható. 

A két nitrogén pHmértδ −  adatsoraira illesztve az (5.17) egyenletet megkapjuk a QA,n 

és QB,n paramétereket, amelyekből a QC,n értékek számíthatóak: 

,1 1 ,1 ,1 ,2 2 ,2 ,22C A B C A BQ Q Q és Q Q Qβ β= − − = − −  (5.18) 

A kumulatív mikroállandókat az (5.19)–(5.21) egyenletek szerint számítottuk a Q 

paraméterekből: 
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,1 ,1 ,1; ;A A B B C CQ Q Qκ κ κ= = =  (5.19) 

,2 ,2 ,2 ,2 ,2 ,2 ,2 ,2 ,2; ;
2 2 2

A B C A C B B C A
AB AC BC

Q Q Q Q Q Q Q Q Q
κ κ κ

+ − + − + −
= = =  (5.20) 

,3 ,3 ,3 3ABC A B CQ Q Qκ β= = = =  (5.21) 

A κ  értékek számítása során a ABκ  értéke negatívnak adódott, amely abból 

következik, hogy a kétszeresen protonált részecskék közül ez a minor species, itt 

helyezkednek el egymáshoz legközelebb a pozitív töltések. 

A ABκ  meghatározásához szükséges az ,A BE  kölcsönhatási tényező. Ezt egy redukált 

számú protonálható csoportot tartalmazó modellvegyület, a 4-(3-

aminopropilamino)butanol (APAB, 5.15 ábra) mikroállandóiból számítottuk. 

 
5.15. ábra: Az APAB szerkezeti képlete és számozása 

A mikroállandókat a spermidinnel analóg titrálásokból számítottuk: a 

makroállandókat 1H, a mikroállandókat 15N NMR–pH titrálásokkal határoztuk meg. A 

mért állandókat az 5.11 táblázat tartalmazza. 

5.11 táblázat: Az APAB mikroállandói 

Mikroállandó Érték Mikroállandó Érték 

log Ak  10,34 ± 0,02 log A
Bk  9,29 ± 0,03 

log Bk  10,50 ± 0,02 log B
Ak  9,45 ± 0,03 

A kérdéses kölcsönhatási tényező értéke: ,p 1,05 0,02A BE = ± , amelynek 

segítségével kiszámítottuk a minor részecske kumulatív mikroállandóját. 

Az összes többi mikroállandó már számítható a Q tényezőkből, értékeik az 5.12 

táblázatban és az 5.16.A ábrán láthatóak. 
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5.12. táblázat: A spermidin mikroállandói 
AN   BN   CN  

Állandó Érték  Állandó Érték  Állandó Érték 

log Ak  10,50 ±0,03  log Bk  10,79 ± 0,02  log Ck  10,78 ± 0,04 

log A
Bk  9,45 ± 0,05  log B

Ak  9,75 ± 0,05  log C
Ak  10,64 ± 0,06 

log A
Ck  10,36 ± 0,07  log B

Ck  10,05 ± 0,12  log C
Bk  10,03 ± 0,11 

log A
BCk  9,35 ± 0,11  log B

ACk  9,03 ± 0,06  log C
ABk  9,93 ± 0,04 

A hat párkölcsönhatási tényező értékeit az 5.13 táblázatban foglaltuk össze. 

5.13. táblázat: A spermidin párkölcsönhatási tényezői 

Kölcsönhatási 
tényező 

Érték Kölcsönhatási 
tényező 

Érték Kölcsönhatási 
tényező 

Érték 

,A BpE  1,05 ± 0,02 ,A CpE  0,14 ± 0,07 ,B CpE  0,75 ± 0,08 

,A B
CpE  1,01 ± 0,13 ,A C

BpE  0,10 ± 0,12 ,B C
ApE  0,72 ± 0,08 

A kölcsönhatási tényezőket a szimmetrikus α,ω-diaminok irodalmi kölcsönhatási 

tényezőivel [90], (3.1. táblázat, 24. oldal) összevetve hasonló értékeket találhatunk (1,20 

vs. 1,05, illetve 0,68 vs. 0,75). Az eltéréseket az eltérő ionerősség mellett meghatározott 

állandók okozhatják (0,10 M vs. 1,00 M). 

Az általunk mért mikroállandók jó egyezést mutatnak az Onasch és mtsai. által 

meghatározott állandókkal [136]: egyszeresen protonált állapotban a B és a C csoporton 

ionizált részecskék előfordulása a nagyobb, a kétszer protonáltak közül pedig az AC 

mikrorészecske a kedvezményezett.  

Az egyes mikrorészecskék eloszlási görbéjéről leolvasható, hogy szöveti pH-n 

(pH=7,4) a Spd több, mint 95 %-ban háromszorosan protonált állapotban van jelen, a 

kétszeresen protonált részecskék közül az AB, az AC és a BC móltörtje rendre 0,003; 

0,022; 0,011. 
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5.16. ábra: A: A spermidin mikroállandói; B: A mikrorészecskék pH-függő eloszlása 
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5.4.2.2. A norspermidin mikroállandói 

A Norspd a mikroszkopikus protonálódási folyamatok szempontjából a 

háromcsoportos A2B szimmetriájú molekulák csoportjába tartozik. A mikrospeciációs 

sémája egyszerűbb, mint az aszimmetrikus háromcsoportos vegyületeké. A=A’, így 

minden megfelelő mikroállandó értéke is azonos. 

Az állandókat a Spd-nel analóg módon határoztuk meg, a κAB értéke itt is negatívnak 

adódott, ami arra utal, hogy ez a minor részecske. A megfelelő mikroállandók 

meghatározásához ebben az esetben is felhasználtuk az APAB kölcsönhatási tényezőjét. 

A mikroállandók értéi az 5.14 táblázatban és az 5.17.A ábrán láthatóak. 

5.14. táblázat: A norspermidin mikroállandói 
'A AN N=   NB 

Mikroállandó Érték  Mikroállandó Érték 
'log logA Ak k=  10,51 ± 0,03  log Bk  10,41 ± 0,06 

'log logA A
B Bk k=  9,46 ± 0,09  

'log logB B
A Ak k=  9,36 ± 0,07 

'
'log logA A

A Ak k=  10,41 ± 0,04    

'
'log logA A

A B ABk k=  9,40 ± 0,08  
'log B

AAk  8,35 ± 0,05 

A molekula szimmetriaviszonyai miatt a párkölcsönhatási tényezők száma 4, hiszen 
, ',A B A BE E=  és , ',

'
A B A B
A AE E= . Értékeiket az 5.15 táblázat tartalmazza. 

5.15. táblázat: A Norspd párkölcsönhatási tényezői 

Kölcsönhatási 
tényező 

Érték Kölcsönhatási 
tényező 

Érték 

, ',A B A BpE pE=  1,05 ± 0,02 , 'A ApE  0,11 ± 0,07 

, ',
'

A B A B
A ApE pE=  1,01 ± 0,09 , 'A A

BpE  0,06 ± 0,12 

Mind a Spd, mind a Norspd kölcsönhatási tényezőiből látszik, hogy a harmadik 

csoport protonáltsági állapota gyakorlatilag nem befolyásolja a másik két csoport 

kölcsönhatását, az eltérés a mérési hibahatáron belül van. 
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A pH-függő részecske-eloszlási görbéről (5.17.B ábra) leolvasható, hogy a primer 

aminocsoporton protonált speciesek előfordulása lényegesen nagyobb, mint a szekunder 

nitrogénen protonáltaké. 

 
5.17. ábra: A Norspd mikroállandói (A); a mikrorészecskék pH-függő eloszlása (B) 

  

DOI:10.14753/SE.2012.1677



69 
 

5.4.2.3. A spermin mikroállandói 

Mint négycsoportos molekula, a spermin mikrospeciációs sémája 16 

mikrorészecskével és 32 mikroállandóval jellemezhető (5.18. ábra). 

A molekula A2B2 típusú szimmetriája miatt több mikrorészecske ekvivalens 

( )'; '; ' '; ' ' ; ' ' ; ' ' 'A A B B AB A B AB A B ABB BB A ABA A B A= = = = = = , így az egyedi 

részecskék és a mikroállandók száma is kevesebb: 10 és 16.  

A kísérleti eredményekből nem lehet ennyi mikroállandót sem meghatározni, a 

makroállandókon kívül csak a 3-3 Q paramétert lehet kiszámítani. A egyszer és 

háromszor protonált részecskék állandói egyértelműen meghatározhatóak a Q 

tényezőkből. A négyféle kétszer protonált részecske kumulatív mikroállandóira csak 

kényszerfeltételek bevezetése mellett kaphatunk információt, hiszen két egyenletből 

négy ismeretlent nem lehet meghatározni. 

A mikroállandókat az alábbi összefüggések szerint számítottuk ki: 

' ,1 ' ,1A A A B B BQ Qκ κ κ κ= = = =  (5.22) 

,3 ,3 ,3 ,3
' ' ' ' ' '

2 2
3 3

A B B A
ABA AB A ABB BB A

Q Q Q Q
κ κ κ κ

⋅ − ⋅ −
= = = =  (5.23) 

A kétszer protonált részecskékre felírva: 

,2 ' ' ,2 ' 'A AA AB A B B BB AB ABQ Qκ κ κ κ κ κ= + + = + +  (5.24) 

Az (5.24) egyenletek megoldásához szükség van két kölcsönhatási tényezőre, ezeket 

a Spd-ből vettük. A behelyettesítésnél célszerű a várhatóan minor részecskék 

kölcsönhatási tényezőit behelyettesíteni (AB és BB’), mert ekkor a hibaterjedési törvény 

értelmében nagyobb pontossággal számíthatjuk ki a major részecskék állandóit. 

A kölcsönhatási tényezők behelyettesítésével kifejezhetjük minden kétszeresen 

protonált mikrorészecske kumulatív mikroállandója az alábbiak szerint: 

, , '
'

' ,2 ' ' ,2 '

A B B B
AB A B BB B B

AB B AB BB AA A AB AB

E E
Q Q

κ κ κ κ κ κ
κ κ κ κ κ κ

= =
= − − = − −

 (5.25) 

A mikroállandók értékeit az 5.16 táblázat és az 5.20.B ábra tartalmazza. 
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5.18. ábra: Négycsoportos, A2B2 szimmetriájú molekula mikroszkopikus protonálódási 

sémája 
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5.16. táblázat: A spermin mikroállandói 
' 10,38 0,03A Ak k= = ±  ' 10,76 0,03B Bk k= = ±  
'
' 9,33 0,05A A

B Bk k= = ±  '
' 9,70 0,05B B

A Ak k= = ±  

'
' 10, 23 0,08A A

B Bk k= = ±  '
' 10,60 0,05B B

A Ak k= = ±  

'
' 10,63 0,08A A

A Ak k= = ±  '
' 10,01 0,13B B

B Bk k= = ±  

'
' ' 10, 26 0,05A A

AB A Bk k= = ±  '
' ' 9,95 0,05B B

AB A Bk k= = ±  

'
' ' 9,36 0,08A A

AB A Bk k= = ±  '
' ' 9,05 0,08B B

A B ABk k= = ±  

'
' ' 9, 27 0,12A A

BB BBk k= = ±  '
' ' 9,34 0,04B B

AA AAk k= = ±  

'
' ' ' 9, 28 0,03A A

ABB BB Ak k= = ±  '
' ' ' 8,96 0,03B B

AB A ABAk k= = ±  

A mikroállandókból kiszámíthatjuk a párkölcsönhatási tényezőket (5.17. táblázat). 

5.17. táblázat: A spermin kölcsönhatási tényezői 
,p 1,05 0,02A BE = ±  , 'p 0,15 0,09A BE = ±  , 'p 0,75 0,11B BE = ±  , 'p 0, 24 0,09A AE = − ±  
,
'p 1, 26 0,11A B

AE = ±  , '
'p 0,37 0,09A B

AE = ±  'p 0,65 0,10BB
AE = ±  'p 0,03 0,10AA

BE = − ±  

,
'p 0,96 0,15A B

BE = ±  , 'p 0,06 0,14A B
BE = ±    

,
' 'p 0,99 0,05A B

A BE = ±  , '
'p 0,09 0,08A B

A BE = ±  '
'p 0,38 0,08BB

AAE = ±  '
'p 0,00 0,13AA

BBE = ±  

A mikroállandókat megvizsgálva látható, hogy az AA’ részecske kiemelt stabilitású, 

amit alátámaszt a kölcsönhatási tényező negatív értéke is ( ), 'p 0, 24A AE = − . Ez nem 

kooperativitást, hanem intramolekuláris protonátrendeződést jelent. Ezt a feltételezést 

igazolja, hogy csak a pEA,A’ tényező értéke negatív. Ha a szekunder aminocsoport(ok) 

protonált állapotban van(nak), akkor a kölcsönhatási tényező értéke gyakorlatilag 0. 

Ezzel párhuzamosan az AB és AB kölcsönhatási tényezők értéke 0,2 logaritmus 

egységgel nő meg, ha az A’ csoport protonálva van, hiszen ekkor az egyik 

mikrorészecske a kiemelt stabilitású AA’ speciesz (5.19. ábra). 
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5.19. ábra: A spermin két párkölcsönhatási tényezője 

Az ABA’ részecske kumulatív mikroállandója 30,35, a melyet az intrinsic 

bázicitásokkal és a kölcsönhatási tényezőkkel is kifejezhetünk: 

' '
'log 2 log log AB AB AA

ABA A B pE pE pEκ κ κ= ⋅ + − − −  (5.26) 

Ide a megfelelő értékeket behelyettesítve ' 0,03 0,15AApE = ± . 

A másik háromszorosan protonált származékra az analóg egyenletet felírva: 

( ), , ' , '
'log log 2log 0,08 0,15A B A B B B

ABB A B pE pE pEκ κ κ− + − − − = ±  (5.27) 

A számított állandók jó egyezést mutatnak Frassineti és mtsai. eredményeivel [137], 

jóllehet ők csak az AB és BB’ kölcsönhatásokat vették figyelembe, a távolabbiakat 

elhanyagolták. 
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5.20. ábra: A: A Spm mikroállandói; B: A mikrorészecskék pH-függő eloszlása. 
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5.4.2.4. A norspermin mikroállandói 

Az állandókat a Spm-nel analóg módon számítottuk, a Norspd kölcsönhatási 

tényezőit használtuk fel: , , ' 1,05 0,02A B B BpE pE= = ± . 

A mikroállandók értékeit az 5.18 táblázatban és az 5.21.A ábrán foglaltuk össze. 

5.18. táblázat: A Norspm mikroállandói 
' 10,44 0,02A Ak k= = ±  ' 10,29 0,03B Bk k= = ±  
'
' 9,39 0,04A A

B Bk k= = ±  '
' 9, 24 0,05B B

A Ak k= = ±  

'
' 10,33 0,06A A

B Bk k= = ±  '
' 10,18 0,05B B

A Ak k= = ±  

'
' 10, 42 0,03A A

A Ak k= = ±  '
' 9, 24 0,05B B

B Bk k= = ±  

'
' ' 10, 25 0,04A A

A B ABk k= = ±  '
' ' 9,11 0,05B B

A B ABk k= = ±  

'
' ' 9,31 0,04A A

A B ABk k= = ±  '
' ' 8,16 0,05B B

AB BAk k= = ±  

'
' ' 9, 26 0,04A A

BB BBk k= = ±  '
' ' 9,07 0,05B B

AA AAk k= = ±  

'
' ' ' 9, 22 0,03A A

BB A ABBk k= = ±  '
' ' ' 8,08 0,03B B

AB A ABAk k= = ±  

 

5.19. táblázat: A Norspm párkölcsönhatási tényezői 
,p 1,05 0,02A BE = ±  , 'p 0,11 0,05A BE = ±  , 'p 1,05 0,02B BE = ±  , 'p 0,03 0,04A AE = ±  
,
'p 1,11 0,06A B

AE = ±  , '
'p 0,17 0,07A B

AE = ±  , 'p 1,08 0,07B B
AE = ±   

,
'p 1,08 0,07A B

BE = ±  , 'p 0,13 0,06A B
BE = ±   , 'p 0,08 0,07A A

BE = ±  

'p 1,01 0,05AB
ABE = ±  , '

'p 0,08 0,05A B
A BE = ±  , '

'p 0,99 0,08B B
AAE = ±  , '

'p 0,01 0,09A A
BBE = ±  

Az AB’ kölcsönhatási tényező egyezést mutat a Norspd AA’ kölcsönhatási 

tényezőjével (0,13 vs. 0,11, 5.19. táblázat). A két primer aminocsoport egymástól 

gyakorlatilag függetlenül protonálódik. A magasabb rendű kölcsönhatási tényezők 

értéke itt is  gyakorlatilag 0, vagyis az egyes mikroállandók jól egyeznek az intrinsic 

bázicitások és a megfelelő kölcsönhatási tényezők szorzatával, például: 

, , ' , '
'log log p p p 9,25 0,09A A A B A B A A

ABk k E E E= − − − = ±  (5.28) 
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Ez az érték mérési hibahatáron belül megegyezik a mért Q paraméterekből számított 

állandóval (9,25 ± 0,08 vs. 9,31 ± 0,06). 

A sperminnél és a norspermin is az AA’ részecske kumulatív protonálódási 

mikroállandója ( )'AAκ  a legnagyobb értékű. Itt azonban az AA’ kölcsönhatási tényező 

értéke ( ), 'p A AE  nem negatív, amit minden bizonnyal az okoz, hogy itt a primer 

aminocsoportok intrinsic bázicitása nagyobb, mint a szekundereké, így nem 

tapasztalunk olyan szignifikáns intramolekuláris protonátrendeződést, mint a spermin 

esetén. 

A részecskék közül itt is az AA’ és az AB’ a nagyobb előfordulású, hiszen a töltések 

itt helyezkednek egymástól a legtávolabb. A Spm-nel ellentétben itt a  primer 

aminocsoport a bázikusabb. A három pozitív töltésű speciesek közül egyértelműen az 

ABA’ a kedvezményezett, az ABB’ egy nagyságrenddel kisebb koncentrációban fordul 

elő (5.21.B. ábra). 
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5.21. ábra: A: A Norspm mikroállandói; B: a részecskék pH-függő eloszlása 
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5.5. A sztreptomicin és a sztreptidin protonálódási állandói 

5.5.1. A makroállandók meghatározása 

Mivel mindkét vegyület két erősen bázikus guanidino csoportot tartalmaz, melyek 

log K  értékei közel esnek egymáshoz, ezért Lδ  értéke nem olvasható le a titrálási 

görbékről, sőt a Perrin-Fabian módszerrel sem határozható meg. A log K  értékek 

meghatározása érdekében a pH>11 tartományban igen közeleső pH-értékeknél mértük 

meg az oldatok NMR spektrumait, így megfelelő pontossággal és torzítatlansággal 

kaphatjuk meg a protonálódási állandókat. 

A makroállandókat mindkét molekula esetén a (3.17) egyenlet szerint számítottuk ki. 

A sztreptidin 4 jelet ad az 1H NMR spektrumon, a H1 és a H 3 illetve a H4 és a H6 

protonok ekvivalensek (5.22. ábra). 

 

5.22. ábra: A sztreptidin NMR–pH titrálási görbéi 

A sztreptomicin esetén 13 jel pH-függését figyeltük: a sztreptidingyűrű hat (5.23.A 

ábra), illetve az N-metil-glukózamin hét protonjának (5.23.B ábra) jeleit. Az anomer 

proton jele a titrálás során áthalad a vízjel alatt, így nem értékelhető. 
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5.23. ábra: A sztreptomicin NMR–pH titrálási görbéi 

A kétféle funkciós csoport bázicitása jelentősen eltér: a guanidino az erősen lúgos pH 

tartományban protonálódik (logK ≈ 13), míg az aminocsoport kevésbé bázikus  

(logK ≈ 9), gyengén lúgos közegben ionizálódik. Így tehát az első és második 

protonálódási lépés egyértelműen a guanidino-, míg a harmadik az aminocsoporthoz 

rendelhető. 

A sztreptomicin titrálási görbéin jól látható, hogy bár a báziscentrumok egymástól 

távol helyezkednek el, a tőlük távoli protonok kémiai eltolódása is változik a 

protonálódásukkor. Például a glukózamin gyűrű H2’, H3’ H4’ és N-CH3 kémiai 

eltolódásai is változnak a guanidinocsoportok protonálódásakor, sőt, az N-

metilprotonok jele diamágneses irányba változik, 0,01 ppm-mel. Ezzel párhuzamosan a 

sztreptidingyűrű H3, H4 és H5 jeleinek eltolódása változik 0,05 ppm-mel az 

aminocsoport protonálódásakor. Az említett protonokat és a báziscentrumokat minden 

esetben legalább 7 kötés választja el egymástól. 

A mért makroállandókat az 5.20. táblázat tartalmazza. 
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5.20. táblázat: A sztreptidin és a sztreptomicin makroállandói 

 Sztreptidin Sztreptomicin 

1log K  13,53 ± 0,04 13,55 ± 0,06 

2log K  12,39 ± 0,02 12,33 ± 0,02 

3log K   8,29 ± 0,01 

A mérési eredmények pontosságának igazolása érdekében szimulációkat végeztünk. 

Ezek során négy magra számítottuk ki a δmért – pH adatsorokat, majd a pontos értékeket 

véletlenszerű hibával terheltük. A hiba mértéke ±0,001 ppm kémiai eltolódás, illetve 

±0,03 pH egység volt. Az adatsorok a mért adatpontok sűrűségében tértek el; a mérési 

pontok közötti távolság rendre 0,25; 0,20; 0,15; 0,10 és 0,05 pH-egység volt. 

Az eredményeket az 5.21. táblázat tartalmazza. 

5.21. táblázat: A protonálódási állandó meghatározhatóságának vizsgálata 

 Pontos 
érték 

Nemlineáris paraméterillesztéssel számított értékek 

 ∆pH = 0,25 ∆pH = 0,20 ∆pH = 0,15 ∆pH = 0,10 ∆pH = 0,05 

logK1 13,48 13,28 ±0,03 13,41 ± 0,05 13,53 ± 0,04 13,50 ± 0,04 13,49 ± 0,03 

logK2 12,52 12,30 ± 0,05 12,46 ± 0,04 12,47 ± 0,02 12,53 ± 0,02 12,53 ± 0,02 

Az eredményeink alapján még ilyen erősen bázikus, két átfedő lépésben protonálódó 

molekulák esetén is elfogadható pontossággal határozhatóak meg a protonálódási 

állandók kellő számú mérési pontból. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy kb. 0,1 pH–

egységenként kell rögzíteni az oldatok NMR spektrumát. Természetesen a megfigyelt 

magok számának növelésével is javíthatunk a meghatározás pontosságán. 

5.5.2. A mikroállandók meghatározása 

A sztreptomicin guanidino- és aminocsoportjainak bázicitása jelentősen eltér 

egymástól, így az összes mikroállandó kiszámításához olyan modellvegyületekre lenne 

szükség, amelyek bázicitása megfeleltethető valamely minor részecske bázicitásának. 

Irodalmi kutatásaink szerint ilyen molekulákat még nem állítottak elő. A rendelkezésre 

álló adatokból a major részecskék mikroállandóit lehet kiszámítani. 
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Következésképpen a protonálódási séma egyszerűbb, mint az általános 

háromcsoportos molekulák esetén, hiszen a K3 makroállandó gyakorlatilag megegyezik 

az aminocsoport bázicitásával (5.24. ábra). 

A G1 és G3 csoportspecifikus bázicitásainak kiszámításához a makroállandókon 

kívül még szükséges egy mikroállandó vagy a kölcsönhatási tényező. 

A sztreptomicin megfelelő mikroállandóit a poliaminok protonálódási állandóinak 

meghatározásához alkalmazott 15N NMR–pH módszerrel terveztük megmérni, azonban 

a molekula nagymérvű bomlékonysága miatt ezt nem lehetett megvalósítani. Az 

állandókat ezért deduktív módszerrel számítottuk ki. 

Modellvegyületként a sztreptidint választottuk, melynek kölcsönhatási tényezőjét 

felhasználva meghatározhatóak a sztreptomicin major mikrorészecskéinek protonálódási 

állandói. 

 
5.24. ábra: A sztreptomicin mikroszkopikus protonálódási sémája 

A sztreptidin totálszimmetrikus molekula, a mikroállandói kiszámíthatóak a 

makroállandókból, a két csoport bázicitása megegyezik: 

1
1 3 1 3 1 3

3 1 1 22
2

G
G G G G G G

G G
kk k k k K k K= = = ⋅ =  (5.29) 

Ennek megfelelően a makroállandókból a kölcsönhatási tényező is kiszámítható: 

1, 3
1 2log log log 4 0,54 0,04G GpE K K= − − = ±  (5.30) 
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A mikroállandók hozzárendeléséhez meg kell határozni a csoportok bázicitásának 

sorrendjét. Megvizsgáltuk, hogy az egyszeresen protonált makrorészecskében mekkora 

az egyes jelek kémiai eltolódásának változása ( )LHL
δ δ δ+∆ = − , ugyanis a nagyobb 

mértékben protonálódó csoport közelében várhatóan nagyobb lesz az értéke. A hat 

sztreptidinprotonra mért ∆δ értékeket az 5.22 táblázatban foglaltuk össze. 

5.22. táblázat: A sztreptomicin ∆δ értékei a szteptidinprotonokon 

 ( )ppmδ∆   

H1 0,137 

 

H2 0,102 

H3 0,098 

H4 0,046 

H5 0,054 

H6 0,063 

Jól látható, hogy a G1 csoport közelében lévő H1 és H6 protonok eltolódásának 

változása nagyobb, mint a G3 csoporthoz közelebbi H3 és H4 protonoké, így a G1 

csoport bázicitását tekintettük erősebbnek. Ez molekulaszerkezeti megfontolásokkal is 

alátámasztható: a G1 csoport sztérikusan lényegesen kevésbé árnyékolt, a 

sztreptózgyűrűtől a lehető legmesszebb, para helyzetben található. 

A guanidinocsoportok mikroállandóit kifejezhetjük a makroállandók és a 

sztreptidinből vett kölcsönhatási tényező segítségével: 

1 3
1 3 1 3 3 1

1 1 2 1 31, 3és
G G

G G G G G G
G GG G

k kK k k K K k k k k
E
⋅

= + ⋅ = = ⋅ = ⋅  (5.31) 
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A fenti egyenletek átrendezésével közvetlenül megkaphatjuk a kívánt állandókat: 

1, 3
1 1 1 2log 2 log log log p

1 10 10 4 10log log
2

G GK K K K E
Gk

⋅ + + + − ⋅ =
 
 

 (5.32) 

1, 3
1 1 1 2log 2 log log log p

3 10 10 4 10log log
2

G GK K K K E
Gk

⋅ + + − − ⋅ =
 
 

 (5.33) 

1 3
3 1 2log log log logG G

Gk K K k= + −  (5.34) 

3 1
1 1 2log log log logG G

Gk K K k= + −  (5.35) 

A mikroállandók értékeit az 5.23. táblázat és az 5.25.A ábra tartalmazza. Szórásukat a 

Gauss-féle négyzetes hibaterjedési törvény alapján számítottuk ki [190]. A 1log Gk  

állandó hibája: 

( )2 4 2 4
1 1 2 2 1

1

2 4 2 4
1 2 2 11

2
2 log log log log log log log 2

log

log log log log log log
1

2 log

2
log

10 4 10 2 10 10

10 4 10 4 10 10
...

G G G G

G G G G

K K K E K E K
K

K K E K E K
G

Kk

σ
σ

− −

− −

⋅ + + +

+ + +⋅

− ⋅ − ⋅ +

− ⋅ − ⋅ +
+=  

( ) ( )2 4
2

2 4
2

2 4 2 4
1 1 2 2 1

2
log log 2 2

log log

2 log log log log log log log

2 10
...

10 4 10 4 10 10

G G

G G

G G G G

K E
K E

K K K E K E K

σ σ
−

−

− −

+

⋅ + + +

⋅ +
+

− ⋅ − ⋅ +
 (5.36) 

5.23. táblázat: A sztreptomicin guanidino csoportjainak mikroállandói 

Mikroállandó Érték 
1log Gk  13,39 ± 0,11 

3log Gk  13,03 ± 0,10 

3
1log G

Gk  12,48 ± 0,13 

1
3log G

Gk  12,85 ± 0,11 
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Ha a két csoport kölcsönhatási tényezőjét összehasonlítjuk a poliaminoknál 

meghatározott kölcsönhatási tényezőkkel, láthatjuk, hogy jóval nagyobb a 

báziscentrumok egymásra gyakorolt hatása az 1,3-diaminopropán jellegű 

vegyületekben. Feltételezhető, hogy a sztreptomicin guanidinocsoportjain a pozitív 

töltés nem lokalizálható a szénlánchoz kapcsolódó nitrogénatomokra, valószínűleg 

nagyobb mértékben rendelhető a terminális nitrogénekhez. 

Tudomásunk szerint eddig még nem publikálták semmilyen két guanidinocsoporttal 

rendelkező molekula mikroállandóinak meghatározását. 

A sztreptomicin olyannyira erős bázis, hogy a molekulák 25%-a még 1 M NaOH 

oldatban is protonált állapotban van jelen (5.25.B ábra). 
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5.25. ábra: A: A sztreptomicin mikroállandói; B: A főbb mikrorészecskék pH-függő 

eloszlása 
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6. Következtetések, új tudományos eredmények 

Doktori munkám során biológiai és gyakorlati szempontból jelentős vegyületek 

csoportspecifikus bázicitását tanulmányoztam pH–potenciometriás és NMR 

titrálásokkal, valamint az erősen lúgos oldatokban történő pH-meghatározás 

lehetőségeit vizsgáltam. Az elért eredményeket az alábbi pontokban összegzem. 

1. Kidolgoztunk egy 1H NMR alapú pH-meghatározási módszert, melynek 

segítségével a teljes (0 – 14) pH-tartományban pontosan és torzításmentesen 

határozható meg az oldat pH-ja. Az indikátormolekulák indikátorparamétereit a két 

leggyakrabban alkalmazott ionerősségen (0,15 M és 1,00 M) határoztuk meg. 

Eredményeink alapján 1,00 M-os ionerősségen a teljes pH-tartomány lefedhető öt 

indikátormolekulával (diklórecetsav, aceton oxim, szarkozin, ecetsav, imidazol). A 

pH-tartományt úgy határoztuk meg, hogy a pH-számítás maximális hibája 0,03 

egység legyen. 

Az általunk kidolgozott indikátormolekula-sorozat segítségével lehetővé válik az 

igen magas pH-értékek és ebből következően az igen erősen bázikus molekulák 

protonálódási állandóinak pontos és torzításmentes meghatározása. 

2. Meghatároztuk két erősen bázikus, orális antidiabetikumként használt biguanidin-

származék, a m etformin és a f enformin, protonálódási állandóit. Megmutattuk, 

hogy az irodalomban található logK1 értékek jelentősen eltérnek az általunk 

meghatározott torzításmentes értékektől. 

3. Deduktív módszerrel és 1H NMR-pH titrálásokkal meghatároztuk a legbázikusabb 

fehérjealkotó aminosav, az arginin összes mikroállandóját. A molekula három 

báziscentrumot tartalmaz: egy guanidino- (G), egy amino- (A) és egy 

karboxilátcsoportot (C). A csoportok bázicitása, mint ismert, jelentősen eltér 

egymástól, így a mikroállandók kiszámítása csak deduktív módszerrel lehetséges, 

hiszen a minor mikrorészecskék több nagyságrenddel kisebb koncentrációban 

fordulnak elő. Modellvegyületként két, az argininnel izoelektronos vegyületet 

választottunk, melyek csak két-két protonálható csoportot tartalmaznak: citrullint és 

argininamidot. A számításokat egy független kísérleti adattal támasztottuk alá: a 
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citrullin metilészterének, az arginin rokon származékának makroállandója jó 

egyezést mutatott az arginin megfelelő mikroállandójával. 

Az első protonálódási állandó irodalmi értéke egy logaritmus egységgel 

alacsonyabb, mint az általunk mért érték, így ennek megfelelő az izoelektromos 

pont is magasabb (11,41). Ezzel szemben az izoelektronos citrullin izoelektromos 

pontja 5,5 e gységgel alacsonyabb (6,91). Ez az irodalomban közölt legnagyobb 

eltérés két izoelektronos molekula között. 

Eredményeink szerint a minor mikrorészecskék koncentrációja 5, illetve 10 

nagyságrenddel kisebb, mint a major részecskéké. 

4. Meghatároztuk két lineáris triamin (spermidin és norspermidin) és két tetraamin 

(spermin és norspermin) összes makro- és mikroállandóját. A makroállandókat pH-

potenciometriás és 1H NMR-pH titrálási görbék szimultán kiértékelésével 

számítottuk ki. A mikroállandókat az egyes csoportok protonáltságának szelektív 

nyomon követésével, 15N NMR-pH titrálásokkal határoztuk meg. Az irodalomban a 

csoportspecifikus protonálódási állandókat csak 13C NMR-pH titrálási adatokból 

határoztak meg, azonban az eredmények megbízhatósága kérdéses, hiszen a 

báziscentrumok igen közel helyezkednek el egymáshoz, így a szénatomok kémiai 

eltolódása nem tekinthető a mellettük lévő aminocsoport protonálódására 

szelektívnek. 

A minor protonálódási útvonalhoz tartozó mikroállandókat azonban a 15N NMR-pH 

titrálási görbék alapján nem lehet pontosan meghatározni, hiszen hozzájárulásuk az 

analitikai jelhez elhanyagolható. Ezért deduktív módszerrel határoztuk meg ezeket 

a mikroállandókat, egy kevesebb protonálható csoportot tartalmazó modellvegyület 

párkölcsönhatási tényezőjének átvitelével. 

A négycsoportos vegyületek mikroállandóit azonban elvileg sem lehet 

meghatározni a k ísérleti adatokból, az összes állandó kiszámításához további 

adatokra is szükség van. Ezek a spermidin és norspermidin megfelelő 

párkölcsönhatási tényezői voltak, így már összes mikroállandó kiszámíthatóvá vált. 

Eredményeink szerint a többszörösen protonált részecskék között minden esetben 

azok a fordulnak elő nagyobb arányban, ahol a töltések egymástól minél távolabb 
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helyezkednek el. A kétszeresen protonáltak esetén ezek az AB’ és az AA’ 

részecskék, a háromszor protonáltak közül pedig az ABA’ species. 

5. Megmértük az elsőként felfedezett aminoglikozid típusú antibiotikum, a 

sztreptomicin és aglikonja, a sztreptidin protonálódási állandóit. A molekulák 

három, illetve két báziscentrumot tartalmaznak (két guanidino és egy szekunder 

amino illetve két guanidino). Elsőként sikerült meghatároznunk két guanidino 

csoport párkölcsönhatási tényezőjét, amelynek értéke lényegesen alacsonyabbnak 

bizonyult, mint az 1,3-diaminopropán két nitrogénje közötti kölcsönhatási tényező. 

Ezt azzal magyarázhatjuk, hogy a protonált guanidinocsoportokon a töltések 

valószínűleg nagyobb mértékben találhatóak a „távolabbi” nitrogénatomokon. A 

kiterjedt delokalizáció miatt azonban a töltést nem lehet egyik nitrogénhez sem 

egyértelműen hozzárendelni. A sztreptidinből számított kölcsönhatási tényező 

átvitelével meghatároztuk a sztreptomicin egyes guanidinocsoportjaik bázicitását. 

Eredményeink szerint az 1-es helyzetű, sztérikusan kevésbé árnyékolt csoport 

bázicitása kétszer nagyobb, mint a 3 -as helyzetűé. A molekula olyan erős bázis, 

hogy a molekulák 25 %-a még 1 M NaOH oldatban is protonált állapotban 

található. 

6. A Gauss-féle négyzetes hibaterjedési törvény alkalmazásával elsőként számítottuk 

ki a mikroállandók hibáját. Megmutattuk, hogy deduktív módszer esetén csak akkor 

számíthatjuk ki reális hibával a mikroállandókat, ha a modellvegyületek a valóban 

minor részecskéknek feleltethetőek meg. Az egyes báziscentrumok 

protonálódásának szelektív nyomon követésével viszont csak összemérhető 

bázicitások esetén kaphatjuk meg a mikroállandókat reális hibával. 
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7. Összefoglalás 

Az igen erősen lúgos oldatok pH-jának pontos és torzításmentes meghatározása 

rendkívül nehéz feladat, hiszen a leggyakrabban használt módszer, a kombinált 

üvegelektróddal történő pH-mérés pontossága nem megfelelő. E hiányosság 

kiküszöbölésére kidolgoztunk egy 1H NMR-alapú pH-meghatározási eljárást. Ennek 

során NMR-pH indikátormolekulák kémiai eltolódásából számíthatjuk az oldat pH-ját. 

A sorozat indikátorparamétereit a hidrogénion-aktivitás alapú pH-skálán, 25 °C -on, a 

két leggyakrabban használt ionerősségen (0,15 M és 1,00 M) határoztuk meg. 

Megmutattuk, hogy öt indikátormolekula segítségével (diklórecetsav, aceton oxim, 

szarkozin, ecetsav és imidazol) a teljes (0–14 közötti) pH-tartomány lefedhető. 

Ez a pontos és torzításmentes pH-meghatározási módszer lehetővé tette számos, igen 

erősen bázikus molekula protonálódási folyamatainak jellemzését. 

Meghatároztuk két, igen erősen bázikus biguanidin-típusú orális antidiabetikum, a 

metformin és a fenformin két-két protonálódási állandóját. 

Meghatároztuk a legbázikusabb fehérjealkotó aminosav, az arginin mindhárom 

makroállandóját, és deduktív módszerek alkalmazásával kiszámítottuk a molekula 12 

csoportspecifikus protonálódási mikroállandóját. A mikroállandók alapján az arginin 

minor mikrorészecskéi 5, illetve 10 nagyságrenddel kisebb koncentrációban fordulnak 

elő a domináns részecskéknél. 

Elsőként határoztuk meg két guanidinocsoporttal rendelkező molekulák 

(sztreptomicin és sztreptidin) protonálódási állandóit és számítottuk ki két 

guanidinocsoport kölcsönhatási tényezőit. Meghatároztuk a sztreptomicin major 

protonálódási útvonalához tartozó mikroállandókat. 

Meghatároztuk két lineáris triamin (spermidin és norspermidin) és két lineáris 

tetraamin (spermin és norspermin) összes makro- és mikroállandóját. A 

makroállandókat 1H NMR-pH és pH-potenciometriás titrálási görbék szimultán 

kiértékelésével számítottuk ki. A mikroállandókat 15N NMR-pH titrálások alapján 

határoztuk meg. 

Elsőként számítottuk ki a mikroállandók standard hibáját, a Gauss-féle négyzetes 

hibaterjedési törvény alkalmazásával. 
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8. Summary 

The measurement of high pH has always been a difficult task, as for highly basic 

solutions the accuracy and precision of the glass electrode is not sufficient. We have, 

therefore, elaborated a 1H NMR-based method for the accurate measurement of high 

pH. By this method, the pH is calculated from the observed chemical shifts of indicator 

molecules. The indicator parameters were determined at 25 °C, at the two most 

commonly used ionic strengths (0,15 M and 1,00 M), in terms of the activity based pH-

scale. It was shown, that the whole (0-14) pH range can be cover by five indicator 

molecules (dichloroacetic acid, acetone oxime, sarcosine, acetic acid and imidazole). 

This unbiased method enables the characterization of highly basic molecules in terms 

of protonation constants. 

We have determined the protonation constants of two highly basic biguanide type 

oral antidiabetics, metformin and phenformin. 

We have determined the protonation macroconstants of arginine, the most basic 

natural amino acid. The 12 microconstants were calculated by deductive methods. The 

pH-dependent distribution of the 8 microspecies was calculated. The results showed that 

the occurrence of the minor species are 5 and 10 orders of magnitude lower, than the 

major ones. 

We have determined protonation constants of molecules containing two guanidino 

groups (streptomycin and streptidine) and the interactivity parameter between the two 

guanidino groups. We have calculated the microconstants of the major microspecies of 

streptomycin. 

We have also determined the macro- and microconstants of two linear triamines 

(spermidine and norspermidine) and two tetraamines (spermine and norspermine). The 

macroconstants were calculated by the simultaneous evaluation of potentiometric and 
1H NMR-pH titrations. In order to determine the microconstants 15N NMR-pH titrations 

were carried out. 

The standard error of the microconstants was calculated for the first time, by the 

quadratic error propagation rule of Gauss. 
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	Rövidítések jegyzéke
	1. Bevezetés
	A legtöbb bio- és gyógyszermolekula két vagy több protonálható csoportot tartalmaz [1]. Az ionizálható molekulák szervezetbeni sorsát (farmakokinetikai paramétereit) külső körülmények (a közeg pH-ja, hőmérséklete, relatív permittivitása) és belső paraméterek (molekulaszerkezet, lipofilitás, töltés és töltéseloszlás) határozzák meg. Az utóbbiakat különböző sav-bázis paraméterekkel, például a protonálódási állandóval (logK) jellemezhetjük. Ezen értékek ismerete nélkülözhetetlen a gyógyszerfejlesztés minden fázisában, a törzskönyvezéshez nagy precizitással meghatározott protonálódási állandók szükségesek.
	A gyógyszerek célmolekulához való kötődése már nemcsak a bruttó ionizációs állapottól függ, az egyes csoportok protonáltsági állapota is nagymértékben befolyásolja azt. Ezeket a folyamatokat a mikroszkopikus protonálódási állandókkal jellemezzük.
	Ezeket a mikroállandókat pH-függő, csoportspecifikus spektroszkópiai módszerrel vagy rokon szerkezetű vegyületek bázicitásadatainak átvitelével lehet meghatározni.
	Számos biológiai és gyógyszerészeti szempontból fontos vegyület tartalmaz igen erősen bázikus funkciós csoportokat (guanidino, amidin stb.) amelyek protonálódási folyamatai igen erősen lúgos közegben játszódnak le, ahol a pH pontos meghatározása csak igen körülményesen lehetséges. Az irodalomban közölt protonálódási állandó értékek nagy része jelentős hibával terhelt, a magas pH-értékek meghatározásainak torzítottsága miatt.
	Az egyensúlyi oldatkémia eszköztárában nem találhatunk olyan módszert, melynek segítségével egyszerűen, gyorsan és torzításmentesen határozhatóak meg akár szélsőségesen magas pH-értékek. Egy ilyen módszer kidolgozásával tehát lehetőségünk nyílna olyan molekulák logK értékeinek meghatározására, melyeket eddig nem jellemeztek kellő pontossággal.
	2. Célkitűzések
	Munkánk során célul tűztük ki több, biológiai és gyógyszerészeti szempontból jelentős, igen erősen bázikus vegyület protonálódási makro- és mikroegyensúlyainak vizsgálatát. Eredményeink szerint az irodalomban közölt logK értékek nagy része hibás, főként a megfelelő pH-mérési módszer hiánya miatt.
	A folyamatok jellemzéséhez szükséges egy olyan módszer kidolgozása, amellyel pontosan és torzításmentesen lehet mérni akár szélsőségesen magas pH-értékeket. Célunk tehát egy olyan 1H NMR módszer kifejlesztése, ahol indikátormolekulák kémiai eltolódásából számíthatjuk ki az oldat pH-ját a teljes 0-14 közötti pH-tartományban.
	Célul tűzzük ki a legbázikusabb fehérjealkotó aminosav, az arginin mikroállandóinak pontos meghatározását 1H NMR–pH módszerrel. A mikroállandók meghatározása csak modellvegyületek bázicitásadatinak átvitelével, deduktív módszerrel lehetséges.
	További célunk az elsőként felfedezett aminoglikozid-típusú antibiotikum, a sztreptomicin protonálódási folyamatainak részletes vizsgálata, a két guanidinocsoport csoportspecifikus bázicitásainak meghatározása. A sztreptidin, az egyetlen rendelkezésre álló modellvegyület segítségével a sztreptomicin major mikrorészecskéinek protonálódási állandóit határozhatjuk meg.
	Végül olyan 15N NMR módszert fejlesztünk ki, amellyel az egyes aminocsoportok bázicitása csoportspecifikus módszerekkel meghatározható. A módszer segítségével a sejtciklus szabályozásában igen jelentős szerepet betöltő lineáris poliaminok és nor-származékaik mikroállandóit számítjuk ki.
	3. Irodalmi áttekintés
	Az irodalmi összefoglalás első részében a pH definícióját, valamint a többértékű savak és bázisok ionizációjával kapcsolatos fogalmakat tekintjük át. Ezután röviden ismertetjük a protonálódási állandók meghatározásának módszereit, majd áttekintjük a jelen dolgozatban vizsgált molekulák biológiai és gyógyszerészeti jelentőségét, főbb alkalmazásait, valamint eddig publikált bázicitásadatait.
	3.1. A pH fogalma, különböző pH–skálák

	A pH az oldatok savasságát jellemző mérőszám, melyet Sørensen 1909-ben vezetett be, mint „hidrogénion-exponenst” [2]. Ezt követően többféle pH-skála használata terjedt el, és a pH egységes definíciója több évtizedes diszkusszió eredményeként tisztult le [3-6]. A gyakorlatban kétféle pH–skálát alkalmaznak: az aktivitás- és a koncentráció-alapú skálákat. 
	Az aktivitás-alapú skála használata során az egyensúlyi folyamatokat a komponensek relatív aktivitásával jellemezzük, így a pH definíciója:
	ahol mH a hidrogénionok molális koncentrációja, m0 a standard molalitás (1 mol/kg), γH az aktivitási tényező. A  és további egyenletekben: .
	A koncentráció-alapú skála alkalmazásával a kémiai egyensúlyokat sztöchiometrikus egyensúlyi állandókkal jellemezzük, ennek megfelelően az oldat savasságát is a protonok koncentrációjából származtatjuk, azaz: 
	A kétféle skála természetesen átszámítható egymásba, egy korrekciós tag levonásával:
	Az NMR–pH titrálások során alkalmazott oldatok általában nehézvizet is tartalmaznak a stabil frekvencia „lock” elérése céljából. Ilyen oldatokban azonban a deutérium izotópeffektusa miatt az ionszorzat kisebb, mint könnyűvíz esetében:  vs. , ennek megfelelően a pH– és a pD–skálák sem egyformák. A IUPAC nehézvizes közegre is megad elsődleges standard puffereket, melyekkel a pD skálára kalibrálható az elektród [7]. A mindennapi gyakorlatban azonban nem terjedt el az ilyen pufferek használata, főképp a deuterált vegyszerek lényegesen magasabb ára miatt. Így inkább könnyűvizes pufferekkel végzik a kalibrációt, és a nehézvízben mért értéket korrekció nélkül használják. Az így kapott skála jelölése pH* vagy pHD. A kétféle skála a Gross-Butler-Purlee elmélet szerint számítható át egymásba [8,9]: pD = pH* + 0,44.
	3.2. A pH meghatározásának módjai

	Az oldatok pH-ját legpontosabban elektrokémiai módszerrel lehet meghatározni, a IUPAC által definiált standard pufferek pH-ját ún. Harned-cellával történő méréssel határozták meg [10]. A Harned-cella diagramja:
	Pt│H2│Puffer, │AgCl│Ag 
	A Harned-cellák hátránya, hogy hidrogénelektródot tartalmaznak, így a laboratórium gyakorlatban nem terjedtek el, körülményes alkalmazásuk miatt.
	3.2.1. pH mérés kombinált üvegelektróddal

	A kombinált üvegelektród lényegében egy hidrogénionra szelektív elektród, melyet egybeépítettek egy (általában ezüst/ezüst-klorid) referenciaelektróddal. Celladiagramja a következő:
	Ag│AgCl│KCl(aq.)║minta│üvegmembrán│KCl(aq.)│AgCl│Ag 
	Az oldatok csatlakozását ║ jelöli, itt Ej diffúziós potenciál léphet fel. Az üvegelektród érzékenységét az elektromotoros hatékonysággal jellemezhetjük:, ahol k’ a mért, míg k a nernsti meredekség. Az eltérést a szilanolcsoportok disszociációja okozza [11]. Az elektróddal mért potenciálkülönbség tehát a következőképpen írtható fel:
	Erősen savas (pH<1) vagy lúgos (pH>12,5) oldatokban az elektród válasza nem követi a lineáris Nernst-egyenletet . Ilyen oldatokban az erősen mozgékony hidrogénionok és hidroxidionok hozzájárulása már jelentős a diffúziós potenciálhoz. Lúgos közegben a nagy koncentrációban jelen lévő alkálifém-ionok (Na+, Li+, K+) helyettesíthetik a hidrogéniont az üvegelektród membránján [3]. Ez a jelenség az alkálihiba, akár 1 pH egységnyi eltérést is okozhat.
	Ilyen oldatok esetén a hidrogénion- vagy a hidroxidion-koncentrációt számítással lehet a legpontosabban meghatározni a IUPAC irányelvei alapján [12]. Az ionerősség beállítására, az alkálihiba csökkentése érdekében, tetraalkilammónium-sót javasolnak. A szén-dioxid abszorpció elkerülése miatt célszerű a mérések valamilyen inert gáz (nitrogén, argon) atmoszférában végezni.
	A kombinált üvegelektród alkalmas mind a pH, mind a p[H] mérésére is, természetesen eltérő kalibrációval. A pH-skálára történő kalibráció során egy vagy több standard (IUPAC által definiált vagy arra visszavezethető) puffer feszültségét mérjük, majd az E – pH adatpár(ok)ból számítjuk ki az elektród paramétereit a  egyenlet szerint. A VIII. Magyar Gyógyszerkönyv kétpontos kalibrációt ír elő [13], ekkor a pH mérés pontossága ±0,05 egység. Ennél pontosabb méréshez többpontos (4 vagy 5) kalibráció szükséges, az E0’ és k’ elektródparamétereket pedig lineáris regresszióval határozzuk meg. Ez a módszer ±0,02 egység pontosságot tesz lehetővé.
	A p[H] skálára történő kalibrációja egy üres (blank) titrálással történik. Ekkor pontosan ismert koncentrációjú erős savat titrálunk egy pontosan faktorozott erős bázissal (esetleg fordítva), így minden pontra kiszámítható a . A mért E – számított p[H] adatpárokból súlyozott lineáris regresszióval kaphatjuk meg az elektródparamétereket [14,15]. 
	A pH számítása megoldható spektroszkópiai adatokból is, például UV abszorbanciából, fluoreszcens emisszióból vagy NMR kémiai eltolódásból.
	3.2.2. pH meghatározása optikai spektroszkópiával

	A pH ilyen módon történő meghatározására több példát is találhatunk:
	 Erősen lúgos oldatok pOH-ját egy cellulóz-membránhoz rögzített festék, a „Tiazol sárga” (Thiazole yellow) 512 nm-en mért abszobanciájából számították [16].
	 In vivo pH-mérésre számos különböző fluoreszcens festéket használtak: fluoreszceinek, rodaminok, 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-indacén festékek (BODIPY) és egyéb származékok. Ezeknél a módszereknél a fluoreszencia intenzitása változik a protonálódás hatására, a változás mértékéből számítható a pH [17]. 
	3.2.3. pH meghatározása NMR spektroszkópiával

	Az oldatok pH-ja NMR spektroszkópiai adatokból is számítható, ha egy NMR jel kémiai eltolódása függ az oldat pH-jától.
	Egy NMR–aktív mag kémiai eltolódása a következő egyenlettel írható le:
	ahol a vizsgált mag,  a referenciaanyag magjának rezonanciafrekvenciája, Hz-ben,  és  ugyanezen magok árnyékolási tényezője,  pedig a spektrométer MHz-ben kifejezett alapfrekvenciája.
	A protonálódás vizes oldatban általában pillanatszerűen gyors folyamat az NMR „időskáláján” , ezért a protonált és a deprotonált forma egy közös rezonanciajelet ad a részecskék  és  kémiai eltolódásainak móltörtekkel súlyozott átlagánál [18-20]:
	ahol  a közös rezonanciajel kémiai eltolódása, és  a deprotonált és a protonált forma kémiai eltolódásai (határeltolódások), és  a móltörtjeik, pedig a protonálódási állandó.
	A  egyenlet logaritmizálásával és Henderson-Hasselbach típusú átrendezésével közvetlenül számíthatjuk a pH-t a mért kémiai eltolódásból:
	Tehát, ha egy NMR–pH indikátormolekula indikátorparaméterei (határeltolódásai és protonálódási állandója) ismertek, akkor a kémiai eltolódásból számítható a pH (kellő pontossággal általában  intervallumban)
	NMR–pH indikátormolekulákat szinte minden NMR–aktív magra találhatunk a szakirodalomban, a következőkben ezeket tekintjük át. A legtöbb indikátormolekulát in vivo vagy ex vivo NMR, MRI vagy MRS technikákhoz publikálták, kevés példát találhatunk in vitro alkalmazható pH-indikátorokra.
	3.2.3.1. 1H NMR–pH indikátormolekulák

	Bár az 1H NMR módszerek lényegesen érzékenyebbek, mint a 31P vagy 13C spektroszkópia, in vivo pH meghatározásra csak kevés indikátormolekula alkalmas, hiszen a számos biomolekula 1H NMR jelei nagymértékben átfednek.
	A szakirodalomban főként az imidazolt és származékait használták, mint indikátormolekulákat. A vegyületek képlete a 3.1 ábrán látható. Rabenstein és mtsai. intakt eritrociták intracelluláris pH-jának meghatározására imidazolt használtak [21]. Az imidazol pH–indikátorként történő alkalmazását az általános kémia gyakorlat keretében is javasolták [22]. Ezen kívül még több imidazol-származékot is alkalmaztak intra– és extracelluláris pH mérésére [23,24]: imidazol-1-ilacetát (Im. acetát), imidazol-1-ilmalonát (Im. malonát), imidazol-1-il-3-glutarát (Im. glutarát) és imidazol-1-il-2-szukcinát (Im. szukcinát). Az imidazol-1-il-2-szukcinát félészterét (imidazol-etoxikarbonilpropionsav, IEP) extracelluláris pH mérésére alkalmazták [25-27].
	A citoszol pH-ját a hisztidin kémiai eltolódásából határozták meg [28]. A kapott eredmények jó egyezést mutatnak a 31P spektroszkópiával kapott értékekkel [29]. 
	/
	3.1. ábra: 1H NMR–pH indikátormolekulák
	3.2.3.2. 31P indikátormolekulák

	Először Moon és Richards alkalmazott NMR spektroszkópiát a pH mérésére: a 2,3-biszfoszfoglicerát (2,3-BPG) két foszforjele közötti kémiai eltolódás–különbségből számították az eritrociták intracelluláris pH-ját [30].
	A legtöbb esetben a foszfátion kémiai eltolódásával mérték a pH-t [31-35]. Az NMR spektrumokon a foszfokreatint használták referenciaként. A foszfátion azonban nem a legelőnyösebb pH–indikátor, hiszen a protonálódási állandó erősen függ az ionerősségtől, valamint az egyes sejtekben nagymértékben eltérnek a foszfát-koncentrációk.
	Egyéb biomolekulákat is alkalmaztak a pH meghatározására: ATP, 2,3-biszfoszfoglicerát, glukóz-6-foszfát (Glc-6-P) [36-39], azonban a foszfátionnál említett okok miatt ezek sem bizonyultak kellően robosztusnak.
	A fenti problémák kiküszöbölésére más szerkezetű molekulákat állítottak elő; főleg alkil- és aminofoszfonátokat: 3-aminopropilfoszfonsavat (3-APP) [40,41], fenilfoszfonsavat (PP) [42-44], metilfoszfonsavat [45,44], α- és β-foszforilált aminokat és pirrolidineket [46,47]. A vegyületek szerkezeti képlete a 3.2 ábrán látható.
	/
	3.2. ábra: 31P pH–indikátormolekulák
	A fentiek közül a legelőnyösebb indikátormolekulának a dietil(2-metilpirrolidin-2-il)foszfonát (DEPMPH) bizonyult, ugyanis a protonálódási állandója csak kismértékben változik az ionerősség függvényében, a kémiai eltolódás–különbség a protonált és a deprotonált forma között több mint 8 ppm.
	A skaláris csatolási állandókat is használták a pH kiszámítására [48]: a foszfition egykötéses csatolási állandója (1JP-H) nagymértékben különbözik a foszfit és hidrogénfoszfit-ionoknál (568,1 Hz vs. 620,7 Hz). A mért csatolási állandó, hasonlóan a kémiai eltolódáshoz, a két csatolási állandó móltörtekkel súlyozott átlaga:
	3.2.3.3. 19F NMR–pH indikátorok

	A 19F–NMR előnye a 31P módszerekkel szemben, hogy érzékenyebb és specifikusabb, hiszen lényegesen kevesebb fluortartalmú vegyület található az élő szervezetekben. Néhány vegyület képlete a 3.3 ábrán látható.
	Fluorozott aminosavakat (pl. difluormetil-alanin, F2MeAla) és aminokat (pl. trifluoretilamin, TFEA) használtak perfundált sejtek intracelluláris pH-jának számítására [49-52]. Néhány évvel később ugyanez a kutatócsoport fluorozott anilinszármazékokat alkalmazott indikátorként (pl. N,N-(metil-2-karboxilizopropil)-4-fluoranilin, NMFA és o-metoxi-származéka, OMeNFA) [53].
	Extracelluláris pH mérésére fejlesztették ki a ZK-150471 jelű szulfonamid-származékot, melynek nagy előnye, hogy csak az egyik fluor kémiai eltolódása változik a protonálódás hatására, a másik nem, így nem szükséges külső vagy belső referencia használata [54-56].
	A B6 vitamin fluorozott származékai képesek bejutni a sejtekbe, így a 6-fluorpiridoxol (6-FPOL) és 6-fluorpiridoxamin (6-FPAM) [57-59].
	/
	3.3. ábra: 19F NMR–pH indikátormolekulák
	3.2.3.4. 13C NMR–pH indikátorok

	Annak ellenére, hogy a 13C NMR spektroszkópia mindhárom fentebb tárgyalt módszernél kevésbé érzékeny, találhatunk példát in vivo és in vitro alkalmazásokra is (3.4 ábra).
	Békaizomsejtek pH-ját a karnozin (β-alanil-hisztidin) imidazolgyűrűjén lévő C2 atomjának kémiai eltolódásából számították [60]. A minták nem voltak izotópdúsítottak.
	Szívizomsejteket 13C-jelzett glukózzal inkubáltak, majd a glikolízis során keletkező szintén izotópjelzett glicerin-3-foszfát (G-3P) C3 atomjának eltolódásából számolták a pH-t [61].
	A nátrium-cianid az egyik legérzékenyebb indikátormolekula, ugyanis a kémiai eltolódás több, mint 50 ppm-mel változik a protonálódás során [62]. 13C jelzett nátrium-cianidot használtak különböző alumínium-citrát komplexek pH-jának meghatározására [63].
	Egy mesterséges zeolit képződéskor fellépő pH-változásokat pedig a morfolin szénjeléből számították ki [64].
	/
	3.4. ábra: 13C NMR–pH indikátorok
	3.2.3.5. pH meghatározása a víz protonjaival

	A víz protonjeléből történő pH-számítást MRI vizsgálatok esetén alkalmazzák, két módszer használható: pH-függő kémiai cserén alapuló mérések (Chemical Exchange Saturation Transfer, CEST) és pH-függő relaxációs anyagok alkalmazása.
	A CEST alapja, hogy a cserélhető (NH és OH) protonok szelektív besugárzása csökkenti a mágnesezettségüket, majd ez a csökkenés pH-függő sebességgel kerül át a víz protonjaira. A pH meghatározásához a vízjel amplitúdóját és a spin-rács relaxációs idejét (T1) is mérik. Ilyen célra 5,6-dihidroxiuracilt [65] és az endogén fehérjék amidprotonjait [66] használták. A módszer legnagyobb hátránya, hogy a cserélhető protonok nagy koncentrációja szükséges (>40 mM). A CEST érzékenysége jelentősen növelhető paramágneses lantanoida-komplexek alkalmazásával [67,68].
	A pH-függő relaxációs anyagok az in vivo pH-mérés térbeli felbontását jelentősen javították [69-72], azonban a számításokhoz szükség van a kontrasztanyag koncentrációjának pontos ismeretére. Ezért a mérésekhez pH-függő és pH-független relaxációs anyagok összehasonlítására van szükség [72].
	3.2.3.6. 1H NMR–pH indikátormolekula-sorozatok a pH meghatározására

	Mivel egy-egy indikátormolekulával csak a protonálódási állandójukhoz közeli pH-tartományban lehet az oldat pH-ját számítani, így szélesebb tartomány lefedéséhez több indikátormolekulára van szükség.
	Az ideális indikátormolekulával szembeni kritériumok a következőek:
	 egyszerű NMR spektrum (maximum 2, lehetőleg szingulett jel)
	 minél nagyobb eltolódás-változás a protonálódás hatására
	 inertség az oldat komponenseivel szemben
	 stabilitás
	Ezen szempontoknak megfelelő indikátormolekula-sorozatból eddig hármat közöltek a szakirodalomban.
	Szakács és mtsai. egy 5 molekulából álló 1H és 31P indikátor-sorozatot használtak a 0–12 közötti pH tartományban [73]. A vegyületek képletét, protonálódási állandóit és határeltolódásait a 3.5 ábra tartalmazza.
	A protonálódási állandókat p[H] skálán határozták meg 22 °C-on, az ionerősség 1 M volt. A munka egyik újdonsága az alacsony p[H] értékek pontos meghatározása, diklórecetsav indikátorral, hiszen az üvegelektród pontossága és torzítatlansága pH < 1 oldatokban kérdéses. Az eddig közöltek közül [73-75] ezzel a sorozattal lehet lefedni a legszélesebb pH-tartományt.
	A módszer hátránya, hogy a 31P indikátorok miatt általában külső referenciát (85% -os foszforsavat) kell használni, ami a mérések érzékenységét jelentősen rontja. A foszfátion kémiailag nem teljesen inert, számos molekulával kölcsönhatásba léphet. Lúgos közegben a pH-meghatározás pontossága is alacsonyabb, a teljes hiba 0,1 pH egység.
	/
	3.5. ábra: Szakács és mtsai. által használt NMR-pH indikátorok
	Baryshnikova és munkatársai [74] (3.6 ábra) biológiai mérésekhez általánosan alkalmazott pufferanyagokat használtak pH-indikátorként. A sorozattal a 2,5 – 9,8 közötti tartományban lehet pH-t mérni. A méréseket 30 °C-on, 0,1 M ionerősség mellett végezték.
	/
	3.6. ábra: Baryshnikova és mtsai. által alkalmazott indikátormolekulák
	A harmadik sorozatot Tynkkynen és mtsai. közölték [75] (3.7 ábra). A molekulák savas közegben alkalmasak pH-mérésre (0-7,2 tartományban). A szerzők vizsgálták a határeltolódások és a protonálódási állandók függését az oldat ionerősségétől, és a saját fejlesztésű programjuk, a GETpHN forráskódját is közölték.
	/
	3.7. ábra: Tynkkynen és mtsai. által bevezetett molekulák.
	3.3. Protonálódási folyamatok makroszkopikus szintű leírása

	A sav-bázis egyensúlyokat a továbbiakban egységesen a konjugált bázis protonfelvételével jellemezzük. Ha egy vizsgált molekula csak egyetlen protonálható csoportot tartalmaz, a protonálódási folyamat egyértelműen jellemezhető a protonálódási állandóval .
	Fontos megemlíteni, hogy a mérések módjától (praktikusan az elektródkalibrációtól) függően más-más egyensúlyi állandóhoz jutunk: a látszólagos egyensúlyi állandókat a p[H] skála használatakor kaphatjuk meg, a  egyenlet szerint. Ha az elektródot a hidrogénion-aktivitásra kalibráltuk, akkor az ún. vegyes vagy Brønsted állandókhoz jutunk:
	Bár minden mérésünket aktivitás-alapú pH-skála alkalmazásával végeztük, a továbbiakban nem jelöljük az egyenletekben, hogy a hidrogénion-aktivitást mértük, egységesen a  jelölést alkalmazzuk.
	Többcsoportos molekulák protonálódási folyamatait lépcsőzetes (Ki) vagy kumulatív (βi) protonálódási állandókkal jellemezhetjük.
	A fenti egyenletekben Lz jelöli a molekula z töltésű, legbázikusabb formáját, amely n számú protont képes felvenni.
	A makroszkopikus protonálódás leírásához gyakran alkalmazott az ún. Bjerrum-görbe vagy függvény, amely adott pH-n megadja a molekulák által felvett protonok átlagos számát:
	A fenti egyenletben β0=1.
	3.3.1. Makroállandók meghatározására használt módszerek áttekintése

	A makroállandók meghatározására minden olyan módszer használható, ahol a mért mennyiség a vizsgált molekula protonfelvételével kapcsolatba hozható. A továbbiakban csak az általunk használt technikákat tekintjük át.
	3.3.1.1. pH-potenciometriás titrálás

	A pH-potenciometriás titrálás a protonálódási állandók meghatározásának igen pontos és leggyakrabban alkalmazott módszere [76]. A mérések során a vizsgálandó anyag (általában ismert mennyiségű erős savat is tartalmazó) oldatához folyamatos kevertetés közben adagoljuk egy erős bázis pontosan faktorozott titráló oldatának kis térfogatait. Ekkor a titrálási görbe minden pontjára kiszámítható a még nem semlegesített hidrogénionok (vagy a feleslegben lévő hidroxidionok) összkoncentrációja, a szabad H+ vagy  koncentrációját pedig üvegelektróddal mérjük. A két koncentráció közötti eltérés arányos a vizsgált molekula által felvett protonok számával:
	A fenti egyenletnek megfelelően a potenciometria 1,5-12 közötti logK értékű vegyületek mérésére alkalmas, ennél erősebben savas vagy bázikus anyagok esetén a pH-mérés vagy a titráló oldat adagolásának kis hibája is a görbe jelentős torzulásához vezethet.
	Az függvény szélesebb tartományban válik mérhetővé a különbségi titrálásos módszer alkalmazásával. Ekkor két titrálást végzünk: az első titrálásban ismert mennyiségű erős savat titrálunk erős bázissal, majd a másodikban az első titrálással azonos mennyiségű erős savhoz adjuk hozzá a mérendő anyagot, és ezt az oldatot titráljuk lúg oldattal. Adott pH-n a két görbe különbsége arányos az  függvénnyel. Egy n protonálható csoporttal rendelkező molekula esetén az alábbi függvény illeszthető a ΔV – pH adatsorokra:
	ahol A az egy protonálható csoportra fogyott mérőoldat ml-ben kifejezett térfogata, D pedig a pipettázási hibából és a ligandummal együtt bevitt protonok mennyiségéből adódó korrekciós tényező.
	Gondosan megtervezett és kivitelezett kísérletekkel 1,5 alatti vagy 12 feletti protonálódási állandók is meghatározhatóak [77,78].
	A pH-metriás mérések nagy előnye, hogy az egyes protonálódási lépcsőkhöz tartozó fogyások egyenlőek, így különösen jól alkalmazható átfedő protonálódási állandók meghatározására.
	A módszer hátrányai közé tartozik, hogy csak tiszta és nemillékony anyagok vizsgálatára alkalmas. A mérendő anyagra és az esetleges szennyezőkre fogyó mérőoldat mennyisége ugyanis nem különíthető el egymástól [62,76]. A méréseket a légköri CO2 is zavarja, ezt inert atmoszférában végzett mérésekkel lehet kiküszöbölni. A titrálások csak akkor adnak megbízható eredményt, ha a vizsgálandó anyag legalább 0,5 mM koncentrációban oldódik, ellenkező esetben túlságosan kicsi lesz a két titrálás különbsége.
	3.3.1.2. NMR–pH titrálás

	Abban az esetben, ha a vizsgált anyag valamilyen szennyezőt tartalmaz, vagy több anyagot mérünk egyszerre, a pH-metriás titrálás általában nem alkalmazható. Ilyen esetekben az NMR–pH titrálás jó megoldást jelent, ha az oldat komponenseinek NMR jelei külön-külön nyomon követhetőek, akár többdimenziós technikákkal.
	Az egyértékű savak és bázisok kémiai eltolódását megadó függvényt már tárgyaltuk a 3.2.3 fejezetben (6. oldal), itt most csak a többértékű ligandumok protonálódási folyamatainak leírására térünk ki.
	Egy n értékű ligandum kémiai eltolódását a pH függvényében az alábbi egyenlet írja le az NMR időskálán gyors cserereakciók esetén:
	ahol  az egyes makroszkopikus protonáltsági állapotokhoz tartozó kémiai eltolódásokat, a móltörtjeiket jelölik.
	A protonálódási állandó meghatározásának pontossága javítható, ha minél több magra szimultán illesztjük a  egyenletet.
	Ha a protonálódási lépések átfedőek , az egyensúlyi állandók meghatározása jelentős hibával terhelt, hiszen ekkor a köztes makroállapotokhoz rendelt kémiai eltolódások „bárhol” kijelölhetőek a görbe felszálló szakaszán. Az NMR–pH titrálások három vagy többcsoportos molekulák átfedő protonálódási állandóinak meghatározására a potenciometriánál kevésbé alkalmasak, hiszen itt az egyes protonálódási lépcsők „magassága”  nem egyforma.
	Ez abból is következik, hogy egy NMR aktív mag árnyékolási tényezője három komponensre bontható:
	A diamágneses tag  a mag körüli elektronsűrűséggel arányos, az elektronok árnyékolásának hatását írja le [79]. A paramágneses tag általában negatív előjelű, a betöltetlen pályákra történő elektrongerjesztéssel arányos. Az egyéb hatások  közé tartozik a teljesség igénye nélkül a térközeli csoportok mágneses anizotrópiája, a van der Waals kölcsönhatások, a konformációs vagy a szolvatációs hatások. 1H NMR spektroszkópiában a három tag közül általában a diamágneses hatás dominál [80], így főként az ionizáció okozta elektronsűrűség-változással arányos. Mivel az egyes báziscentrumok ionizációja más-más hatással van az adott mag körüli elektronsűrűségre, így a kémiai eltolódás változásához is eltérő mértékben járulnak hozzá.
	Mivel a kémiai eltolódásokat minden esetben viszonyítjuk valamilyen referenshez, ezért fontos olyan anyag választása, amely a vizsgált pH-tartományban nem változtatja az ionizációs állapotát, ebből következően a kémiai eltolódását sem [81]. Vizes oldatokban általában a 3-(trimetilszilil)propionát-d4 nátriumsóját (TSP) használják, amely csak egy jelet ad 1H NMR spektrumokban, azonban pH=5 körül inflexiót mutat a karboxilát protonálódása miatt [75]. Helyette a titrálások során ennek szulfonátsója, a 3-(trimetilszilil)-1-propánszulfonát (DSS) alkalmazása előnyösebb, hiszen protonálódása csak H0 = -6 körül következik be [82]. (H0 a Hammett féle savassági skála [83]).
	Az NMR–pH titrálásokat legalább négyféle módszerrel lehet végezni:
	 Egyedi minták módszere. Az oldatok pH-ját nagyobb térfogatban, állandó kevertetés mellett üvegelektróddal mérjük, és egyenként töltjük az NMR csövekbe. A módszer meglehetősen munka- és anyagigényes.
	 Egycsöves titrálás. A mérendő anyagot egyetlen NMR csőbe töltjük, ehhez µl-es mennyiségben adagoljuk a titráló oldatot, a pH-t mikroelektróddal mérjük. A módszer anyagtakarékos, azonban pontatlan, hiszen megfelelő kevertetés nélkül mérjük a pH-t. Ez és a mikroelektród használata az egyedi minták módszerénél nagyobb pontatlanságot okoz.
	 In situ pH–meghatározás indikátormolekulákkal. A titrálást végezhetjük az egyedi minták módszere szerint vagy az egycsöves technikával. A legfőbb különbség, hogy a pH-t a megfelelő indikátormolekulák kémiai eltolódásaiból számítjuk a  egyenlet (7. oldal) szerint. Pontossága megegyezik az egyedi minták módszerének precizitásával, sőt, megfelelő indikátormolekulák használatával erősen savas vagy lúgos oldatban meg is haladja azt.
	 Relatív bázicitások meghatározása. Két egyértékű, összemérhető erősségű bázis protonálódási állandóinak különbségét  szimultán titrálásukkor sokkal pontosabban kaphatjuk meg, mint a saját protonálódási állandóikat az egyedi δmért–pH adatsorok kiértékelésével. A módszer azon alapul, hogy szimultán méréskor az oldat pH-ja szükségszerűen ugyanaz, így tehát a  egyenlet alapján:
	 A kiértékelések során a pH nem szerepel az egyenletekben, a vizsgált molekula kémiai eltolódását ábrázoljuk az indikátormolekula kémiai eltolódásának függvényében:
	 ahol  a vizsgált molekula aktuális kémiai eltolódása,  a protonált és deprotonált forma határeltolódásai,  az indikátormolekula ugyanezen paraméterei, pedig a relatív bázicitás. A módszert először Perrin és Fabian alkalmazta [84], később Szakács és mtsai is használták [73,85].
	3.4. Protonálódási mikroegyensúlyok leírása és vizsgálata

	Míg a makroállandók csak a felvett protonok átlagos számát adják meg, a protonok funkciós csoportok közötti eloszlását a mikroszkopikus protonálódási állandók jellemzik. Csoportspecifikus protonálódási állandókat már 1895-ben leírtak [86].
	Az alapvető összefüggéseket egy háromcsoportos molekula példáján mutatjuk be. A mikroszkopikus szintű protonálódási egyensúlyok tárgyalásánál a töltéseket végig elhagyjuk.
	3.4.1. Háromcsoportos molekula mikroegyensúlyai

	A protonálható csoportokat A, B és C jelöli.
	/
	3.8. ábra: Egy háromcsoportos molekula protonálódási makro- és mikroegyensúlyai
	A 3.8 ábrán látható, hogy a 4 protonáltsági makroállapot (L, HL, H2L és H3L) összesen 8 mikrorészecskével jellemezhető.
	A mikro- és makrorészecskék koncentrációi között az alábbi összefüggéseket írhatjuk fel:
	A mikrospeciáció alatt az egyes mikrorészecskék pH-függő eloszlását értjük. A lépcsőzetes k mikroállandók az adott funkciós csoport bázicitását jellemzik, a többi csoport meghatározott állapotában. A jelöléseknél a felső indexben a protonálódó csoport, az alsó indexben pedig a már protonált csoportokat jelöljük, amennyiben vannak ilyenek. Az A csoport bázicitását például 4 mikrorészecskére írhatjuk fel: az L, a B, a C és a BC részecskékre, a következőképpen:
	A teljes mikrospeciációs séma 12 lépcsőzetes mikroállandót tartalmaz, ezek redundáns rendszert alkotnak, hiszen például az AB mikrorészecske képződése a Hess-tétel értelmében nem függhet a protonálódási útvonaltól, azaz mindegy hogy az L(A(AB vagy az L(B(AB útvonalon keletkezett. Ezért célszerű bevezetni az ún. kumulatív mikroállandókat (κ), hasonlóan a kumulatív makroállandókhoz (β):
	Így a teljes rendszer 7 κ állandóval leírható. A következő összefüggések érvényesek a makro és mikroállandók között:
	Az egyes mikrorészecskék egymásba alakulása rendkívül gyors folyamat, így általában összetett spektroszkópiai jelet adnak [87]. A legjobb esetben is csak az egyes csoportok pH-függő protonáltsági fokát kaphatjuk meg az NMR titrálási görbékből. Ezek az adott csoporton protonált részecskék móltörtjének összegei:
	Az egyes csoportok protonáltsági móltörtjeinek összege megegyezik az  függvénnyel: .
	Szakács és mtsai. megmutatták, hogy pusztán a kísérleti adatokból 3-nál több protonálható csoportot tartalmazó molekuláknál csak meghatározott szimmetriaviszonyok esetén számítható ki  egyértelműen az összes κ állandó az egyes csoportok protonáltsági móltörtjeiből [88]. Ezért célszerű az azonos protonáltsági fokhoz tartozó κ állandókat egy közös Q paraméterré összevonni, amelyeket minden esetben egyértelműen ki lehet számítani.
	A Q paraméterek és mikroállandók között a következő összefüggések érvényesek:
	A Q paraméterekből a makroállandókat is megkaphatjuk:
	3.4.1.1. Kölcsönhatási tényezők, csoportállandók

	A többcsoportos molekulákban a párkölcsönhatási tényező (E) azt számszerűsíti, hogy az egyik csoport protonálódása hogyan változtatja meg a másik csoport bázicitását, például:
	A kismolekulákban az egyik csoport protonálódása általában csökkenti a másik bázicitását. Ez a jelenség történhet kötéseken keresztül (statikus induktív effektus), melynek hatása általában 4-5 nem-konjugált kötés felett elhanyagolható [87,89]. Flexibilis molekulákban a hatás téren át is létrejöhet, így a pE értéke sohasem csökken nullára, ahogyan azt a lineáris α,ω-diaminok példája is mutatja (3.1 táblázat) [90].
	3.1. táblázat: Szimmetrikus diaminok kölcsönhatási tényezői (m az aminocsoportok közötti szénatomok száma, ) [90]
	A háromcsoportos molekulák esetén definiálhatjuk az ún. triplett kölcsönhatási tényezőt is , amely a harmadik csoport protonáltsági állapotának hatását számszerűsíti a másik 2 csoport kölcsönhatási tényezőjére.
	A kölcsönhatási tényezők és a perturbálatlan vagy intrinsic bázicitások segítségével bármely tetszőleges mikroállandó kifejezhető, például:
	A többcsoportos molekulák esetén természetesen a sor tovább bővíthető negyed- és magasabb rendű tagokkal, azonban a mérések szerint általában már a triplett kölcsönhatási tényező is elhanyagolható  [91,92].
	Totálszimmetrikus molekulák esetén a mikroállandók kiszámíthatók közvetlenül a makroállandókból, hiszen az egyes csoportok bázicitása azonos. Például egy kétcsoportos szimmetrikus molekula esetén: . Ilyen esetben a mikro- és makroállandók között a következő összefüggések érvényesek (a szimmetria miatt):
	3.4.2. Mikroállandók meghatározásának módszerei

	A makroállandókból csak totálszimmetrikus molekulák esetén számíthatók közvetlenül a mikroállandók. Minden egyéb esetben szükség van valamilyen többletinformációra, ami lehet rokon szerkezetű vegyület bázicitásadata (deduktív módszer) vagy valamilyen spektroszkópiai méréssel nyert információ, amelyből számítható az egyes csoportok protonáltsági fokát jellemző f függvény. A spektroszkópiai módszerek közül csak a jelen munkában alkalmazott NMR-pH titrálásokat tekintjük át, az optikai spektroszkópiás módszerekre nem térünk ki.
	3.4.2.1. Modellvegyületek bázicitásadatainak átvitele

	Már az első csoportspecifikus protonálódási állandókkal foglalkozó közleményben megemlítik, hogy a –COOH és a –COOCH3 csoportok hatása a másik csoport bázicitására közel azonos és jelentősen eltér a  így a megfelelő mikroállandó a modellvegyület makroállandójának feleltethető meg [86].
	Ilyen módon határozták meg a glicin minor, töltésmentes részecskéjének aminobázicitását, melyet metilészterének makroállandójával [93] azonosítottak.
	Az ilyen deduktív módszereket akkor célszerű alkalmazni, ha nem lehetséges a protonálódás csoportszelektív megfigyelése vagy ha a mikrorészecskék között bármelyik koncentrációja szélsőségesen alacsony [1]. Ilyen esetekben ugyanis a minor részecske hozzájárulása az analitikai jelhez olyan csekély, hogy spektroszkópiai módszerekkel csak nagy hibával kaphatunk róla információt [94].
	A legegyszerűbben a –COOH csoport „modellezhető”: metilészterként [93,20], etilészterként [95] vagy savamidként [96]. Az  csoportot acetamidként modellezték [97], míg a protonált aminocsoportok kvaternerezett származékokkal helyettesíthetők [98].
	A deduktív módszerek közé tartozik, hogy a modellvegyületnek nem a bázicitásadatait, hanem a kölcsönhatási tényezőt visszük át a vizsgált molekulára [99,91,92]. A kölcsönhatási tényezők értéke ugyanis kevésbé változik, mint maguk a mikroállandók [99,91,100,89,92].
	3.4.2.2. Mikroállandók meghatározása NMR-pH titrálással

	Az NMR-pH titrálás abban az esetben alkalmazható, ha bármelyik megfigyelt mag kémiai eltolódását csak egyetlen csoport befolyásolja. Ez a feltétel 1H NMR spektroszkópiánál akkor teljesül, ha legalább öt kötésnyi távolság van a másik báziscentrum és a megfigyelt mag között [101]. Ennek a kritériumnak azonban legtöbbször csak peptidek vagy fehérjék oldalláncai felelnek meg [102], kismolekuláknál általában ennél közelebb vannak egymáshoz a báziscentrumok.
	Ilyen esetben, ha a megfigyelt mag eltolódását csak a protonálódás befolyásolja, akkor a csoport protonáltsági foka kiszámítható a kémiai eltolódásból [103]:
	A 15N NMR titrálások során közvetlenül a nitrogénatomok protonálódását figyelhetjük meg, noha alacsony természetes előfordulása (0,37 %) miatt érzékenysége kicsi (0,1 % a protonokhoz viszonyítva) [104]. A nitrogénmagok kémiai eltolódását elsősorban saját protonálódásuk befolyásolja, néhány esetben más csoportok hatását is figyelembe kell venni. 15N NMR spektroszkópiával számos nitrogént tartalmazó bázis, mint lineáris poliaminok [105], gyűrűs poliaminok [106], aminoglikozid antibiotikumok [107], poliaminamidok [108], arginin [109], lizin [110], hisztidin [111], és guanidin-származékok [112] protonálódását vizsgálták.
	A módszer rendkívül alacsony érzékenysége szükségessé teszi rendkívül hosszú mérési idők vagy tömény oldatok (természetes izotóparány mellett) vagy pedig 15N dúsított minták használatát. Nagy térerejű, esetleg hűtött mérőfejjel ellátott NMR spektrométerek használatával a mérési idő jelentősen csökkenthető, különösen hidrogénen detektált többdimenziós módszerek alkalmazásával.
	3.5. Irodalmi áttekintés a poliaminokról

	Anthony van Leeuwenhoek már 1678-ban felfedezett az emberi spermában kihűlés során keletkező kristályokat [113], amelyekről később bebizonyították, hogy spermin-foszfát volt.
	Az élő sejtekben azóta számtalan poliamint fedeztek fel, a három leggyakoribb a putreszcin, a spermidin és a spermin [114]. Az általunk vizsgált vegyületek képleteit és számozását a 3.9 ábra mutatja.
	/
	3.9. ábra: Az általunk vizsgált poliaminok az NMR aktív magok később használt jelöléseivel
	Emlősökben a poliaminok szintézise az ornitinből indul, amelyet az ornitin-dekarboxiláz enzim alakít át putreszcinné. Ez egyben a teljes reakciósor sebesség-meghatározó lépése. A Putr ( Spd és az Spd ( Spm lánchosszabbításokhoz a propánamin rész dekarboxilált S-adenozil-metioninból származik.
	A poliaminok szerepe a sejtekben rendkívül sokrétű, a megfelelő intracelluláris koncentrációjuk elengedhetetlen a sejtek növekedéséhez és szaporodásához. Kimutatták, hogy daganatos sejtekben a poliaminok mennyisége jelentősen emelkedett a normál sejtekhez képest [115-117]. Ezért a poliaminok bioszintézisének gátlása jó terápiás célpontja lehet a tumorellenes szereknek [118]. Klinikai Fázis III. tapasztalok szerint az ornitin-dekarboxiláz gátlása növeli az agydaganatban szenvedő betegek túlélését [119].
	A poliaminok modulálják a DNS, az RNS, a nukleotid-trifoszfátok, a fehérjék és a savas karakterű molekulák működését [120]. A különböző sérülések utáni regenerációban is fontos szerepet játszanak [121-123], bioszintézisük gátlása akadályozza a sebgyógyulást [124].
	A poliamin-raktárak kiürülése apoptózist indukálhat, ugyanis számos extrinsic apoptotikus faktor (TNF–α, glukokortikoidok) kiüríti a poliamin raktárakat [125].
	A polikationos természetük miatt számos ioncsatorna funkcióit modulálják vagy gátolják. Az ioncsatornával kapcsolatos szerepüket a [126] közlemény foglalja össze.
	A poliaminok szerepe más fajokban rendkívül sokrétű, például alkaloidok prekurzorai [127-130], pókok és darazsak méreganyagai – melyek a központi glutamátreceptorok inhibitorai – is tartalmazhatnak poliaminokat [131,132].
	A norspermidint és a norspermint növényekben és algákban mutatták ki [133,134], pontos biológiai szerepük nem tisztázott.
	3.5.1. A vizsgált poliaminokra közölt bázicitásadatok áttekintése

	A vizsgált vegyületek közül mikroszkopikus protonálódási állandókat a spermidin és a spermin esetében publikáltak [135-137]. Az összes többi vegyület protonálódási folyamatait eddig csak makroállandók szintjén jellemezték. Az állandókat általában potenciometriásan határozták meg, sok esetben az ionerősséget nem tartották konstans értéken.
	3.2. táblázat: A vizsgált poliaminokra közölt protonálódási makroállandók
	3.2. táblázat (folytatás): A vizsgált poliaminokra közölt protonálódási makroállandók
	a: Nem beállított ionerősség
	3.5.2. A spermidin és spermin protonálódási szekvenciájának vizsgálata

	Kimberly és Goldstein 13C NMR spektroszkópiával vizsgálták a protonálódási folyamatokat [135], az egyes aminocsoportok protonáltsági móltörtjét a Sudmeier-Reilley–közelítés [154] alapján számították ki, amely szerint az egyes protonálódási centrumok hatása a vizsgált mag kémiai eltolódására additív:
	A C értékeket rokon szerkezetű vegyületekből vették, majd ezek alapján számították ki a mono-, di- és triprotonált részecskékben a báziscentrumok protonáltsági móltörtjét.
	Onasch és mtsai. a nitrogénekhez képest α helyzetű protonok kémiai eltolódását az egyes aminocsoportok protonálódásának szelektív indikátorának tekintette, majd ezekből számították a mikroállandókat [136].
	A csoportspecifikus protonálódási állandókat 13C NMR–pH titrálással határozták meg Frassineti és mtsai. [137]. A kiértékelést az általuk kifejtett szoftverrel, „klaszter sorfejtéssel” végezték.
	3.6. A vizsgált biguanidin-származékok

	Két biguanidin-származék protonálódási állandóit határoztuk meg: metformin (1,1-dimetilbiguanidin) és fenformin (1-(2-feniletil)biguanidin).
	/
	3.10 ábra: A vizsgált biguanidin-számazékok
	Mindkét vegyületet orális antidiabetikumként használják [155], sőt a metformin az elsőként választandó szer 2-es típusú diabetes mellitus terápiájában a Magyar Diabetes Társaság szakmai irányelve alapján [156]. A fenformint kivonták a forgalomból az alkalmazás során kialakuló tejsavas acidózis magas incidenciája miatt.
	A biguanidinek a guanidinekhez hasonlóan rendkívül erős bázisok, protonálódásuk már a pH>13 tartományban végbemegy. A második protonálódási lépés csak savas közegben megy végbe, sőt igen erősen savas közegben (pH < 0) háromszorosan protonált részecskék is megjelennek az oldatban [157].
	A metformin irodalmi protonálódási állandói ellentmondásosak, találunk példát  [158] és  értékre is [159]. A fenformin protonálódására  értéket közöltek [160].
	3.7. Arginin és modellvegyületei

	Az arginin (Arg) a legbázikusabb fehérjealkotó aminosav, az emberi szervezet számára feltételesen esszenciális. Fontos szerepet játszik a vérnyomás szabályozásában, valamint  az endogén NO szintézisében [161,162]. A folyamat során az arginin ornitinné metabolizálódik, amely a poliaminok prekurzora. Kimutatták, hogy az arginin fokozza a növekedési hormon elválasztását [163]. A szisztémásan adott Arg szívkoszorúér-betegségekben javítja a kardiovaszkuláris funkciókat [164,165].
	A citrullin (Cit) nem fehérjealkotó aminosav, az emberi szervezetben az ureaciklus során keletkezik ornitinből, az ornitin karbamoiltranszferáz enzim segítségével, vagy argininből, NO szintázok közreműködésével [166].
	Kimutatták, a Cit fokozza az aerob energiatermelést izomszövetben [167]. Annak ellenére, hogy nem fehérjealkotó aminosav, számos ún. citrullinált fehérjét találtak, amelyek poszttranszlációs módosítással keletkeznek ún. fehérje-arginil deimináz (protein-arginyl deiminase, PAD) enzimek közreműködésével.
	A citrullinizációnak fontos szerepe van a bőr keratinizációs folyamataiban, pikkelysömörös betegekben a citrullinált keratin szintje rendkívül alacsony [168]. A központi idegrendszerben a mielin fehérjék abnormális citrullinizációját találták sclerosis multiplexben szenvedő betegeknél [169,170]. A rheumatoid arthritis kialakulásában is szerepe van a PAD2 enzimeknek: a citrullinált fehérjék ellen (is) keletkeznek autoantitestek [171,172].
	A citrullin nem csak, mint önálló molekula fontos, hanem, mint az arginin egyik legjobb modellvegyülete is, hiszen a két vegyület izoelektronos, és a deprotonált részecskéik izosztérikusak, azonban az oldallánc bázicitásában jelentős a különbség a guanidino és karbamido csoportok eltérő tulajdonságai miatt.
	Az Arg három protonálható csoportot tartalmaz: guanidino (G), amino (A) és karboxilát (C), melyek bázicitása jelentősen különbözik egymástól. Az összes mikroállandó meghatározása nem lehetséges csoportspecifikus módszerekkel, hiszen a minor részecskék hozzájárulása az analitikai jelhez elhanyagolható. További nehézség a mikroállandók meghatározásánál, hogy az első protonálódás igen lúgos közegben következik be, ahol a pH üvegelektróddal történő meghatározása pontatlan.
	Ennek megfelelően az első protonálódási lépesre közölt makroállandók pontossága is kérdéses. Ez tükröződik az irodalomban található adatokban is, néhány közölt érték:  [173],  [174], [175]
	A karboxiláton protonált mikrorészecskék bázicitásának méréséhez további modellvegyületeket használtunk, ahol a karboxilcsoportot a vele izoelektronos savamiddal (argininamid, ArgNH2) illetve metilészterrel (citrullin metilészter, CitOMe) helyettesítettük. A vegyületek képlete a 3.11 ábrán látható.
	/
	3.11 ábra: Arginin és modellvegyületei
	Az Arg és a Cit mikroállandóit eddig mindössze egy közlemény tárgyalta [173], ahol potenciometriás titrálással határozták meg a makroállandókat, a minor részecskék koncentrációját elhanyagolták.
	3.8. Sztreptomicin és sztreptidin

	A sztreptomicin volt az első bakteriális forrásból, a Streptomyces griseusból izolált antibiotikum [176], amely egyben a tuberkulózis első hatékony gyógyszerének bizonyult. Jóllehet, toxicitása miatt erősen visszaszorult a használata, napjainkban mint másodvonalbeli antituberkulotikumot és nozokomiális fertőzések elleni antibiotikumot alkalmazzák.
	A sztreptomicin, mint a többi aminoglikozid, baktericid hatású, a baktériumok fehérjeszintézisét gátolja a riboszóma 30S alegységéhez kötődve [177,178], így hibás transzlációt okoz [179]. Az aminoglikozid antibiotikumok széleskörű terápiás alkalmazását leginkább súlyos mellékhatásaik gátolják, mint a vese- [180], és ototoxicitás [181].
	A sztreptomicin az aminoglikozidok 4-O-monoglikozid alcsoportjába tartozik, egy aglikonból (sztreptidin) és egy diszacharidból (sztreptobiózamin) áll. A diszacharidot L-sztreptóz (5-deoxi-3-C-formil-lixóz) és N-metil-2-deoxi-2-aminoglukóz alkotja.
	A sztreptidin (1,3-diguanidino-2,4,5,6-tetrahidroxiciklohexán) nem csak mint a sztreptomicin aglikonja, hanem mint önálló molekula is jelentős, hiszen az antibiotikum-rezisztenciáért felelős aminoglikozid-módosító–enzimek, főleg az O-adeniltranszferázok gátlószereként alkalmazható a sztreptomicin-rezisztens baktériumok ellen [182].
	/
	3.12 ábra: A sztreptomicin és a sztreptidin képlete, számozása.
	A sztreptomicin bázicitásadatait mindössze egy közlemény tárgyalja [183]. Az erősen lúgos oldatok pH-ját egy UV–pH indikátor, az alizarinsárga abszorpciójából számították, majd ezek segítségével írták fel a sztreptomicinre jellemző Bjerrum-görbét, amelyből meghatározták a protonálódási állandókat. Az így kapott állandók:  Az első két protonálódási lépéshez tartozó makroállandók közötti különbség 0,6 egység, ami megfelel a szimmetrikus kétértékű bázisok protonálódó csoportjai közötti statisztikus korrelációnak, ha a két csoport közötti kölcsönhatási tényező értéke 0. Ez is rámutat a számítások elvi hibájára, hiszen azt feltételezi, hogy a négy mikroállandó értéke megegyezik, ami véleményünk szerint nem lehetséges, hiszen a két csoport kémiai környezete is eltérő, valamint közel helyezkednek el egymáshoz, így protonáltsági állapotuk biztosan befolyásolja a másik csoport bázicitását.
	A sztreptidin bázicitásáról nem állnak rendelkezésre adatok.
	A sztreptomicin három báziscentrumot tartalmaz: két guanidino és egy szekunder aminocsoportot (3.12 ábra). A funkciós csoportok bázicitásában lévő nagy különbség miatt a teljes mikrospeciációs séma kiszámítása csak deduktív módszerekkel lehetséges. Az összes mikroállandó meghatározására alkalmas modellvegyület lehetne például a glukózamin kvaternerezett származéka (3.13. ábra A) vagy a két guanidinocsoport helyettesítése karbamidocsoportokkal (3.13. ábra B).
	/
	3.13. ábra: A sztreptomicin ideális modellvegyületei
	Ilyen vegyületeket azonban irodalmi kutatásaink alapján nem állítottak elő, így a rendelkezésre álló adatokból csak a major mikrorészecskékre vonatkozóan kaphatunk megbízható adatokat.
	4. A kísérleti munkában használt anyagok és módszerek
	4.1. Használt vegyszerek, vizsgált molekulák

	A mérésekhez használt alapvegyszereket (NaOH, KOH, NaCl, KCl, tömény sósav), az elektródkalibrációhoz alkalmazott pufferkomponenseket (nátrum-tetraoxalát, kálium-hidrogénftalát, KH2PO4, Na2HPO4, bórax) analitikai tisztaságban a Reanal, a Merck és a Sigma-Aldrich gyártóktól szereztük be. Az NMR–spektroszkópiához referenciaként 3-trimetilszilil-1-propánszulfonsav nátriumsót (DSS, ≥99 %, Fluka), tetrametilammónium kloridot (TMA, Sigma) és tetraetilammónium kloridot (TEA, Sigma) használtunk. A titrálások oldószereként kétszer desztillált vizet alkalmaztunk.
	A következő fejezetekben vegyületcsoportonként adjuk meg a vizsgált anyagok eredetét. A kereskedelemből beszerzett anyagok azonosítása és tisztaságuk ellenőrzése egy- és kétdimenziós NMR spektroszkópiával történt.
	4.1.1. NMR–pH indikátormolekulák

	A diklórecetsav (DCA, ≥99%), a klórecetsav (MCA, 99%), a hangyasav (99%), a szarkozin (Sarc, 98%), a terc-butilamin (TBA, 98%), a 4-hidroxipiridin (95%), a citozin (99%), az aceton oxim (98%), az acetaminidin hidroklorid (97%), az 1-metilguanidin hidroklorid (98%), a metformin (97%) és a fenformin (97%) Sigma-Aldrich termékei voltak. A nátrium acetátot, a trisz(hidroximetil)aminometánt és az imidazolt a Reanaltól szereztük be. (A vegyületek képletei az 5.1 ábrán láthatók).
	4.1.2. Arginin és modellvegyületei

	Az l-arginin (Arg, 99%) a Reanal terméke volt, az l-citrullint (Cit, 98%) és az l-argininamidot (ArgNH2, 97%) a Sigma-Aldrichtól szereztük be. A citrullin metilészterét Li és mtsai. receptje szerint [184] állítottuk elő: 1,75 g l-citrullinhoz (10 mmol) cseppenként 2,16 g trimetil-klórszilánt (20 mmol) adtunk, majd 20 ml metanollal 24 óráig szobahőmérsékleten kevertettük. Az oldószereket rotációs vákuumbepárlóval távolítottuk el, a citrullin metilészter hidrokloridját szilárd formában izoláltuk. A vegyület szerkezetét 1H és 13C NMR spektruma alapján igazoltuk. 1H NMR (D2O): δ 4,20 (t, 1H), 3,85 (s, 3H), 3,19 (t, 2H), 1,98 (m, 2H), 1,64 (m, 2H). 13C NMR (D2O): δ 173,5, 164,1, 56,7, 55,6, 42,3, 30,0, 27,6 ppm.
	A vegyületek képletei a 3.11 ábrán láthatóak.
	4.1.3. Lineáris poliaminok és modellvegyületeik

	A spermidin trihidrokloridot (Spd, 98%), a spermin tetrahidrokloridot (Spm, 99%), a norspermidint (Norspd, 98%) és a norspermint (Norspm, 95%) a Sigma-Aldrich cégtől vásároltuk. A 4-(3-aminopropilamino)butanolt (APAB) Lebreton és mtsai. receptje alapján állítottuk elő [185]: 50 ml butanolban feloldottunk 1,4 g (10 mmol) kálium-karbonátot, 0,33 g kálium-jodidot (2 mmol) és 3,0 g 1,3-diaminopropánt (40 mmol), majd cseppenként hozzáadtunk 2,2 g 4-klórbutanolt (20 mmol). Az elegyet 24 óráig refluxáltuk, majd szűrés után vákuumdesztillációval távolítottuk el az oldószereket. A terméket olajként izoláltuk, és további tisztítás nélkül használtuk fel. 1H NMR (D2O): δ 3,60 (t, 2H), 2,65-2,70 (m, 6H), 1,66 (t, 2H), 1,56 (m, 4H). 13C NMR (D2O): δ 61,7, 48,3, 46,1, 38,3, 30,7, 29,3, 24,5 ppm.
	A molekulák képlete és számozásai a 3.9 és az 5.15 ábrákon láthatóak.
	4.1.4. Sztreptomicin és sztreptidin

	A sztreptomicin szulfátot a Mercktől szereztük be. A sztreptidint Latorre és mtsai. receptje alapján szintetizáltuk: 5,0 g sztreptomicint 40 ml metanol és 1,5 ml tömény kénsav elegyében oldottunk fel. Az oldatból 72 óra múlva kivált a sztreptidin szulfát, melynek szerkezetét NMR spektroszkópiával igazoltuk. 1H NMR (D2O): δ 3,58 (t, 1H), 3,54 (t, 2H), 3,51 (t, 1H), 3,49 (t, 2H). 13C NMR (D2O): δ 74,8, 71,6, 70,9, 59,1 ppm. 
	A vegyületek képlete a 3.12 ábrán látható.
	4.2. Az üvegelektród kalibrációja

	A titrálásokhoz Metrohm 6.0234.110 katalógusszámú kombinált üvegelektródot használtunk, melyet a mérések előtt, a IUPAC irányelveknek megfelelően [6], négy, ismert pH-jú, standard tompító oldattal kalibráltunk. Minden mérés termosztált körülmények között történt, a hőmérséklet 25 ± 0,1 °C volt. Az alkalmazott pufferek összetételét és deklarált pH-ját a 4.1 táblázat tartalmazza.
	4.1. táblázat: A kalibráló pufferek összetétele és deklarált pH-ja
	4.3. NMR–pH titrálások

	A méréseket inverz geometriájú 5 mm-es gradiens mérőfejjel rendelkező Varian Unity Inova 600 MHz-es NMR spektrométeren végeztük 25±0,1 °C-on.
	Az NMR titrálások egységesen 5 mm-es NMR csőben történtek, az oldatok 5 v/v% D2O-t tartalmaztak, amely a Gross-Butler-Purlee–elmélet szerint csak 0,02 egységgel változtatja meg a pH-skálát [8,9], az üvegelektróddal történő mérések pontosságán belül. Az NMR spektrumok kémiai eltolódásait 0,1 mM koncentrációjú DSS (1H, δDSS = 0,000 ppm), 20 mM TEA (15N HMBC, δTEA = -316,7 ppm [186]), 5 mM TMA (13C HSQC, δTMA = 55,36 ppm) belső referensre vonatkoztattuk. A H2O rezonanciajelét kettős spin echo [187], (1H mérések) vagy előtelítő (presaturation) pulzussal [188] nyomtuk el (2D NMR mérések). Az NMR spektrométer belső skálájának referenciapontjai TMS (1H és 13C), illetve nitrometán (15N) voltak.
	4.3.1. Egyedi minták módszere

	Indikátormolekulák NMR–pH titrálása. Az egyenként összemért minták sorozata 0,5 – 2 mM koncentrációban tartalmaztak indikátormolekulákat. Az ionerősséget HCl, NaOH és KCl hozzáadásával állítottuk 0,15 M vagy 1,00 M értékre. A mintaoldatok pH-ját Metrohm üvegelektróddal határoztuk meg, 25 °C-on, a D2O tartalomra korrekciót nem végeztünk. Mivel az acetamidin lúgos közegben gyorsan hidrolizál acetamidra és ammóniára, így a pH = 10 – nél lúgosabb mintákhoz 1 µl 1 M acetamidin–törzsoldatot adtunk, majd késedelem nélkül rögzítettük 1H NMR spektrumát.
	Arginin és modellvegyületeinek NMR–pH titrálása. Három vegyületből (Arg, ArgNH2, Cit) különböző pH-jú oldatok készültek 1,00 M ionerősség mellett. A törzsoldatok 0,5 – 2 mM koncentrációban tartalmaztak indikátormolekulákat, a vizsgált molekulára nézve koncentrációjuk 5 mM volt. Az egyes oldatok pH értékét üvegelektróddal (pH < 12) határoztuk meg, illetve az indikátormolekulák kémiai eltolódásaiból számítottuk (pH > 7).
	Poliaminok NMR–pH titrálása. A vizsgált vegyületekből 50 mM koncentrációjú, 20 mM TEA-t tartalmazó törzsoldatokat készítettünk melyek ionerősségét NaOH, HCl és KCl segítségével 1,00 M-ra állítottuk. A lúgos törzsoldat 0,98 M NaOH volt, ebben oldottuk fel az 50 mM koncentrációnak megfelelő poliamint. A lúgos oldathoz egyforma mennyiségben adtunk savas törzsoldatot (0,98 M HCl) és KCl-os törzsoldatot (1,98 M KCl) amíg az oldat pH-ja el nem érte a pH = 7 értéket. Ennél kisebb pH-k beállítása már csak a savas törzsoldattal történt. Az oldatok indikátormolekulákat is tartalmaztak 0,5 – 2,0 mM közötti koncentrációban, melyek kémiai eltolódásaiból számítottuk az egyes minták pH-ját. A mintákról 1H, 15N HMBC és szükség szerint 13C HSQC spektrumokat rögzítettünk.
	A HMBC spektrumok felvétele az alábbi beállítások mellett történt: 32 inkrementum, 16-32 tranziens. A vízjelet előtelítő pulzussal nyomtuk el. Mind a direkt, mint az indirekt dimenziókban a lehető legszűkebb spektrális ablakok alkalmazására törekedtünk, így például a nitrogénmagok kémiai eltolódását csak a -315 – -360 ppm közötti kémiai eltolódás-tartományban rögzítettük
	HSQC spektrumokat azon oldatokról rögzítettünk, melyeknél az 1H NMR spektrum alapján, a jelek átfedése miatt, nem lehetett az egyes magok kémiai eltolódását egyértelműen leolvasni. Itt is a lehető legszűkebb spektrális ablakban rögzítettük a spektrumokat, az egyes oldatokról 2-4 tranzienst és 32 inkrementumot regisztráltunk.
	Sztreptomicin és sztreptidin NMR–pH titrálása. A sztreptomicin lúgos oldatban gyors bomlást szenved; az 1H NMR spektrumon megjelenő legjellegzetesebb bomlástermék a maltol (3-hidroxi-2-metil-4H-pirán-4-on) [189]. Ennek elkerülésére a törzsoldatok nem tartalmaztak sztreptomicint, csak indikátormolekulákat (0,5 – 2 mM között változó koncentrációban) és 5 mM TMA-t. Két törzsoldat (1 M NaOH és 1 M KCl) elegyítésével készítettük el a különböző pH-jú oldatokat, melyeknek 800 µl-ében oldottunk fel ~12 mg sztreptomicin szulfátot, majd az oldatot 1H és HSQC spektrumait késedelem nélkül rögzítettük.
	A sztreptidin lúgos és savas közegben is stabil, így 5 mM koncentrációban oldottuk fel a KCl-os (1,00 M KCl) és lúgos (1M NaOH) törzsoldatban is. Az oldatok indikátormolekulákat és 5 mM TMA-t is tartalmaztak.
	4.3.2. Elektród nélküli NMR–pH titrálások

	Az indikátormolekulákat és a KCl-ot tartalmazó törzsoldatban 5 mM-nak megfelelő mennyiségű CitOMe-t oldottunk fel, majd a kapott oldat 600 µl-ét NMR csőbe vittük át. A 0,2 M NaOH és 0,8 M KCl tartalmú titrálószer számított mennyiségeit (1 – 10 µl) adagoltuk az NMR csőbe, és homogenizálás után regisztráltuk a spektrumot. Az oldat pH-ját az indikátormolekulák kémiai eltolódásaiból számítottuk ki.
	4.4. Potenciometriás titrálások

	A titrálásokat a 4.2 fejezetben leírt módon kalibrált Metrohm 6.0234.110 üvegelektród mellett, 25 ± 0,1 °C-on végeztük. Az oldatok ionerőssége 1 M volt. A titrálásokat 1 µl névleges adagolási pontosságú és 0,1 mV mérési felbontású Metrohm 716 DMS Titrino autobürettával végeztük, mely automatikusan felvette a titrálási görbéket.
	A protonálódási makroállandókat különbségi pH- potenciometriás módszerrel határoztuk meg. Egy üres titrálást végeztünk, miszerint 2 ml 0,5 M HCl + 0,5 M KCl oldatot titráltunk 0,5 M KOH + 0,7 M KCl oldattal. A második titrálás során 2 ml sósavas oldatban feloldottuk a vizsgálandó vegyületet 50 mM koncentrációnak megfelelő mennyiségben, majd ezt titráltuk KOH-dal.
	4.5. A titrálási görbék kiértékelése

	Minden titrálási görbe kiértékeléséhez az OriginPro 8.0 szoftvert használtuk, mely alkalmas nemlineáris paraméterillesztésre többváltozós adatsorok szimultán kiértékelésekor.
	4.5.1. NMR–pH titrálások

	A vizsgált vegyületek valamennyi szénkötésű protonjának adatsorára egyszerre illesztve a  egyenletet megkapjuk az egyes makrorészecskék egyedi kémiai eltolódásait valamint a lépcsőzetes protonálódási állandókat.
	A relatív bázicitások meghatározása során a  egyenletet illesztettük a  adatsorok valamennyi lehetséges kombinációjára. (például a citozin – aceton oxim pár esetén összesen 4 adatsorra illesztettük szimultán a  egyenletet). Az illesztések során az indikátormolekula határeltolódásait  fixen tartottuk.
	4.5.2. Potenciometriás titrálások

	A két titrálás során mért pH – VKOH adatsorokból kiszámítottuk az azonos pH- hoz tartozó fogyásadatok különbségei (ΔV). A különbségi görbét az Origin szoftver beépített „Substract reference data” algoritmusával számítottuk ki.
	A kapott ΔV–pH görbe arányos a Bjerrum-függvénnyel, így a  egyenlet  szerinti nemlineáris paraméterillesztéssel kiszámíthatóak a lépcsőzetes makroállandók. 
	Az illesztések pontossága tovább javítható a potenciometriás és NMR–pH titrálások szimultán kiértékelésével.
	4.5.3. A mikroállandók meghatározása

	A mikroállandók kiszámítását az arginin és a sztreptomicin esetén a makroállandókból végeztük, deduktív módszerrel. A poliaminok mikroállandóinak meghatározása az egyes nitrogénmagok kémiai eltolódásából történt, az 5.4.2 fejezetben leírtak szerint. Az illesztésekhez valamennyi nitrogén kémiai eltolódására szimultán illesztettük a megfelelő egyenleteket.
	4.6. Szimulált adatsorok

	A makroállandók és az indikátorparaméterek meghatározhatóságát szimulált adatsorokból is ellenőriztük. A szimulációk során a hibamentes adatsorokat a Microsoft Excel programmal generáltuk. Az adatsorok generálása során arra törekedtünk, hogy a vizsgálandó paraméterekhez hasonló értékeket használjunk.
	Az egyes adatsorokat véletlenszerű hibával terheltük, melyet az Excel RANDBETWEEN függvényét felhasználva adtuk hozzá. A hiba mértéke ±0,03 pH-egység illetve. ±0,001 vagy ±0,002 ppm kémiai eltolódás volt. Az adatsorokat a leolvasási pontosságnak megfelelően kerekítettük (pH esetén 0,01, kémiai eltolódásnál 0,001 egység pontosságra). Az adatsorokat az OriginPro 8.0 szoftverrel értékeltük ki, nemlineáris paraméterillesztéssel. Az illesztőfüggvény a kísérleti adatok kiértékelése során is alkalmazott függvény volt.
	A módszer ellenőrzésére a hibamentes adatsorokból is meghatároztuk a vizsgált értékeket, a nemlineáris paraméterillesztéssel minden esetben gyakorlatilag szórás nélkül kaptuk vissza a kiindulási adatokat .
	5. Kísérleti eredmények és értékelésük
	5.1. 1H NMR–pH indikátormolekula–sorozat
	5.1.1. A kiválasztott indikátormolekulák


	Összesen 13 molekulát vizsgáltunk, melyek alkalmasak lehetnek a pH meghatározására. A vegyületek képletei és irodalmi  értékeik [175] az 5.1 ábrán láthatóak. 
	/
	5.1. ábra: A kiválasztott indikátormolekulák és irodalmi protonálódási állandóik [175]
	A molekulák egy részét már korábban is használták NMR–pH indikátorként [73-75] (diklórecetsav, klórecetsav, hangyasav, ecetsav, imidazol, TRIS), a többit (szarkozin, terc-butilamin, 4-hidroxipiridin, citozin, aceton oxim, acetamidin és 1-metilguanidin) irodalmi protonálódási állandóik [175] és egyszerű NMR spektrumuk alapján választottuk ki. A molekulák 1H NMR spektruma az 5.2 ábrán látható.
	/
	5.2. ábra: Az indikátormolekulák NMR spektruma és asszignációja pH=12,5 I=1,00 M oldatban.
	Fontos szempont volt, hogy a vegyületek NMR spektruma legfeljebb két jelet tartalmazzon, és sem egymással, sem más molekulákkal ne lépjenek reakcióba.
	5.1.2. Az indikátorparaméterek meghatározása

	A 13 vizsgált molekulát egy oldatban titráltuk, a protonálódási állandókat és a határeltolódásokat a δmért – pH adatsorokból határoztuk meg a  egyenlet alapján, azokban az esetekben, ahol a logK értéke 2-12 közé esett. 
	/
	5.3. ábra: A szarkozin NMR-pH titrálási görbéi
	Ennél kisebb vagy nagyobb protonálódási állandójú molekuláknál a relatív bázicitásokat ((logK) számítottuk ki a  adatsorokból a Perrin-Fabian módszer alkalmazásával a  egyenlet szerint, mely lehetővé teszi, hogy egy megfelelően összeállított indikátormolekula–sorozattal extrém magas vagy alacsony protonálódási állandókat is meghatározzunk, ugyanis a pH nem szerepel az illesztőfüggvényben.
	Ilyen módon akkor határozhatóak meg pontosan a soron következő indikátormolekula paraméterei, ha (logK ( 1,3 Ezt a határértéket szimulált adatsorok segítségével állapítottuk meg. A szimulációk során a szarkozin indikátorparamétereiből indultunk ki, és a következő indikátormolekula (TBA) paramétereit a határeltolódásokat minden esetben a TBA határeltolódásainak megfelelő értéknek vettük, míg a értékét 0,4 és 1,5 között, 0,1 egységnyi lépésenként változtattuk. A kiértékelések során a 0,4 ( (logK ( 1,3 tartományban az indikátorparaméterek mérési hibán belül megegyeztek a kiindulási értékekkel, míg ennél nagyobb protonálódási állandó-különbség esetén már nagyobb volt az eltérés (0,003 ppm a határeltolódásokban és 0,05 egység a protonálódási állandóban). Ha megvizsgáljuk a  értékeket, azt tapasztalhatjuk, hogy a (logK > 1,3 tartományban a különbség jelentősen megnő, akár 0,02 ppm is lehet, szemben a kisebb (logK értékekhez tartozó maximum 0,005 ppm eltéréssel.
	Az indikátorparamétereket a következő sorrendben számítottuk ki:
	 Savas tartomány:  hangyasav ( klórecetsav ( szarkozin ( aceton oxim ( ( diklórecetsav.
	 Lúgos tartomány: szarkozin ( terc-butilamin ( (citozin) ( aceton oxim ( ( acetamidin ( metilguanidin ( imidazol.
	/
	5.4. ábra: A terc-butilamin (A) és a klórecetsav (B) indikátorparamétereinek meghatározása
	Az indikátorparaméterek helyességének ellenőrzésére az első két Perrin-Fabian módszerrel meghatározott molekula logK értékeit és határeltolódásait összehasonlítottuk a „klasszikus”, kémiai eltolódás – pH adatsorokból számított értékekkel, ugyanis az üvegelektród ezekben a tartományban még megbízható.
	5.1. táblázat: A különböző kiértékelési módszerek összehasonlítása
	terc-Butilamin
	Klórecetsav
	11,07 ± 0,01
	11,08 ± 0,01
	2,63 ± 0,01
	2,62 ± 0,01
	1,101 ± 0,001
	1,101 ± 0,001
	4,059 ± 0,001
	4,059 ± 0,001
	1,367 ± 0,001
	1,367 ± 0,001
	4,294 ± 0,001
	4,294 ± 0,001
	Az 5.1 táblázatból jól látszik, hogy a két módszer mérési hibahatáron belül egyező értékeket ad, így várhatóan a többi „soron következő” indikátor indikátorparaméterei is pontosan meghatározhatók.
	A titrálások során három indikátormolekula egyes kémiai eltolódásai diamágneses irányba változtak meg a protonálódás során (5.5 ábra), ez az ún. wrong way shift jelenség, melynek oka nem ismert. Érdekes, hogy ekkor mindhárom vegyület oxigénatomon deprotonálódik: hangyasav, 4-hidroxipiridin és citozin.
	/
	5.5. ábra: A 4-hidroxipiridin és a citozin NMR spektrumainak pH–függése
	A 4-hidroxipiridin indikátormolekulának kevéssé alkalmas, két ok miatt: a protonálódási állandója rendkívül közel esik a TBA állandójához , valamint a kémiai eltolódása csekély mértékben változik a protonálódás hatására .
	A citozint szintén nem alkalmaztuk a későbbi mérések során, mert két dublett jelet ad a spektrumokon, melyek kémiai eltolódásának meghatározása pontatlanabb, mint egy szinguletté.
	Két indikátormolekula hidrolizál: az aceton oximból aceton keletkezik erősen savas közegben , az acetamidin acetamiddá bomlik erősen lúgos oldatban .
	Az indikátormolekulák protonálódási állandóit és határeltolódásait a két leggyakrabban használt ionerősségen (0,15 M és 1 M) határoztuk meg, a pontos értékeket az 5.2 és 5.3 táblázatok tartalmazzák.
	5.2. táblázat: Az indikátorparaméterek és a pH meghatározásra alkalmas tartomány 1 M ionerősségű oldatban
	pH tartomány
	Diklórecetsav
	1,04 ± 0,02
	6,072 ± 0,001
	6,346 ± 0,002
	< 2,0
	Aceton oxim
	1,73 ± 0,01
	1,896 ± 0,001
	2,338 ± 0,001
	0,5 – 3,1
	Szarkozin (CH2)
	2,24 ± 0,01
	3,614 ± 0,001
	3,983 ± 0,001
	1 – 3,6
	Szarkozin (CH3)
	2,737 ± 0,001
	2,804 ± 0,001
	1,8 – 2,6
	Klórecetsav
	2,63 ± 0,01
	4,059 ± 0,001
	4,294 ± 0,001
	1,6 – 3,7
	Hangyasav
	3,52 ± 0,01
	8,446 ± 0,001
	8,251± 0,001
	2,4 – 4,6
	Ecetsav
	4,57 ± 0,01
	1,907 ± 0,001
	2,093 ± 0,001
	3,5 – 5,6
	Imidazol (H2)
	7,26 ± 0,01
	7,781 ± 0,001
	8,696 ± 0,001
	5,5 – 8,9
	Imidazol (H4)
	7,139 ± 0,001
	7,487 ± 0,001
	5,9 – 8,6
	TRIS
	8,36 ± 0,01
	3,507 ± 0,001
	3,738 ± 0,001
	7,2 – 9,5
	Szarkozin (CH2)
	10,24 ± 0,01
	3,107 ± 0,001
	3,613 ± 0,001
	8,7 – 11,8
	Szarkozin (CH3)
	2,283 ± 0,001
	2,737 ± 0,001
	8,8 – 11,7
	5.2. táblázat (folytatás): Az indikátorparaméterek és a pH meghatározásra alkalmas tartomány 1 M ionerősségű oldatban
	pH tartomány
	terc-Butilamin
	11,07 ± 0,01
	1,101 ± 0,001
	1,367 ± 0,001
	9,8 – 12,3
	Citozin (H5)
	12,08 ± 0,01
	5,874 ± 0,001
	5,991 ± 0,001
	11,3 – 12,8
	Citozin (H6)
	7,736 ± 0,001
	7,511 ± 0,001
	11,1 – 13,2
	Aceton oxim
	12,22 ± 0,01
	1,828 ± 0,001
	1,895 ± 0,001
	11,8 – 12,7
	Aceton oxim
	1,770 ± 0,001
	1,897 ± 0,001
	11,4 – 13,1
	Acetamidin
	12,74 ± 0,01
	1,960 ± 0,001
	2,230 ± 0,001
	11,6 – 13,8
	1-Metilguanidin
	13,57 ± 0,02
	2,689 ± 0,002
	2,824 ± 0,001
	> 12,7
	Imidazol (H2)
	13,89 ± 0,02
	7,620 ± 0,003
	7,781 ± 0,001
	> 13
	5.3. táblázat: Az indikátorparaméterek és a pH meghatározásra alkalmas tartomány 0,15 M ionerősségű oldatban
	pH tartomány
	Diklórecetsav
	1,17 ± 0,02
	6,051 ± 0,001
	6,303 ± 0,002
	< 2,3
	Aceton oxim
	1,65 ± 0,01
	1,893 ± 0,001
	2,316 ± 0,001
	< 2,8
	Szarkozin (CH2)
	2,26 ± 0,01
	3,602 ± 0,001
	3,958 ± 0,001
	1 – 3,5
	Szarkozin (CH3)
	2,729 ± 0,001
	2,792,± 0,001
	1,9 – 2,6
	Klórecetsav
	2,73 ± 0,01
	4,046 ± 0,001
	4,272 ± 0,001
	1,7 – 3,8
	Hangyasav
	3,57 ± 0,01
	8,442 ± 0,001
	8,230± 0,001
	2,5 – 4,7
	Ecetsav
	4,61 ± 0,01
	1,906 ± 0,001
	2,085 ± 0,001
	3,6 – 5,6
	Imidazol (H2)
	7,18 ± 0,01
	7,767 ± 0,001
	8,676 ± 0,001
	5,5 – 8,9
	Imidazol (H4)
	7,128 ± 0,001
	7,473 ± 0,001
	5,8 – 8,5
	TRIS
	8,28 ± 0,01
	3,508 ± 0,001
	3,731 ± 0,001
	7,1 – 9,4
	Szarkozin (CH2)
	10,20 ± 0,01
	3,106 ± 0,001
	3,602 ± 0,001
	8,7 – 11,6
	Szarkozin (CH3)
	2,284 ± 0,001
	2,729 ± 0,001
	8,8 – 11,6
	terc-Butilamin
	10,93 ± 0,01
	1,102 ± 0,001
	1,359 ± 0,001
	9,7 – 12,2
	5.3. táblázat (folytatás): Az indikátorparaméterek és a pH meghatározásra alkalmas tartomány 0,15 M ionerősségű oldatban
	pH tartomány
	Citozin (H5)
	12,17 ± 0,01
	5,856 ± 0,001
	5,966 ± 0,001
	11,5 – 12,8
	Citozin (H6)
	7,726 ± 0,001
	7,491 ± 0,001
	11,1 – 13,1
	Aceton oxim
	12,34 ± 0,01
	1,827 ± 0,001
	1,892 ± 0,001
	11,9 – 12,8
	Aceton oxim
	1,773 ± 0,001
	1,893 ± 0,001
	11,6 – 13,1
	Acetamidin
	12,68 ± 0,01
	1,963 ± 0,001
	2,217 ± 0,001
	> 11,6
	1-Metilguanidin
	13,53 ± 0,03
	2,691 ± 0,005
	2,816 ± 0,001
	> 12,8
	5.1.2.1. A pHelektród és a pHind összehasonlítása

	Minden mért oldatban kiszámítottuk a megfelelő indikátormolekula kémiai eltolódásából a pH-t, majd az elektróddal mért és a kémiai eltolódásokból számított értékek különbségét vizsgáltuk a pHind függvényében (5.6 ábra)
	/
	5.6. ábra: A mért és a számított pH-értékek különbsége
	Az üvegelektród mérési hibája 0,05 pH egység alatt marad a 0,5 – 12,5 közötti tartományban. Erősen savas oldatban a véletlen hiba jelentősen megnő, úgy tűnik, hogy a mérés pontossága romlik. Lúgos oldatokban viszont a különbség szinte lineárisan változik a pH-val, a mérés jelentős szisztematikus hibával terhelt.
	5.1.2.2. A pH meghatározás hibájának kiszámítása

	A pH-számítás pontosságát Gauss négyzetes hibaterjedési szabályát [190] alkalmazva számszerűsítettük, amely alapján Szakács és mtsai. is meghatározták az általuk bevezetett indikátormolekulák hibáját [73].
	A hibaterjedés törvénye szerint az egyes mennyiségek varianciáit vesszük alapul, a teljes variancia pedig a  egyenlet alapján négy tényezőből tevődik össze:
	Az  egyenlet átrendezésével megkapjuk a pH-számítás hibáját:
	A számításokhoz a  értékeit az 5.2 és 5.3 táblázatokból vettük, a mért kémiai eltolódás hibáját 0,001 ppm-nek vettük irodalmi adatok alapján [191].
	/
	5.7. ábra: Az 1H NMR indikátorokkal végzett pH-számítás hibája néhány indikátormolekula esetén
	Az 5.2 és 5.3 táblázatokban szereplő pH-tartományt úgy határoztuk meg, hogy a pH-számítás hibája legfeljebb 0,03 egységnyi legyen.
	Az eredményeink alapján a teljes (0-14 közötti) pH-skála lefedhető akár öt (!) indikátormolekulával: diklórecetsav (0 – 2), aceton oxim (0,5 – 3,1 és 11,4 – 13,1), szarkozin (1 – 3,6 és 8,7 – 11,8), ecetsav (3,5 – 5,6) és imidazol (5,5 – 8,9 és 13 – 14).
	5.2. Bigauanidinek protonálódási állandói

	A makroállandókat NMR–pH titrálásokkal határoztuk meg, ahol a pH-t az 5.1 fejezetben leírt indikátormolekulák segítségével számítottuk ki. Mindkét molekula igen erős bázis, így a titrálási görbék kiértékelése is nehézkesebb: az illesztéshez használt  egyenletben  értékét nem lehet a titrálási görbékről leolvasni.
	A protonálódási állandók meghatározásához a deprotonált forma határeltolódását a Perrin-Fabian módszerrel határoztuk meg a  adatsorokból. Ez a kiértékelési mód – a végzett szimulációk szerint – jóval nagyobb pontossággal adja meg a pH-skálán kívül eső határeltolódást, mint a „klasszikus” kiértékelési mód  A két kiértékelési mód összehasonlítására legjobb megoldás a  közötti korrelációs koefficiens  értékét vizsgálni. Ennek értéke a Perrin-Fabian módszer esetén -0,71-nek adódott, míg a  adatsorokra történő illesztéskor-0,99-nek. A szimulációk során kapott eredményeket a táblázat tartalmazza.
	5.4. táblázat: A különböző kiértékelési módok összehasonlítása
	Mivel a molekulák kétértékű bázisok, a relatív bázicitás meghatározása önmagában nem adja meg a második protonálódási állandót, így az illesztések során a δmért – pH adatsorokból számoltunk (5.8. ábra), a δL értékét pedig a Perrin-Fabian módszerrel meghatározott értéken fixen tartottuk.
	A két molekula protonálódási állandóit az 5.5 táblázatban foglaltuk össze.
	5.5. táblázat: A biguanidin-származékok protonálódási állandói
	/
	5.8. ábra: A metformin metilcsoportjának és a fenformin 1-es helyzetű metiléncsoportjának NMR–pH titrálási görbéi
	5.3. Arginin és citrullin mikrospeciációja

	Az arginin mikrospeciációjához a következőket végeztük el:
	 az Arg, a Cit, az ArgNH2 és a CitOMe 1H NMR–pH titrálását, melynek során a pH-t in situ indikátormolekulákkal mértük.
	 a 3, 2, 2 és 1 makroállandó meghatározását a titrálási görbékből
	 a mikroállandók és a mikrorészecskék eloszlásának kiszámítását
	 a számítások validálását a CitOMe makroállandójával
	5.3.1. A makroállandók meghatározása NMR–pH titrálással

	Mind a négy vegyület 4 féle nem cserélő protont tartalmaz az α, a β, a γ és a δ szénatomokon. A négy közül a β és a γ protonok jelei átfedőek, valamint a multiplicitásuk is összetett, ezért a titrálások kiértékeléséhez az α és a δ protonok triplettjeiből könnyen leolvasható kémiai eltolódásokat használtuk. Az utóbbiak a protonálódó csoportok mellett helyezkednek el, így ezek jelzik legérzékenyebben a protonálódási folyamatokat (Lásd a 3.11 ábrát).
	A makroállandókat a  egyenlet alapján határoztuk meg a adatsorokból. Az 5.9 ábráról is jól látható, hogy egyes lépések élesen elkülönülnek, így feltétlenül szükség van modellvegyületek alkalmazására az összes mikroállandó kiszámításához.
	/
	5.9. ábra: Az Arg 1H NMR – pH titrálási görbéi
	A makroállandók értékeit az 5.6. táblázat tartalmazza.
	5.6. táblázat: A vegyületek kumulatív makroállandói
	5.3.2. A mikroállandók meghatározása

	A makro– és mikroállandók közötti összefüggéseket a ,  és  egyenletek mutatják. Mivel mind a Cit, mind az ArgNH2 igen jól modellezi a megfelelő mikroállapotokat, így ezek bázicitásadatait korrekció nélkül használtuk fel a mikroállandók számításához. A három vegyület makroállandóiból az Arg összes mikroállandója kiszámítható:
	A Hess-tétel értelmében a kétszer protonált részecskék képződési entalpiája független a protonálódási sorrendtől, így:
	A mikroállandók értéke mellett a szórásuk is fontos jelzője a számítások helyességének, ugyanis ha bármelyik állandót túlságosan nagy szórással kapjuk meg, azt jelenti, hogy deduktív módszer esetén elvi hibát követtünk el, nem megfelelően modelleztük a minor specieseket.
	A mikroállandók szórását itt is a Gauss-féle négyzetes hibaterjedési törvény [190] szerint számoltuk ki. Például a  mikroállandó hibája:
	Amelyből megfelelő matematikai átalakítások után kaphatjuk meg az állandó szórását:
	A mikroállandók értékeit és hibáit az 5.7. táblázat tartalmazza. A jobb áttekinthetőség érdekében grafikusan is ábrázoltuk az 5.10 ábrán.
	5.7. táblázat: Az Arg mikroállandói
	/
	5.10. ábra: Az Arg mikroállandói
	A mikroállandókból kiszámítottuk az egyes csoportok közötti kölcsönhatási tényezőket, értékeit az 5.8 táblázatban foglaltuk össze.
	5.8. táblázat: Az Arg párkölcsönhatási tényezői
	Az arginin esetén a triplett kölcsönhatási tényező  értéke gyakorlatilag 0, ugyanis a párkölcsönhatási tényezők mérési hibán belül megegyeznek a harmadik csoport protonáltsági állapotától függetlenül.
	A citrullin mikrospeciációs sémája lényegesen egyszerűbb, négy mikrorészecskét tartalmaz. A mikroállandók értékei az Arg megfelelő mikroállandóival azonosak, értékeiket az , – egyenletek alapján számítottuk és az 5.9 táblázatban foglaltuk össze.
	5.9. táblázat: A Cit mikroállandói
	A deduktív módszer helyességét egy független mérésből származó állandóval erősítettük meg: a CitOMe makroállandóját hasonlítottuk össze az Arg megfelelő mikroállandójával .
	A CitOMe állandóját a Perrin-Fabian módszerrel, egycsöves NMR–pH titrálással határoztuk meg: a  egyenlet illesztésével a  adatsorokra. A titrálási görbe az 5.11 ábrán látható.
	/
	5.11. ábra: A CitOMe Perrin-Fabian módszerrel mért titrálási görbéje
	A nemlineáris illesztés során a relatív bázicitás értéke (logK = -0,669 ± 0,002, vagyis a CitOMe savasabb, mint a TRIS, a protonálódási állandója pedig:logKCitOMe = logKTRIS + (logK = 7,69 ± 0,02.
	A deduktív módszerrel számolt és a kísérletileg meghatározott mikroállandók értékei hibahatáron belül megegyeznek (7,75 ± 0,04 vs. 7,69 ± 0,02), a csekély, 0,06 log egységnyi különbséget az eltérő modellvegyületek alkalmazása okozhatja, hiszen az észter és a savamid csoport nem izosztérikus. A karboxamid mindazonáltal jobban modellezi a protonált karboxilátcsoportot, hiszen azzal izoelektronos.
	A mikroállandók alapján kiszámítottuk a nyolc arginin mikrorészecske pH-függő eloszlását (5.12 ábra). A minor protonáltsági izomerek a majornál 5 és 10 nagyságrenddel kisebb koncentrációban vannak jelen az oldatban.
	/
	5.12. ábra: Az Arg mikrorészecskéinek pH függő eloszlása
	Az Arg izoelektromos pontja 11,41, tehát szöveti pH-n egyértelműen kationos formában fordul elő. A Cit izoelektromos pontja 5,91, 5,5 egységgel alacsonyabb, mint az Arg-é. Tudomásunk szerint két izoelektronos molekula között ez az eddig közölt legnagyobb eltérés.
	5.4. Poliaminok sav-bázis tulajdonságainak vizsgálata
	5.4.1. A makroállandók meghatározása


	A makroállandókat a potenciometriás és az 1H NMR–pH titrálások szimultán kiértékelésével határoztuk meg. 3 illetve 4 átfedő protonálódási folyamat állandóit NMR–pH titrálással nem lehet pontosan meghatározni, mert a  egyenlet szerint az  és a  erősen korrelált mennyiségek, így szimultán meghatározásuk rosszul kondicionált.
	/
	5.13. ábra: A Spd 1H NMR–pH és három párhuzamos potenciometriás titrálásainak szimultán kiértékelése
	A négy vegyület makroállandóit az 5.10 táblázatban foglaltuk össze.
	5.10. táblázat: A molekulák protonálódási makroállandói
	5.4.2. A mikroállandók meghatározása

	A molekulák mikroállandóit 15N NMR–pH titrálások alapján számítottuk ki. A kiértékelések során abból a feltételezésből indultunk ki, hogy a nitrogén kémiai eltolódása önmaga protonálódásával párhuzamosan változik. 
	A kémiai eltolódás tehát arányos a protonáltsági móltörttel, amelyből kifejezhetők a mikroállandók:
	ahol  az a nitrogén mért kémiai eltolódása,  és  ugyanezen nitrogén deprotonált és protonált határeltolódásai.
	A  adatsorokra az  egyenlet átrendezésével kapott  egyenlet szerint végeztük a nemlineáris paraméterillesztést:
	Az illesztés során a kumulatív mikroállandókból származtatott Q tényezőket használtuk. Ezek azokban az esetekben is meghatározhatóak, ha az összes mikroállandót nem lehet többletinformációk nélkül kiszámítani a csoportspecifikus titrálásokból [88].
	A mérési eredmények igazolták a feltételezésünket, miszerint a nitrogének kémiai eltolódása arányos a protonáltsági móltörtjükkel. A spermidin két nitrogénjének titrálásai görbéi az 5.14 ábrán láthatóak.
	/
	5.14. ábra: A spermidin 15N NMR–pH titrálási görbéi
	Az illesztések során a makroállandók potenciometriával és 1H NMR–pH titrálással mért értékeit fixen tartottuk, hogy a Q tényezőket nagyobb pontossággal kaphassuk meg. A mikroállandók szórását a Gauss-féle négyzetes hibaterjedés törvény alapján számítottuk.
	5.4.2.1. A spermidin mikroállandói

	A Spd három, nem szimmetriaekvivalens nitrogént tartalmaz. Ezek közül kettőt tudtunk detektálni, az a és b jelűeket, a c nitrogén nem adott korrelációt egyik protonnal sem a 8 Hz-re optimalizált HMBC titrálás során. A makroállandók ismeretében elegendő két csoport protonálódását követni, a harmadik számítható.
	A két nitrogén  adatsoraira illesztve az  egyenletet megkapjuk a QA,n és QB,n paramétereket, amelyekből a QC,n értékek számíthatóak:
	A kumulatív mikroállandókat az – egyenletek szerint számítottuk a Q paraméterekből:
	A  értékek számítása során a  értéke negatívnak adódott, amely abból következik, hogy a kétszeresen protonált részecskék közül ez a minor species, itt helyezkednek el egymáshoz legközelebb a pozitív töltések.
	A  meghatározásához szükséges az  kölcsönhatási tényező. Ezt egy redukált számú protonálható csoportot tartalmazó modellvegyület, a 4-(3-aminopropilamino)butanol (APAB, 5.15 ábra) mikroállandóiból számítottuk.
	/
	5.15. ábra: Az APAB szerkezeti képlete és számozása
	A mikroállandókat a spermidinnel analóg titrálásokból számítottuk: a makroállandókat 1H, a mikroállandókat 15N NMR–pH titrálásokkal határoztuk meg. A mért állandókat az 5.11 táblázat tartalmazza.
	5.11 táblázat: Az APAB mikroállandói
	A kérdéses kölcsönhatási tényező értéke: , amelynek segítségével kiszámítottuk a minor részecske kumulatív mikroállandóját.
	Az összes többi mikroállandó már számítható a Q tényezőkből, értékeik az 5.12 táblázatban és az 5.16.A ábrán láthatóak.
	5.12. táblázat: A spermidin mikroállandói
	A hat párkölcsönhatási tényező értékeit az 5.13 táblázatban foglaltuk össze.
	5.13. táblázat: A spermidin párkölcsönhatási tényezői
	A kölcsönhatási tényezőket a szimmetrikus α,(-diaminok irodalmi kölcsönhatási tényezőivel [90], (3.1. táblázat, 24. oldal) összevetve hasonló értékeket találhatunk (1,20 vs. 1,05, illetve 0,68 vs. 0,75). Az eltéréseket az eltérő ionerősség mellett meghatározott állandók okozhatják (0,10 M vs. 1,00 M).
	Az általunk mért mikroállandók jó egyezést mutatnak az Onasch és mtsai. által meghatározott állandókkal [136]: egyszeresen protonált állapotban a B és a C csoporton ionizált részecskék előfordulása a nagyobb, a kétszer protonáltak közül pedig az AC mikrorészecske a kedvezményezett. 
	Az egyes mikrorészecskék eloszlási görbéjéről leolvasható, hogy szöveti pH-n (pH=7,4) a Spd több, mint 95 %-ban háromszorosan protonált állapotban van jelen, a kétszeresen protonált részecskék közül az AB, az AC és a BC móltörtje rendre 0,003; 0,022; 0,011.
	/
	5.16. ábra: A: A spermidin mikroállandói; B: A mikrorészecskék pH-függő eloszlása
	5.4.2.2. A norspermidin mikroállandói

	A Norspd a mikroszkopikus protonálódási folyamatok szempontjából a háromcsoportos A2B szimmetriájú molekulák csoportjába tartozik. A mikrospeciációs sémája egyszerűbb, mint az aszimmetrikus háromcsoportos vegyületeké. A=A’, így minden megfelelő mikroállandó értéke is azonos.
	Az állandókat a Spd-nel analóg módon határoztuk meg, a (AB értéke itt is negatívnak adódott, ami arra utal, hogy ez a minor részecske. A megfelelő mikroállandók meghatározásához ebben az esetben is felhasználtuk az APAB kölcsönhatási tényezőjét. A mikroállandók értéi az 5.14 táblázatban és az 5.17.A ábrán láthatóak.
	5.14. táblázat: A norspermidin mikroállandói
	A molekula szimmetriaviszonyai miatt a párkölcsönhatási tényezők száma 4, hiszen  és . Értékeiket az 5.15 táblázat tartalmazza.
	5.15. táblázat: A Norspd párkölcsönhatási tényezői
	Mind a Spd, mind a Norspd kölcsönhatási tényezőiből látszik, hogy a harmadik csoport protonáltsági állapota gyakorlatilag nem befolyásolja a másik két csoport kölcsönhatását, az eltérés a mérési hibahatáron belül van.
	A pH-függő részecske-eloszlási görbéről (5.17.B ábra) leolvasható, hogy a primer aminocsoporton protonált speciesek előfordulása lényegesen nagyobb, mint a szekunder nitrogénen protonáltaké.
	/
	5.17. ábra: A Norspd mikroállandói (A); a mikrorészecskék pH-függő eloszlása (B)
	5.4.2.3. A spermin mikroállandói

	Mint négycsoportos molekula, a spermin mikrospeciációs sémája 16 mikrorészecskével és 32 mikroállandóval jellemezhető (5.18. ábra).
	A molekula A2B2 típusú szimmetriája miatt több mikrorészecske ekvivalens , így az egyedi részecskék és a mikroállandók száma is kevesebb: 10 és 16. 
	A kísérleti eredményekből nem lehet ennyi mikroállandót sem meghatározni, a makroállandókon kívül csak a 3-3 Q paramétert lehet kiszámítani. A egyszer és háromszor protonált részecskék állandói egyértelműen meghatározhatóak a Q tényezőkből. A négyféle kétszer protonált részecske kumulatív mikroállandóira csak kényszerfeltételek bevezetése mellett kaphatunk információt, hiszen két egyenletből négy ismeretlent nem lehet meghatározni.
	A mikroállandókat az alábbi összefüggések szerint számítottuk ki:
	A kétszer protonált részecskékre felírva:
	Az  egyenletek megoldásához szükség van két kölcsönhatási tényezőre, ezeket a Spd-ből vettük. A behelyettesítésnél célszerű a várhatóan minor részecskék kölcsönhatási tényezőit behelyettesíteni (AB és BB’), mert ekkor a hibaterjedési törvény értelmében nagyobb pontossággal számíthatjuk ki a major részecskék állandóit.
	A kölcsönhatási tényezők behelyettesítésével kifejezhetjük minden kétszeresen protonált mikrorészecske kumulatív mikroállandója az alábbiak szerint:
	A mikroállandók értékeit az 5.16 táblázat és az 5.20.B ábra tartalmazza.
	/
	5.18. ábra: Négycsoportos, A2B2 szimmetriájú molekula mikroszkopikus protonálódási sémája
	5.16. táblázat: A spermin mikroállandói
	A mikroállandókból kiszámíthatjuk a párkölcsönhatási tényezőket (5.17. táblázat).
	5.17. táblázat: A spermin kölcsönhatási tényezői
	A mikroállandókat megvizsgálva látható, hogy az AA’ részecske kiemelt stabilitású, amit alátámaszt a kölcsönhatási tényező negatív értéke is . Ez nem kooperativitást, hanem intramolekuláris protonátrendeződést jelent. Ezt a feltételezést igazolja, hogy csak a pEA,A’ tényező értéke negatív. Ha a szekunder aminocsoport(ok) protonált állapotban van(nak), akkor a kölcsönhatási tényező értéke gyakorlatilag 0. Ezzel párhuzamosan az AB és AB kölcsönhatási tényezők értéke 0,2 logaritmus egységgel nő meg, ha az A’ csoport protonálva van, hiszen ekkor az egyik mikrorészecske a kiemelt stabilitású AA’ speciesz (5.19. ábra).
	/
	5.19. ábra: A spermin két párkölcsönhatási tényezője
	Az ABA’ részecske kumulatív mikroállandója 30,35, amelyet az intrinsic bázicitásokkal és a kölcsönhatási tényezőkkel is kifejezhetünk:
	Ide a megfelelő értékeket behelyettesítve .
	A másik háromszorosan protonált származékra az analóg egyenletet felírva:
	A számított állandók jó egyezést mutatnak Frassineti és mtsai. eredményeivel [137], jóllehet ők csak az AB és BB’ kölcsönhatásokat vették figyelembe, a távolabbiakat elhanyagolták.
	/
	5.20. ábra: A: A Spm mikroállandói; B: A mikrorészecskék pH-függő eloszlása.
	5.4.2.4. A norspermin mikroállandói

	Az állandókat a Spm-nel analóg módon számítottuk, a Norspd kölcsönhatási tényezőit használtuk fel: .
	A mikroállandók értékeit az 5.18 táblázatban és az 5.21.A ábrán foglaltuk össze.
	5.18. táblázat: A Norspm mikroállandói
	5.19. táblázat: A Norspm párkölcsönhatási tényezői
	Az AB’ kölcsönhatási tényező egyezést mutat a Norspd AA’ kölcsönhatási tényezőjével (0,13 vs. 0,11, 5.19. táblázat). A két primer aminocsoport egymástól gyakorlatilag függetlenül protonálódik. A magasabb rendű kölcsönhatási tényezők értéke itt is gyakorlatilag 0, vagyis az egyes mikroállandók jól egyeznek az intrinsic bázicitások és a megfelelő kölcsönhatási tényezők szorzatával, például:
	Ez az érték mérési hibahatáron belül megegyezik a mért Q paraméterekből számított állandóval (9,25 ± 0,08 vs. 9,31 ± 0,06).
	A sperminnél és a norspermin is az AA’ részecske kumulatív protonálódási mikroállandója  a legnagyobb értékű. Itt azonban az AA’ kölcsönhatási tényező értéke  nem negatív, amit minden bizonnyal az okoz, hogy itt a primer aminocsoportok intrinsic bázicitása nagyobb, mint a szekundereké, így nem tapasztalunk olyan szignifikáns intramolekuláris protonátrendeződést, mint a spermin esetén.
	A részecskék közül itt is az AA’ és az AB’ a nagyobb előfordulású, hiszen a töltések itt helyezkednek egymástól a legtávolabb. A Spm-nel ellentétben itt a primer aminocsoport a bázikusabb. A három pozitív töltésű speciesek közül egyértelműen az ABA’ a kedvezményezett, az ABB’ egy nagyságrenddel kisebb koncentrációban fordul elő (5.21.B. ábra).
	/
	5.21. ábra: A: A Norspm mikroállandói; B: a részecskék pH-függő eloszlása
	5.5. A sztreptomicin és a sztreptidin protonálódási állandói
	5.5.1. A makroállandók meghatározása


	Mivel mindkét vegyület két erősen bázikus guanidino csoportot tartalmaz, melyek  értékei közel esnek egymáshoz, ezért  értéke nem olvasható le a titrálási görbékről, sőt a Perrin-Fabian módszerrel sem határozható meg. A  értékek meghatározása érdekében a pH>11 tartományban igen közeleső pH-értékeknél mértük meg az oldatok NMR spektrumait, így megfelelő pontossággal és torzítatlansággal kaphatjuk meg a protonálódási állandókat.
	A makroállandókat mindkét molekula esetén a  egyenlet szerint számítottuk ki. A sztreptidin 4 jelet ad az 1H NMR spektrumon, a H1 és a H3 illetve a H4 és a H6 protonok ekvivalensek (5.22. ábra).
	/
	5.22. ábra: A sztreptidin NMR–pH titrálási görbéi
	A sztreptomicin esetén 13 jel pH-függését figyeltük: a sztreptidingyűrű hat (5.23.A ábra), illetve az N-metil-glukózamin hét protonjának (5.23.B ábra) jeleit. Az anomer proton jele a titrálás során áthalad a vízjel alatt, így nem értékelhető.
	/
	5.23. ábra: A sztreptomicin NMR–pH titrálási görbéi
	A kétféle funkciós csoport bázicitása jelentősen eltér: a guanidino az erősen lúgos pH tartományban protonálódik (logK ( 13), míg az aminocsoport kevésbé bázikus (logK ( 9), gyengén lúgos közegben ionizálódik. Így tehát az első és második protonálódási lépés egyértelműen a guanidino-, míg a harmadik az aminocsoporthoz rendelhető.
	A sztreptomicin titrálási görbéin jól látható, hogy bár a báziscentrumok egymástól távol helyezkednek el, a tőlük távoli protonok kémiai eltolódása is változik a protonálódásukkor. Például a glukózamin gyűrű H2’, H3’ H4’ és N-CH3 kémiai eltolódásai is változnak a guanidinocsoportok protonálódásakor, sőt, az N-metilprotonok jele diamágneses irányba változik, 0,01 ppm-mel. Ezzel párhuzamosan a sztreptidingyűrű H3, H4 és H5 jeleinek eltolódása változik 0,05 ppm-mel az aminocsoport protonálódásakor. Az említett protonokat és a báziscentrumokat minden esetben legalább 7 kötés választja el egymástól.
	A mért makroállandókat az 5.20. táblázat tartalmazza.
	5.20. táblázat: A sztreptidin és a sztreptomicin makroállandói
	A mérési eredmények pontosságának igazolása érdekében szimulációkat végeztünk. Ezek során négy magra számítottuk ki a δmért – pH adatsorokat, majd a pontos értékeket véletlenszerű hibával terheltük. A hiba mértéke ±0,001 ppm kémiai eltolódás, illetve ±0,03 pH egység volt. Az adatsorok a mért adatpontok sűrűségében tértek el; a mérési pontok közötti távolság rendre 0,25; 0,20; 0,15; 0,10 és 0,05 pH-egység volt.
	Az eredményeket az 5.21. táblázat tartalmazza.
	5.21. táblázat: A protonálódási állandó meghatározhatóságának vizsgálata
	Az eredményeink alapján még ilyen erősen bázikus, két átfedő lépésben protonálódó molekulák esetén is elfogadható pontossággal határozhatóak meg a protonálódási állandók kellő számú mérési pontból. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy kb. 0,1 pH–egységenként kell rögzíteni az oldatok NMR spektrumát. Természetesen a megfigyelt magok számának növelésével is javíthatunk a meghatározás pontosságán.
	5.5.2. A mikroállandók meghatározása

	A sztreptomicin guanidino- és aminocsoportjainak bázicitása jelentősen eltér egymástól, így az összes mikroállandó kiszámításához olyan modellvegyületekre lenne szükség, amelyek bázicitása megfeleltethető valamely minor részecske bázicitásának. Irodalmi kutatásaink szerint ilyen molekulákat még nem állítottak elő. A rendelkezésre álló adatokból a major részecskék mikroállandóit lehet kiszámítani.
	Következésképpen a protonálódási séma egyszerűbb, mint az általános háromcsoportos molekulák esetén, hiszen a K3 makroállandó gyakorlatilag megegyezik az aminocsoport bázicitásával (5.24. ábra).
	A G1 és G3 csoportspecifikus bázicitásainak kiszámításához a makroállandókon kívül még szükséges egy mikroállandó vagy a kölcsönhatási tényező.
	A sztreptomicin megfelelő mikroállandóit a poliaminok protonálódási állandóinak meghatározásához alkalmazott 15N NMR–pH módszerrel terveztük megmérni, azonban a molekula nagymérvű bomlékonysága miatt ezt nem lehetett megvalósítani. Az állandókat ezért deduktív módszerrel számítottuk ki.
	Modellvegyületként a sztreptidint választottuk, melynek kölcsönhatási tényezőjét felhasználva meghatározhatóak a sztreptomicin major mikrorészecskéinek protonálódási állandói.
	/
	5.24. ábra: A sztreptomicin mikroszkopikus protonálódási sémája
	A sztreptidin totálszimmetrikus molekula, a mikroállandói kiszámíthatóak a makroállandókból, a két csoport bázicitása megegyezik:
	Ennek megfelelően a makroállandókból a kölcsönhatási tényező is kiszámítható:
	A mikroállandók hozzárendeléséhez meg kell határozni a csoportok bázicitásának sorrendjét. Megvizsgáltuk, hogy az egyszeresen protonált makrorészecskében mekkora az egyes jelek kémiai eltolódásának változása , ugyanis a nagyobb mértékben protonálódó csoport közelében várhatóan nagyobb lesz az értéke. A hat sztreptidinprotonra mért (δ értékeket az 5.22 táblázatban foglaltuk össze.
	5.22. táblázat: A sztreptomicin (δ értékei a szteptidinprotonokon
	5.23. táblázat: A sztreptomicin guanidino csoportjainak mikroállandói
	Ha a két csoport kölcsönhatási tényezőjét összehasonlítjuk a poliaminoknál meghatározott kölcsönhatási tényezőkkel, láthatjuk, hogy jóval nagyobb a báziscentrumok egymásra gyakorolt hatása az 1,3-diaminopropán jellegű vegyületekben. Feltételezhető, hogy a sztreptomicin guanidinocsoportjain a pozitív töltés nem lokalizálható a szénlánchoz kapcsolódó nitrogénatomokra, valószínűleg nagyobb mértékben rendelhető a terminális nitrogénekhez.
	Tudomásunk szerint eddig még nem publikálták semmilyen két guanidinocsoporttal rendelkező molekula mikroállandóinak meghatározását.
	A sztreptomicin olyannyira erős bázis, hogy a molekulák 25%-a még 1 M NaOH oldatban is protonált állapotban van jelen (5.25.B ábra).
	/
	5.25. ábra: A: A sztreptomicin mikroállandói; B: A főbb mikrorészecskék pH-függő eloszlása
	6. Következtetések, új tudományos eredmények
	Doktori munkám során biológiai és gyakorlati szempontból jelentős vegyületek csoportspecifikus bázicitását tanulmányoztam pH–potenciometriás és NMR titrálásokkal, valamint az erősen lúgos oldatokban történő pH-meghatározás lehetőségeit vizsgáltam. Az elért eredményeket az alábbi pontokban összegzem.
	1. Kidolgoztunk egy 1H NMR alapú pH-meghatározási módszert, melynek segítségével a teljes (0 – 14) pH-tartományban pontosan és torzításmentesen határozható meg az oldat pH-ja. Az indikátormolekulák indikátorparamétereit a két leggyakrabban alkalmazott ionerősségen (0,15 M és 1,00 M) határoztuk meg. Eredményeink alapján 1,00 M-os ionerősségen a teljes pH-tartomány lefedhető öt indikátormolekulával (diklórecetsav, aceton oxim, szarkozin, ecetsav, imidazol). A pH-tartományt úgy határoztuk meg, hogy a pH-számítás maximális hibája 0,03 egység legyen.
	Az általunk kidolgozott indikátormolekula-sorozat segítségével lehetővé válik az igen magas pH-értékek és ebből következően az igen erősen bázikus molekulák protonálódási állandóinak pontos és torzításmentes meghatározása.
	2. Meghatároztuk két erősen bázikus, orális antidiabetikumként használt biguanidin-származék, a metformin és a fenformin, protonálódási állandóit. Megmutattuk, hogy az irodalomban található logK1 értékek jelentősen eltérnek az általunk meghatározott torzításmentes értékektől.
	3. Deduktív módszerrel és 1H NMR-pH titrálásokkal meghatároztuk a legbázikusabb fehérjealkotó aminosav, az arginin összes mikroállandóját. A molekula három báziscentrumot tartalmaz: egy guanidino- (G), egy amino- (A) és egy karboxilátcsoportot (C). A csoportok bázicitása, mint ismert, jelentősen eltér egymástól, így a mikroállandók kiszámítása csak deduktív módszerrel lehetséges, hiszen a minor mikrorészecskék több nagyságrenddel kisebb koncentrációban fordulnak elő. Modellvegyületként két, az argininnel izoelektronos vegyületet választottunk, melyek csak két-két protonálható csoportot tartalmaznak: citrullint és argininamidot. A számításokat egy független kísérleti adattal támasztottuk alá: a citrullin metilészterének, az arginin rokon származékának makroállandója jó egyezést mutatott az arginin megfelelő mikroállandójával.
	Az első protonálódási állandó irodalmi értéke egy logaritmus egységgel alacsonyabb, mint az általunk mért érték, így ennek megfelelő az izoelektromos pont is magasabb (11,41). Ezzel szemben az izoelektronos citrullin izoelektromos pontja 5,5 egységgel alacsonyabb (6,91). Ez az irodalomban közölt legnagyobb eltérés két izoelektronos molekula között.
	Eredményeink szerint a minor mikrorészecskék koncentrációja 5, illetve 10 nagyságrenddel kisebb, mint a major részecskéké.
	4. Meghatároztuk két lineáris triamin (spermidin és norspermidin) és két tetraamin (spermin és norspermin) összes makro- és mikroállandóját. A makroállandókat pH-potenciometriás és 1H NMR-pH titrálási görbék szimultán kiértékelésével számítottuk ki. A mikroállandókat az egyes csoportok protonáltságának szelektív nyomon követésével, 15N NMR-pH titrálásokkal határoztuk meg. Az irodalomban a csoportspecifikus protonálódási állandókat csak 13C NMR-pH titrálási adatokból határoztak meg, azonban az eredmények megbízhatósága kérdéses, hiszen a báziscentrumok igen közel helyezkednek el egymáshoz, így a szénatomok kémiai eltolódása nem tekinthető a mellettük lévő aminocsoport protonálódására szelektívnek.
	A minor protonálódási útvonalhoz tartozó mikroállandókat azonban a 15N NMR-pH titrálási görbék alapján nem lehet pontosan meghatározni, hiszen hozzájárulásuk az analitikai jelhez elhanyagolható. Ezért deduktív módszerrel határoztuk meg ezeket a mikroállandókat, egy kevesebb protonálható csoportot tartalmazó modellvegyület párkölcsönhatási tényezőjének átvitelével.
	A négycsoportos vegyületek mikroállandóit azonban elvileg sem lehet meghatározni a kísérleti adatokból, az összes állandó kiszámításához további adatokra is szükség van. Ezek a spermidin és norspermidin megfelelő párkölcsönhatási tényezői voltak, így már összes mikroállandó kiszámíthatóvá vált.
	Eredményeink szerint a többszörösen protonált részecskék között minden esetben azok a fordulnak elő nagyobb arányban, ahol a töltések egymástól minél távolabb helyezkednek el. A kétszeresen protonáltak esetén ezek az AB’ és az AA’ részecskék, a háromszor protonáltak közül pedig az ABA’ species.
	5. Megmértük az elsőként felfedezett aminoglikozid típusú antibiotikum, a sztreptomicin és aglikonja, a sztreptidin protonálódási állandóit. A molekulák három, illetve két báziscentrumot tartalmaznak (két guanidino és egy szekunder amino illetve két guanidino). Elsőként sikerült meghatároznunk két guanidino csoport párkölcsönhatási tényezőjét, amelynek értéke lényegesen alacsonyabbnak bizonyult, mint az 1,3-diaminopropán két nitrogénje közötti kölcsönhatási tényező. Ezt azzal magyarázhatjuk, hogy a protonált guanidinocsoportokon a töltések valószínűleg nagyobb mértékben találhatóak a „távolabbi” nitrogénatomokon. A kiterjedt delokalizáció miatt azonban a töltést nem lehet egyik nitrogénhez sem egyértelműen hozzárendelni. A sztreptidinből számított kölcsönhatási tényező átvitelével meghatároztuk a sztreptomicin egyes guanidinocsoportjaik bázicitását. Eredményeink szerint az 1-es helyzetű, sztérikusan kevésbé árnyékolt csoport bázicitása kétszer nagyobb, mint a 3-as helyzetűé. A molekula olyan erős bázis, hogy a molekulák 25 %-a még 1 M NaOH oldatban is protonált állapotban található.
	6. A Gauss-féle négyzetes hibaterjedési törvény alkalmazásával elsőként számítottuk ki a mikroállandók hibáját. Megmutattuk, hogy deduktív módszer esetén csak akkor számíthatjuk ki reális hibával a mikroállandókat, ha a modellvegyületek a valóban minor részecskéknek feleltethetőek meg. Az egyes báziscentrumok protonálódásának szelektív nyomon követésével viszont csak összemérhető bázicitások esetén kaphatjuk meg a mikroállandókat reális hibával.
	7. Összefoglalás
	Az igen erősen lúgos oldatok pH-jának pontos és torzításmentes meghatározása rendkívül nehéz feladat, hiszen a leggyakrabban használt módszer, a kombinált üvegelektróddal történő pH-mérés pontossága nem megfelelő. E hiányosság kiküszöbölésére kidolgoztunk egy 1H NMR-alapú pH-meghatározási eljárást. Ennek során NMR-pH indikátormolekulák kémiai eltolódásából számíthatjuk az oldat pH-ját. A sorozat indikátorparamétereit a hidrogénion-aktivitás alapú pH-skálán, 25 °C-on, a két leggyakrabban használt ionerősségen (0,15 M és 1,00 M) határoztuk meg. Megmutattuk, hogy öt indikátormolekula segítségével (diklórecetsav, aceton oxim, szarkozin, ecetsav és imidazol) a teljes (0–14 közötti) pH-tartomány lefedhető.
	Ez a pontos és torzításmentes pH-meghatározási módszer lehetővé tette számos, igen erősen bázikus molekula protonálódási folyamatainak jellemzését.
	Meghatároztuk két, igen erősen bázikus biguanidin-típusú orális antidiabetikum, a metformin és a fenformin két-két protonálódási állandóját.
	Meghatároztuk a legbázikusabb fehérjealkotó aminosav, az arginin mindhárom makroállandóját, és deduktív módszerek alkalmazásával kiszámítottuk a molekula 12 csoportspecifikus protonálódási mikroállandóját. A mikroállandók alapján az arginin minor mikrorészecskéi 5, illetve 10 nagyságrenddel kisebb koncentrációban fordulnak elő a domináns részecskéknél.
	Elsőként határoztuk meg két guanidinocsoporttal rendelkező molekulák (sztreptomicin és sztreptidin) protonálódási állandóit és számítottuk ki két guanidinocsoport kölcsönhatási tényezőit. Meghatároztuk a sztreptomicin major protonálódási útvonalához tartozó mikroállandókat.
	Meghatároztuk két lineáris triamin (spermidin és norspermidin) és két lineáris tetraamin (spermin és norspermin) összes makro- és mikroállandóját. A makroállandókat 1H NMR-pH és pH-potenciometriás titrálási görbék szimultán kiértékelésével számítottuk ki. A mikroállandókat 15N NMR-pH titrálások alapján határoztuk meg.
	Elsőként számítottuk ki a mikroállandók standard hibáját, a Gauss-féle négyzetes hibaterjedési törvény alkalmazásával.
	8. Summary
	The measurement of high pH has always been a difficult task, as for highly basic solutions the accuracy and precision of the glass electrode is not sufficient. We have, therefore, elaborated a 1H NMR-based method for the accurate measurement of high pH. By this method, the pH is calculated from the observed chemical shifts of indicator molecules. The indicator parameters were determined at 25 °C, at the two most commonly used ionic strengths (0,15 M and 1,00 M), in terms of the activity based pH-scale. It was shown, that the whole (0-14) pH range can be cover by five indicator molecules (dichloroacetic acid, acetone oxime, sarcosine, acetic acid and imidazole).
	This unbiased method enables the characterization of highly basic molecules in terms of protonation constants.
	We have determined the protonation constants of two highly basic biguanide type oral antidiabetics, metformin and phenformin.
	We have determined the protonation macroconstants of arginine, the most basic natural amino acid. The 12 microconstants were calculated by deductive methods. The pH-dependent distribution of the 8 microspecies was calculated. The results showed that the occurrence of the minor species are 5 and 10 orders of magnitude lower, than the major ones.
	We have determined protonation constants of molecules containing two guanidino groups (streptomycin and streptidine) and the interactivity parameter between the two guanidino groups. We have calculated the microconstants of the major microspecies of streptomycin.
	We have also determined the macro- and microconstants of two linear triamines (spermidine and norspermidine) and two tetraamines (spermine and norspermine). The macroconstants were calculated by the simultaneous evaluation of potentiometric and 1H NMR-pH titrations. In order to determine the microconstants 15N NMR-pH titrations were carried out.
	The standard error of the microconstants was calculated for the first time, by the quadratic error propagation rule of Gauss.
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