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1 Einleitung

Fragestellungen und Anforderungen an die moderne Analytik unterschiedlicher Bereiche
werden durch zunehmende Anspriiche an hochwertige und reine Produkte immer komplexer.
Bezlglich der Isolierung und Charakterisierung neuer Verbindungen sowie Qualitét und
Reinheit bereits auf dem Markt befindlicher Produkte sind in den letzten Jahren schéarfere
gesetzliche Bestimmungen und Kontrollen wirksam geworden. In beiden Fédlen, der
Entwicklung und der Qualitétskontrolle, sind demzufolge leistungsfahige Methoden zur
Auftrennung komplexer Stoffgemische notwendig.

Seit ihrer Einfihrung vor GUber 30 Jahren hat sich dabei die Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie (HPLC) zu einer der wichtigsten Trenntechniken entwickelt und ist
gegenwartig ein unverzichtbarer Bestandteil in den Analytikl aboratorien.[mjg‘l

Die groe Bedeutung der HPLC as fortschrittliche analytische Trennmethode beruht
hauptséchlich auf ihren breitgefacherten Anwendungsmaoglichkeiten, welche vor alem durch
die Verbesserungen in der Saulentechnologie ermdglicht wurden. Dennoch sind viele
analytische Fragestellungen auch heute noch ungeklart. Um weitere Fortschritte zur
Beantwortung komplexer Fragestellungen zu erzielen, ist die Entwicklung neuer Trenn-
techniken und damit neuer Trennmaterialien, von entscheidender Bedeutung.
Chromatographische Trennsaulen werden Ublicherweise mit Tragermaterialien gefillt, die aus
organischen Polymeren oder anorganischen Oxiden aufgebaut sind.E] Bel den organischen
Polymeren erweist sich jedoch die ungleiche Quellbarkeit der Polymere in verschiedenen
organischen Losungsmitteln haufig als grof3er Nachteil und schrankt deren Verwendung ein.
Anorganische Oxide, allen voran Kieselgel, quellen in organischen Losungsmitteln praktisch
nicht, verfigen zusdtzlich Uber eine hohe Druckstabilitdt und werden dadurch den
organischen Materialien vorgezogen. Freie Silanolgruppen auf der Oberflache der Kieselgele
ermdglichen dariber hinaus die Modifizierung mit funktionellen Silanen und die
Immobilisierung von organischen Polymeren auf Kieselgel.

Viele Trennprobleme lassen sich durch die Anwendung der weit verbreiteten Cyg- und Cso-
Phasen I('jsen.[m Fur die Auftrennung spezieller komplexer Substanzgemische aus den
Bereichen der biomedizinischen, Umwelt- und pharmazeutischen Analytik werden allerdings
dem Problem angepasste, sehr selektive Trennphasen bendtigt. Die Synthese von mal3ge-
schneiderten Trennphasen wird durch synergetische Kombination von Resultaten aus der

Anwendung in der HPLC sowie Untersuchung des chromatographischen Trennprozesses mit
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spektroskopischen Methoden, insbesondere der magnetischen Kernresonanzspektroskopie,
ermdglicht.

Von grofder Bedeutung ist das Verstandnis des molekularen Erkennungsprozesses, dessen
Untersuchung sich durch verschiedene Methoden anbietet. Chromatographische Tests mit
Standardsubstanzgemischen stehen zur Verfligung, diese geben allerdings nur enen
indirekten Einblick in den Wechsel wirkungsmechanismus der Trennphasen.

Aussagekréftiger sind spektroskopischen Methoden alen voran die HR-MAS-(High
Resolution Magic Angle Spinning) Suspensions-K ernresonanzspektroskopi e.H Durch Zugabe
eines LAsungsmittels liegen, bel dieser Methode, die im allgemeinen unléslichen Trennphasen
im suspendierten oder gequollenen Zustand vor. Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie in
Suspension wird es nun ermoglicht, die Untersuchung der Wechselwirkungen direkt an den
Rezeptorstellen der chromatographischen Trennphase durchzufihren. Zudem erlaubt es diese
Technik, die gleichen Voraussetzungen und Messbedingungen zu schaffen, wie sie wahrend
der Trennung in der chromatographischen Saule vorliegen. Infolgedessen ist es moglich einen
direkten Vergleich mit den Verhdltnissen unter chromatographischen Messbedingungen zu
ziehen, wechselseitige Anpassungen der Parameter zur weiteren Untersuchung der Wechsel-
wirkungen durchzufhren und somit den Trennprozess zu optimieren.

Das Screening stationdrer Phasen ist moglich geworden durch ein NMR-Experiment, welches
auf dem Kern-Overhauser-Effekt (NOE — Nuclear Overhauser Effect) beruht. So kdnnen auf
relativ unkomplizierte und elegante Weise Wechselwirkungen zwischen Rezeptor- und
Substratmol ekiilen sogar innerhalb einer Substanzbibliothek spezifisch detektiert werden.[Im
Besondere Beachtung wird in den letzten Jahren, aufgrund der wachsenden Kenntnis Uber
asymmetrische Zentren chiraler Verbindungen und der unterschiedlichen und z.T. entgegen-
gesetzten Wirksamkeit chiraler Arzneistoffe, auf die Entwicklung von enantioselektiven
Trennphas;en[EL|EI gerichtet. Ein hauptsachliches Augenmerk gilt dabei der Untersuchung der
chiralen Erkennung, welche wertvolle Beitrage zum Versténdnis des Erkennungs-
mechanismus liefert. Einen direkten Einblick in die Wechselwirkungen an den chiralen
stationdren Phasen liefern die HR- und HR-MAS-NMR-Spektroskopie. So lassen sich durch
Kombination unterschiedlicher ein- und zweidimensionaler Experimente Informationen Uber
diastereomere Komplexe, deren Struktur und den Wechselwirkungsmechanismus zwischen
den Komponenten erhalten und dadurch die mal3geschneiderte Synthese sowie

chromatographischen Bedingungen entscheidend verbessern.
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2 Chirale Erkennung an (3-Cyclodextrinen

2.1 Chirale Erkennungin diastereomeren Wirt-Gast-K omplexen

Die chirale Erkennung racemischer Gastkomponenten in komplexen, makrocyclischen Wirt-
systemen war bis vor einiger Zeit auf die freien oder polymergebundenen Cyclodextrine be-
schrénkt. In den letzten Jahren konnte die Bildung von diastereomeren Komplexen zwischen
synthetischen Wirten und nichtkationischen Gasten in wéssrigen oder organischen Ldsungs-
mitteln beobachtet Werden.lﬂ] Anwendung finden die chiralen Selektoren auch in der
Chromatographie. Die Trennung von Enantiomeren wird stark vereinfacht, wenn eine Saule
mit fester chirder dstationarer Phase zur Verfigung steht. Leider gibt es keine
»Universalphase”, welche alle Trennprobleme l6sen kann. Die chiralen Wirtkomponenten
bzw. stationdren Phasen arbeiten nach verschiedenen Prinzipien. Eine Einteilung ist wie folgt
mdglich:ﬂ

. Ligandenaustauschphasen:[m
Es handelt sich um Aminoséure-Kupfer-Komplexe, die auf Silicagel gebunden sind. Eine
potentielle Gastkomponente muss zwel funktionelle Gruppen im richtigen Abstand haben.
Diese Bedingung ist bei Aminosauren und Dipeptiden erflillt, so dass diese Stoffklassen in
Enantiomere getrennt werden kénnen.

e Helicae Polymere:[‘a
Polymere mit schraubenformiger, helicaler Struktur kdnnen Enantiomere trennen, wenn
diese zwischen den einzelnen Schichten dieser Struktur festgehalten werden. Die
Polymere eignen sich vor alem zur Trennung von starren nichtplanaren Moleklen.

+  Phasen mit chiralen Kavitsten:
Cyclodextrine kdnnen Enantiomere trennen, wenn der apolare Teil eines Molekils genau
in die Kavitét der Ringstruktur hineinpasst. Der polarere Teil tritt dabei mit den auf der
Kante des Rings im Uhrzeigersinn gerichteten Hydroxylgruppen (H(2)) in Wechsel-
wirkung (s. auch PAbbildung 1). Chiradle Kronenether gehdren ebenfalls zu den
Verbindungen, bel denen eine Kavitét die Trennung bewirkt.
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2.2 B-Cyclodextrineals chirale Selektoren

Cyclodextrine entstehen beim enzymatischen Abbau von Stérke. Es sind cyclische
Oligosaccharide, die aus sechs bis acht a—1-4'-verknipften Glucoseeinheiten (a—, B- bzw.
y—Cyclodextrin) bestehen und auf diese Weise relativ starre und hydrophobe Hohlrdume
bilden.[|El Die Durchmesser der Cyclodextrinmolekile variieren von 0.50 bis 0.85 nm
(Abbildung 1). Im Kristalgitter sind sie so aufeinandergeschichtet, dass sie durchgehende
intermolekulare Kandle bilden, in denen sie hydrophobe Gastmolekile in wechselnden
Schichten bis zur Séttigung einschliefien konnen. Die Cyclodextrine werden aufgrund dieser
Eigenschaften zur Fertigung von Nahrungsmitteln und Pharmazeutika sowie zur Gewinnung

von Hochleistungstrennphasen fir Enantiomeren- und Diastereomerengemische einge-

snetzt.[mz‘l

Hydrophobe Kavitat

Hydrophile Au3enseite

Abbildung 1:  Struktur und raumliche Darstellung von Cyclodextrinen

Das wesentliche Merkmal einer Einschlussverbindung ist, dass eine Wirtkomponente in ihren
Hohlraum Gastkomponenten aufnehmen kann, ohne dabei kova ente Bindungen zu knipfen.
Wahrend sich Clathrate aufgrund des besonderen Kristallgitters der Wirtkomponente nur im
festen Zustand bilden, entstehen die Cyclodextrinkomplexe schon in wassriger Losung. Sie
lassen sich daher elegant mit spektroskopischen oder kal orimetrischen Methoden untersuchen.
In letzter Zeit haben vor allem Methoden der NMR-Spektroskopie sehr zum Verstandnis der
Gast-Cyclodextrin-Wechselwirkungen bei getragen.[Ei

Fur die Bildung der Cyclodextrin-Einschlussverbindungen sind mehrere Kréfte gleichzeitig
verantwortlich, die je nach Substrat verschieden stark beteiligt sind. Die Abhangigkeit der




2 Chirale Erkennung an (3-Cyclodextrinen 5

Bindungskonstante von der Polarisierbarkeit des Substrats deutet daraufhin, dass im
allgemeinen Van-der-Waal s-Kréfte vorherrschen.

Auch die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Gast und OH-Gruppen des
Cyclodextrins konnte nachgewiesen werden. Daneben sind hydrophobe Wechselwirkungen
beteiligt, da das Gastmolekil bei Einschluss in den Cyclodextrin-Hohlraum die dort
befindlichen Solvatmolekile ausstof3en und seine eigene Solvathille abstreifen muss. Die
freigewordenen Losungsmittelmolekile gewinnen Freiheitsgrade und tragen durch die damit
verbundene Entropiezunahme zur Stabilitét der Komplexe bel.

Obwohl Experimente und theoretische Uberlegungen zeigen, dass wahrscheinlich Van-der-
Waals-Krafte und hydrophobe Wechselwirkungen bel der Komplexbildung Uberwiegen,
durften sich andere Kréfte je nach Art des eingeschlossenen Gastmol ekiils verschieden stark
beteiligen. In jedem Fall aber ist die den Cyclodextrinen eigene, ringformige Struktur
entscheidend, da sich Einschlusskomplexe nur dann bilden, wenn Gast- und Wirt-

komponenten raumlich gut Ubereinsti mmen.m

2.3 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie ist zu einer der wichtigsten Methoden fir Aussagen Uber Struktur
und Geometrie von organischen Verbindungen geworden. Die Technik ist von steigender
Signifikanz fur die meisten Anwendungen in der Cycl odextrin-KompIexchemie.[El Mit Hilfe
von 2D NMR-Experimenten, die auf den Grundlagen des Kern-Overhauser-Effekts (NOE-
Effekt) beruhen ist es méglich Einschlussverbindungen eindeutig zu charakterisieren und
detaillierte Informationen tber die Lage der Wechselwirkungszentren zu erhalten.

Aufgrund dessen ist die NOESY -Spektroskopie fir die Konformationsanalyse heute unent-
behrlich geworden. Sie hat den Weg zu dreidimensionalen Strukturanalysen in Ldsung
ertffnet, da nun neben den Korrelationen Uiber das Netzwerk der chemischen Bindung direkte

Informationen tber r&umliche Absténde gewonnen werden kdnnen.
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2.31 Kern-Overhauser-Effekt!q]

Beim Kern-Overhauser-Effekt handelt es sich um Intensitétsanderungen von Resonanzlinien
bei Doppelresonanz-Experimenten. Die Intensitdt eines NMR-Signals ist proportional zum
Besetzungsunterschied der beiden Energieniveaus, zwischen denen der Kernresonanz-
(ibergang erfolgt. In ist das Energieniveauschema fir ein Zweispinsystem AX
wiedergegeben; bel A und X kann es sich um Protonen oder verschiedene Kerne handeln. Sie
sollten nicht skalar gekoppelt sein, das heildt Jax = 0.

Die Ubergange zwischen den Niveaus 1 und 3 sowie 2 und 4 sind solche der A-Kerne,
zwischen 1 und 2 sowie 3 und 4 solche der X-Kerne. Diese Ubergange sind erlaubt und
messbar. Da Jax = 0 gilt, wird im NMR-Spektrum fir ein A- und ein X-Kern je ein Singulett
beobachtet, dessen Intensitdéten von den entsprechenden Besetzungsunterschieden im

Gleichgewichtszustand bestimmt werden.

BG—

Wia

1X A
\ / X
N Wo
\ N m— 0 3 \_a B

Abbildung 2: Energieniveauschemata fur ein AX-Zwei spinsystem

Beim NOE-Experiment, bei dem kontinuierlich die Ubergange eines Kernes geséttigt werden,
werden offensichtlich Besetzungsverhdtnisse geschaffen, die nicht mehr dem Glechgewicht
entsprechen, da sich sonst die Signalintensitaten fir den X-Kern nicht andern dirften. Wie bei
jeder Stoérung strebt das System mdglichst schnell danach, durch Spin-Gitter-Relaxation den
Gleichgewichtszustand wieder herzustellen. Das Spinsystem relaxiert dabei bevorzugt nach
einem dipolarem Mechanismus. Die Theorie besagt nun, dass der NOE und die Dipol-Dipol-
(DD)-Rel axationseffekte eng zusammenhangen.

Im Unterschied zum Energieniveauschema A sind in B zwischen den
Energieniveaus nicht Ubergange eingezeichnet, sondern Ubergangswahrscheinlichkeiten W

fur die mdoglichen und nach der Theorie auch erlaubten Relaxationsvorgange. Vier
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Wahrscheinlichkeiten entsprechen Eingquantentibergangen. Diese gelten fur die Relaxations-
prozesse, die bisher im NMR-Experiment as Spin-Gitter-Relaxation (T1) beobachtet wurden.
Neu sind die beiden Ubergange 4 — 1 (W,) und 3 — 2 (Wy); W> und W, geben die Wahr-
scheinlichkeiten an, mit denen das Zwei spinsystem Uber Doppel- bzw. Nullquanteniibergange
relaxiert. Diese Ubergange, fir die, die Anderung der magnetischen Quantenzahl Am Zwei
bzw. Null ist, lassen sich nicht durch elektromagnetische Wellen anregen, sie sind verboten
und daher auch nicht im NMR-Spektrum beobachtbar. Bel der Relaxation sind dagegen beide
erlaubt. Laut Theorie kann W, sogar grof3er sein as W;. Aulerdem werden W, und Wy
nahezu ausschliefdlich durch die DD-Relaxation bestimmt. Sollten noch andere Mechanismen
aul3er den dipolaren zur Relaxation beitragen, beeinflussen diese vor allem W;.

In ist die Balkenstarke als MaR fiir die Besetzung der Niveaus dargestellt.
Schema A beschreibt den Ausgangszustand, die Besetzungszahlen N; bis N4 entsprechen den
Gleichgewichtswerten. Werden die A-Ubergange, deren Frequenzen gleich sind, gesittigt,
werden die Niveaus 1 und 3 und auch 2 und 4 gleichbesetzt: N3 = N3 und Nz = Ng. Im
Schema B sind formal die Anteile durch schwarze Balken markiert, die von N; und N3 auf N3

und N4 Ubertragen wurden.
B ? Ny

Ny

‘%

r L

A

Abbildung 3: Anderung der Besetzungsverhiltnisse beim NOE-Experiment. Das Energie-
niveauschema A gibt den Anfangszustand an, B den Zustand bei Sattigung der
energiegleichen A-Ubergénge

Die Anderungen der Besetzungszahlen haben keinen Einfluss auf die Gesamtintensitat des
Signals von X, dadie Intensitdt nur von der Gesamtmagnetisierung M, abhangt, und M, beim
Séttigen der A-Ubergénge nicht betroffen wird. Durch die erlaubten Relaxationswege gemaR
W, und W, stellt sich das Gleichgewicht mit einer neuen Besetzungsverteilung ein. Beim
Vergleich der beiden Schemata A und B, lasst sich rein qualitativ verstehen, wie die beiden
Relaxationsprozesse W, und W, die Signalintensitéten beeinflussen. Es fallt auf: Ny < N1 und
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Ng > Ng. Daraus folgt, dass das Besetzungsverhdltnis Ni/N4 kleiner als das Gleich-
gewichtsverhadltnis N1/Ng ist.

Die Relaxation gemald W, wird deshalb versuchen, N;- auf Kosten von N4 zu vergrof3ern.
Dadurch werden die fur die Intensitét der X-Ubergange verantwortliche Besetzungsunter-
schiede N+ — N2 und N3 — Ny vergroRRert. Dies ist gleichbedeutend mit einem Intensitats-
gewinn, entsprechend einer Signalverstérkung. Die Relaxation gemald W, versucht dagegen,
N2 auf Kosten von Nz zu erhthen. Dadurch werden die Differenzen N1 — N2 und N3 — Ng
verkleinert, was zu kleineren Intensitaten fuhrt.

Beide Relaxationsprozesse zusammen ergeben die positive oder negative Verstarkung durch
den Kern-Overhauser-Effekt. Je nachdem, wie grol3 die Beitrdge von W, und Wy sind, kann
somit die Intensitét zu- oder abnehmen.

Bel kleinen Molekilen mit kurzen Korrelationszeiten tc dominiert W, das heifl¥, es wird ein
positiver NOE gefunden. In Molekilen mit langeren Korrelationszeiten tc, zum Beispiel
Makromolekillen, wird dagegen W, effektiver. Diese Abhangigkeit der Ubergangs-
wahrscheinlichkeiten W, und W, von den Korrelationszeiten wird verstandlich, wenn bedacht
wird, dass die fluktuierenden magnetischen Felder fir den Doppelguantenibergang
Frequenzen mit der Summe der Larmor-Frequenzen von va und vy enthalten missen,
wéhrend fur den Nullquanteniibergang viel kleinere Frequenzen ausreichen.

Der enge Zusammenhang zwischen DD-Relaxation und NOE erklart auch dessen
Abhangigkeit vom Abstand, da die DD-Wechselwirkungen mit der sechsten Potenz des
Abstandes abnehmen (Gleichung 1).

41,2
_ _v'hr 6
0 =W, —Wo = 40712r(za EH 400°T? _1E
C

Gleichung 1

o = dipolare Kreuzrel axationsrate
Tc = molekulare Korrel ationszeit
w = Resonanzfrequenz (~ By)

r = Abstand der Kerne
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2.4 Zweidimensionale K ern-Over hauser -Spektr oskopie (NOESY)IZQE’I]

Grundlage dieses NMR-Experiments ist die Dipol-Dipol-Wechselwirkung. Die schnelle Um-
orientierung der Molekile in Lésung erzeugt am Ort des Spins magnetische Wechselfelder,
die den Austausch von Spinpolarisierung ermdglichen und letztlich bewirken, dass das
Spinsystem wieder in den Gleichgewichtszustand relaxiert. Wegen der dipolaren Kopplung
relaxieren beide Spins allerdings nicht unabhangig voneinander, sondern beeinflussen sich
gegenseitig, d. h. jede Abweichung eines Spins vom Gleichgewicht Ubertrégt sich auf den
anderen Spin und fuhrt dort ebenfalls zu Abwechungen vom Gleichgewicht. Der
Magnetisierungstransfer beruht dann auf dem Kern-Overhauser-Effekt (s. Kapitel [2.3.7).
NOESY -Spektren haben das gleiche Aussehen wie COSY -Spektren: Auf der Diagonalen ist
das 1D-Spektrum abgebildet, die Kreuzsignale liefern as Nichtdiagonaelemente die
gewunschte Information. In denjenigen Féllen, in denen sowohl Austausch- wie NOE-Effekte
zu Kreuzsignalen fihren kénnen, muss eine Unterscheidung durch phasensensitive Spektren
getroffen werden. Beim ,normalen“, positiven NOE-Effekt besitzen Diagonal- und
Kreuzsignal e entgegengesetztes V orzeichen, wahrend Austauschspektren gleiches Vorzeichen
liefern. Allerdings ergibt der negative NOE-Effekt bel Makromolekulen ebenfalls gleiches
Vorzeichen fur die Diagonal- und Kreuzsignale. Zur Unterscheidung kann in solchen Félen
das ROESY -Experiment (s. Kapitel herangezogen werden, welches immer entgegen-
gesetztes Vorzeichen fur beide Signaltypen liefert.

25 ROESY-Spektroskopie=

In der Praxis wirkt sich der beim Kern-Overhauser-Effekt in Abhéngigkeit von der
molekularen Korrelationszeit 1¢ eintretende V orzeichenwechsel nachteilig aus. Es ist deshab
von erheblichem Interesse, dass NOE-Messungen im rotierenden Koordinatensystem von
diesem Nachteil befreit sind. Die maximalen NOE-Effekte steigen von 38,5 % bei wptc << 1
bis 67,5 % fur cotc >> 1.
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NOE

60

50 4

40 H

T

01 02 05 1 2 § wore 10
Abbildung 4:  Abhangigkeit des NOE von wt: im rotierenden Koordinatensystem

Dieses Verhalten hat zwei wichtige Konsequenzen, zum einen ist der Kern-Overhauser-Effekt
positiv und verschwindet nicht fir einen beliebigen Wert von wytc, zum anderen werden
Multispineffekte verringert. Durch das positive Signal kann es auch nicht mehr zur
Verwechslung des NOE-Effekts mit Magnetisierungstransfer durch chemischen Austausch
kommen. Ein Problem bel der ROESY -Spektroskopie ist der kohérente Magnetisierungs-
transfer durch TOCSY (Total Correlated Spectroscopy), welcher bei dipolaren Kopplungen
beobachtet werden kann, aber in keinem Zusammenhang zur Kreuzrelaxation steht. Es treten
Storungen durch Signale auf, die entweder zusétzlich zu den gewlinschten ROESY -Signalen
registriert werden oder, da sie entgegengesetzte Phase besitzen, die ROESY-Signade
ausl6schen. In diesem Fall ist eine Unterscheidung durch die Aufnahme phasenempfindlicher
Spektren moglich, da diese Signale die gleiche (positive) Phase wie die Diagonasignae

besitzen.
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2.6 Untersuchung der chiralen Erkennung an Ephedrinenantiomeren mit
Heptakis(2,3-O-diacetyl-6-sulfato)B-cyclodextrin (HDAS-B-CD)*,

2.6.1 Motivation

B-Cyclodextrine werden haufig as Selektoren zur Enantiomerentrennung chiraler
Pharmazeutika, sowohl in der HPLCm as auch der Kapillarelektrophorese (CE)[&I
eingesetzt. Das Verstéandnis der Wechselwirkungsmechanismen zwischen Selektor und
Selektant ist dabel zentrales Thema fur die Weiterentwicklung der chiralen Separations-
methoden. Hierzu wurde mit Hilfe der NMR-Spektroskopie, insbesondere der chemischen
Verschiebungsanderung (CICS, Complexation Induced Chemical Shift) der Enantiomeren
von Ephedrin und N-Methylephedrin sowie negativ geladenem Heptakis(2,3-O-diacetyl-6-
sulfato)[3-cyc|odextrin[la_E‘Ej (HDAS-B-CD) in Kombination mit NMR-Untersuchungen zu
Komplexstéchiometrie nach der Methode von Joblla] und 2D ROESY -Experimenten der

Mechanismus der chiralen Erkennung eingehend charakterisiert und aufgeklért.

2.6.2 2D ROESY-NMR-Experimente

Das 2D ROESY-NMR-Experiment ermdglicht die Untersuchung von Kernen, die sich in
enger rdumlicher Nachbarschaft zueinander befinden. Durch die Beobachtung von
intermolekularen ROEs ist es mdglich, auftretende Wechselwirkungen zwischen einem
Enantiomer von Ephedrin oder N-Methylephedrin und HDAS-B-Cyclodextrin zu lokalisieren
und daraus Ruickschliisse auf die Struktur der gebildeten Einschlusskomplexe zu ziehen. Der
Vergleich der ROESY-Daten der Ephedrin- und N-Methylephedrinenantiomeren
untereinander beschreibt die Unterschiede im chiralen Erkennungsmechanismus der
Substrate.

Die nachfolgende Abbildung zeigt ROESY-NMR-Spektren von D-[El und L-N-Methyl-
ephedrin bei Anwesenheit des HDAS-3-CD im Molverhéltnisvon 1:1.
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Abbildung 5: 2D ROESY-NMR-Spektren von D-N-Methylephedrin* (oben) und L-N-Methyl-

ephedrin* (unten) mit HDAS 3-CD
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Sowohl beim Enantiomer D-N-Methylephedrin as auch beim L-N-Methylephedrin konnten
in den ROESY-Spektren Kreuzsignale zwischen den aromatischen Protonen und den
Protonen H(3) und H(5) des HDAS-3-CD zugeordnet werden, welche in das Innere der
Kavité hineinragen. Durch die gefundenen Kreuzsignale und die Position der Protonen im
Cyclodextrinmolekil kann auf die Bildung von Einschlusskomplexen bei beiden
Enantiomeren geschlossen werden. Mehr Details Uber die Wechselwirkungen zwischen den

Enantiomeren von Ephedrin sowie N-Methylephedrin und HDAS-3-CD sind in nachfolgender
aufgelistet:

D-IL-EPH
HDAS-B-CD H(Aryl) H(1) H(2) CH3(3) NH-CH;

H1 Il - - d -

H2 - -

H3 I -

H4 dll |

H5 dll dd I

1 || [
1
1

Ho6a - -

H6b dl - - - -

CH4-CO - dd - - (d)

HDAS—B-(E)I;/L-M BRI H(1) H(2) CH3(3) N(CHs),

H1 | -

H2 : -

H3 dl -

1 (O | =
1

H4 dl -

H5 dl -

1 || [

Ho6a [ -

H6b | - - - -

CHsCO | - - - -

Tabelle1: Intermolekulare ROES, welche zwischen Ephedrin (oben) und N-Methylephedrin
(unten) sowie HDAS-3-CD beobachtet wurden. , d* und , I* reprasentieren ROES
fur das jeweilige D- und L-Enantiomer. Zwei Buchstaben bezeichnen starke ROES,
ein Buchstabe dagegen steht fir schwachere ROEs.

Mit HDAS-3-CD werden mehr oder weniger schwache Kreuzsignale zwischen den Cyclo-
dextrinprotonen und Ephedrin sowie N-M ethylephedrin gefunden, die zudem willkurlich ver-
teilt erscheinen.

Beide Enantiomere von Ephedrin (Tabelle 1|, oben) zeigen starke ROEs zwischen dem
aromatischen Teil und H(5), welches tief im Innern des Hohlraums sitzt. Das deutet klar
daraufhin, dass der Phenylring in der Kavitét lokalisiert ist. Es konnen jedoch weitere Kreuz-
signale zwischen Phenylring und Proton H(2) des Ephedrins sowie H(1), H(4), H(6) und
COCH3 des HDAS-3-CD zugeordnet werden, welche auRerhalb der Kavitét angeordnet sind.
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Die meisten dieser ROES wurden jedoch nur mit jeweils einem Enantiomer beobachtet, was
die chirale Erkennung erklaren konnte.

Die Anzahl der intermolekularen ROEs mit N-Methylephedrin (Tabelle 1, unten) ist
wesentlich geringer. Erneut treten Kreuzsignale zwischen dem aromatischen Teil und den
Cyclodextrinprotonen im Hohlrauminnern, H(3) und H(5), auf. Offenkundig kommt es auch
bei den Enantiomeren von N-Methylephedrin zur Bildung eines Einschlusskomplexes.
Zusétzlich treten stereoselektive ROEs mit den Wasserstoffatomen auf, die auRerhalb der
Kavitét lokalisiert sind.

Weitere Details ergeben sich bel Betrachtung der chemischen Verschiebungsanderung der

HDAS-3-CD Protonen in Anwesenheit der D- und L-Enantiomeren von Ephedrin sowie N-

Methylephedrin (s. Abbildung 6).

100
HLC\-R
5N6
3H3C-¢-2:
Ho_lé_ 80 BN D-N-Methylephedrin
7 L-N-Methylephedrin N
D-Ephedrin —
[ L-Ephedrin L
R = H: D-/L-Ephedrin 60 -
R = CHz; D-/L-N-Methylephedrin
X 3
\o O —_—
AcON 3 4 [ ) § 40
b {) T
AcO 62 O
0
1 20 N
Qi
HDAS-B-Cyclodextrin 0 | . | ﬂ
1 2 3 4 5 6

HDAS-(-CD Protonen

Abbildung 6:  Chemische Verschiebungsanderung der HDAS-B-CD Protonen bei Anwesenheit
des jeweiligen Enantiomers von Ephedrin und N-Methylephedrin

Aus der Grafik der ist zu erkennen, dass es keine signifikanten Unterschiede in
der Anderung der chemischen Verschiebung der HDAS-B-CD Protonen bei Anwesenheit der
Enantiomeren von Ephedrin sowie N-Methylephedrin gibt. Fir alle Enantiomeren ist die
chemische V erschiebungsénderung des Protons H(5) am groéfdten, was erneut fur die Bildung
von Einschlusskomplexen spricht. Interessanterweise ist die chemische V erschiebungsander-
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ung der Protonen H(6 a +b) ebenfalls sehr grof3. Diese Protonen sind am engen Rand des
Cyclodextrins in direkter Nachbarschaft zur negativ geladenen Sulfatogruppe angeordnet. Die
grof3e Verschiebungsanderung ist dadurch nicht mehr durch Van-der-Waals-Wechselwirkung
zwischen Enantiomer und HDA S-(3-Cyclodextrin hervorgerufen, sondern es kommt in diesem
Fall zu elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der Sulfatogruppe und der Amino-

seitenkette der Enantiomeren.

2.6.3 Bestimmung der Komplexstéchiometrie nach der Methode von Job!EZ
Die Bestimmung der Stéchiometrie erfolgt Uber sog. Job-Plots. Dazu werden aquimolare
Losungen von (-Cyclodextrin und jeweiligem Ephedrinderivat hergestellt. Diese L&sungen
werden so in die Probengefélie gegeben, dass ihr Verhdtnis zueinander standig variiert, das
gesamte Probenvolumen aber nicht mehr als 600 pl betragt. Beispielsweise enthdlt das erste
NMR-Ro6hrchen nur ein Enantiomer, das zweite 550 pl Enantiomer- und 50 ul HDAS-3-CD-
Losung usw. Bei den durchgefihrten Experimenten betrug die Konzentration der L&sungen
immer 1*10° mol/I.

Fiir jede Probe wurde ein *H-NM R-Spektrum aufgenommen. Die chemische Verschiebungs-
anderung der Resonanzen von den Enantiomeren und HDAS-B-CD sind dazu verwendet
worden, die Komplexkonzentration zu berechnen. Diese Daten werden im Diagramm gegen
den Molenbruch des Substrats aufgetragen. Sollte der resultierende Job-Plot ein Maximum bel
x = 0.5 aufweisen, so ist die Stochiometrie des vorliegenden Komplexes 1:1.

Die folgenden Diagramme zeigen die chemischen Verschiebungsanderungen
der Ephedrin- und N-M ethylephedrinenantiomeren aufgrund der Wechselwirkung mit HDAS-
B-CD.




Molenbruch * A% [Hz]

100

Molenbruch * Ad [Hz]

N
o
1

16 2 Chirale Erkennung an [3-Cyclodextrinen

T T
80+ —v— CHs (56) v o es
—v— CHs (3) :

40 CHs (3)

—&— Ayl Anyl

D
o
1

301

N
o
1

201

Molenbruch * As [Hz]

10+

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 0.1 0,2 03 04 05 0,6 0,7 0,8 0,9 10 0,0 01 0.2 03 04 0.5 0,6 0,7 038 09

Molenbruch b Molenbruch

30

10

10
25

207

157

10

Molenbruch * A3 [Hz]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 05 0,6 0,7 0,8 0,9

Molenbruch d Molenbruch

Abbildung 7:  Job-Plots der Wechselwirkungen zwischen HDASB-CD und D-N-Methy-
lephedrin (a), L-N-Methylephedrin (b), D-Ephedrin (c), L-Ephedrin (d); y-Achse
= Ad der Ephedrin Protonen, x-Achse = Molenbruch

Obwohl ale *H-NMR-Spektren der HDAS-B-CD Komplexe an einem Spektrometer mit
600 MHz aufgenommen wurden ist eine Linienverbreiterung insbesondere der Protonen-
signale zu beobachten, die direkt an der Wechselwirkung beteiligt sind. Dieser Effekt
bestétigt ebenfalls die Vermutung, dass eine Vielzahl unterschiedlicher Komplexe gebildet
wird. Dariiber hinaus konnen keine systematischen Anderungen fir die meisten Wasser-
stoffatome der Ephedrine beobachtet werden (s. [Abbildung 7). Die chemische Verschiebungs-
anderung der aromatischen Protonen von Ephedrin und N-Methylephedrin sind in den Job-
Plots im Gesamten dargestellt, da sich die Signalaufspaltung der aromatischen Region
aufgrund der Komplexierung stark verandert.

Im Hinblick auf das HDAS-3-CD zeigen nur die Protonen H(5) und H(6ab) eine starke
Tieffeldverschiebung mit zunehmender Menge an zugegebenem HDAS-3-CD. Aufgrund
dieser starken Verschiebung wandert das Signal von H(5) in das Signal des Protons H(4) bei
der Komplexierung mit D-N-Methylephedrin. Welterhin zeigen die Job-Plots, welche

T
10
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aufgrund der chemischen Verschiebungsdnderung der Protonen von HDAS-3-CD erstellt

wurden, keine charakteristischen Unterschiede zwischen den Komplexen, die mit den

Enantiomeren von Ephedrin oder N-Methylephedrin geformt wurden.
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Abbildung 8:  Job-Plots der Protonen H(5) (links) und H(6a+b) (rechts) von HDAS-B-CD in
Gegenwart der Enantiomeren

Zusammenfassend ergibt sich aus der, bel der Komplexierung, beobachteten chemischen
Verschiebungsanderung, dass H(5) und H(6ab) des HDAS-B-CD und auferdem die
aromatischen Protonen der Ephedrin Derivate mal3geblich an den Wechselwirkungen beteiligt
sind.

Obgleich das negativ geladene HDAS-B-CD vielgestatige Komplexe bildet, kann darauf
geschlossen werden, dass im Durchschnitt der Phenylring der Enantiomeren im Innern der
Kavitét lokalisiert ist. Die Seitenkette dagegen aul3erhalb am engen Rands des Cyclodextrins,
was die Moglichkeit zur Ausbildung von ionischen Wechselwirkungen zwischen den Amino-
gruppen der Ephedrine und negativ geladenen Sulfatogruppen des HDAS-3-CD ertffnet.
Jedoch werden auch Komplexe gebildet durch Anlagerung von Ephedrin oder N-
Methylephedrin an das HDAS-3-CD an der Ringaul3enseite, gleichsam sind auch 2:3 und 3:2

Einschlusskomplexe moglich.

T
1,00
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IO- H.C D-Methylephedrin

HDAS-B-CD

Abbildung 9:  Vermutete Struktur eines Komplexes zwischen D-N-Methylephedrin und HDAS -
CD, welche aus den ROESY-Daten und Job-Plots ermittelt wurde.
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2.7 Untersuchung der Wechselwirkung von Dimethylcyclohexan und
permethyliertem [3—Cyc|odextrin[E‘lEi

Dimethylcyclohexan liegt in der Sesselform vor, die beiden Methylgruppen sind dabei cis-
standig. Im NMR-Spektrum sollten sich dadurch zwei getrennte Signale ergeben, da die
Methylgruppen unterschiedliche raumliche Umgebungen haben. Temperaturbedingt kommt
es jedoch zum Umklappen der Sesselkonformation in die Wannenkonformation und die
beiden NMR-Signale gehen in ein breiteres Signal Uber, welches die zwei Konformationen
représentiert. Die Anwesenheit des permethylierten 3-CD verhindert, infolge der Interaktion,
den Wechsel der Konformationen, und es resultieren wieder zwel Signale. Mit Hilfe der 2D
ROESY -NMR-Spektroskopie ist es dabei mdglich, Informationen Uber den Wechsel-
wirkungsmechanismus zu erhalten. Die nachfolgende Abbildung zeigt das ROESY-NMR-
Spektrum von Dimethylcyclohexan und permethyliertem [3-Cyclodextrin im Verhaltnis 1:1.

H3C

CH,(2)| CH,-OCH,

3.2

4.8

an . 5.6

Abbildung 10: 2D ROESY-NMR-Spektrum von Dimethyl cyclohexan und permethyliertem 3-CD
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In der Tabelle sind die intermolekularen Kreuzsignale, die infolge der Komplexierung

zwischen den beiden Verbindungen auftreten, aufgelistet.

e ® U H@) | H@ | H@) | H@ | H(B) | H(E) | CHs2) | CHy3) CH,OCH,
CH, + + + + + +

CH(1/2) * +

CH(3/6)

CH(4/5) + + +

Tabelle2:  ROEs zwischen Dimethylcyclohexan und permethyliertem B-Cyclodextrin

In dem vorliegenden Spektrum gibt es wenige ROE-Signale zwischen den Verbindungen, sie
weisen jedoch eine relativ starke Intensitét auf, demzufolge sind die auftretenden Wechsel-
wirkungen nachhaltig und eindeutig gerichtet. Die Wechselwirkungen sind dabel so stark,
dass dadurch der Wechsel zwischen Sessel- und Wannenkonformation reduziert wird und
zwei Signale fur die Methylgruppen zu beobachten sind. Bel der Wechselwirkung mit diesem
B-Cyclodextrin kommt es nicht zum Auftreten von intermolekularen Wechselwirkungen im
Innern des Hohlraums, es wird demzufolge kein Einschlusskomplex ausgebildet. Die Van-
der-Waals-Interaktionen treten bevorzugt an den Protonen H(2) und H(4) auf, die aulRen am
Cyclodextrinring orientiert sind, daneben mit den Methylgruppen in Position 2 und 3, diese
sind am weiten Rand des 3-Cyclodextrins lokalisiert. Beim Dimethylcyclohexan treten die
ROE-Signale bei den Methylgruppen, den Protonen H(1/2) und H(5/4), auf. Die Protonen
H(3/6) zeigen dagegen keinerlei Wechselwirkungen.

Anhand der im ROESY -Spektrum beobachteten Kreuzsignale zwischen den Komponenten
zeigt sich, dass in diesem Fal die Wechselwirkungen an der Ringaul3enseite des [3-
Cyclodextrins stattfinden, demzufolge also kein Einschlusskomplex gebildet wird. Beim
Dimethylcyclohexan zeigen die endstéandigen Methylgruppen, benachbarte CH-Gruppen und
die Methylengruppe auf der gegentberliegenden Ringseite, Kreuzsignale zum permethylierten

3-CD. Ein Modell Uber die mogliche Wechselwirkung zwischen den Verbindungen zeigt die
Abbildung 11
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Abbildung 11: Modedl der Wechselwirkung zwischen Dimethylcyclohexan und per-
methyliertem B-Cyclodextrin
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3 PFG (Pulse Field Gradient) NM R-Spektroskopie zur Analyse

von Komplexgemischen[@

3.1 Grundlage und Geschichte der PFG NM R-Spektroskopie

Die chemische Analyse von Komplexgemischen vor allem in den Bereichen der Umwelt-,
Petro- und Biochemie ist in den letzten Jahren ein Forschungsgebiet von steigendem Interesse
geworden.m Vielfach ist der Analyt in einer Matrix wie Blut, Plasma oder Ol vorhanden
oder die zu untersuchenden Komponenten bilden eigene Komplexe. Wenn es darum geht,
Komplexgemische zu analysieren, steht im Vordergrund der Untersuchungen héaufig die
Vereinfachung der Prozesse, beispielsweise kann dies erreicht werden durch Separation des
Gemischs mittels chromatographischer oder elektrophoretischer Methoden. Die aufgetrennten
Komponenten werden anschlief3end individuell charakterisiert, um daraus Informationen tber
das gesamte System zu erhalten. Fur die Charakterisierung der komplexen Verbindungen ist
es jedoch haufig notwendig oder erwiinscht die Substanzen komplett ohne storende Einflisse
seitens der Trennungen zu untersuchen. Aus diesem Grund wird bel der Analyse komplexer
Mischungen oft auf spektroskopische Methoden zurlickgegriffen. Hierbei ist die
Kernresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) die Methode der Wahl, wenn es darum
geht Komplexgemische, ohne vorhergehende Separation, durch physikalische Methoden zu
analysieren. Die NMR-Spektroskopie ist nicht invasiv, fihrt nicht zur Zerstérung der zu
charakterisierenden Verbindungen und ist aus den genannten Griinden sehr gut geeignet fir
die Untersuchung diffiziler Proben.

Eine Vielzahl von Parametern wie Chemische Verschiebung, Kernrelaxationsraten,
Korrelationszeiten und Diffusionskoeffizienten stehen zur Verfligung, um Informationen tber
die molekulare Struktur, GroRe, Bindungsverhdltnisse und Reaktionskinetiken zu erhalten.
Insbesondere NM R-Diffusions-Experimente ermoglichen die Charakterisierung von Kompo-
nenten mit unterschiedlicher Molekilgrofie sowie die Analyse der Bindungswechselwirk-
ungen eines kleinen Molekils an einem grof3en Rezeptor. Diese auf Diffusion basierende
Anwendung ist sehr vorteilhaft fir die Analyse von Gemischen, welche eine grofie Anzahl
isolierter Protonen enthalten. Dartber hinaus ist diese Technik eine sinnvolle Alternative zu
tellweise sehr zeitaufwendigen 2D NMR-Methoden die hauptsachlich auf Kopplungen
zwischen den Protonen beruhen (z.B. COSY).
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3.1.1 Reaxation desNMR-Spinsystems

Nachdem die Magnetisierung M aus dem Grundzustand durch einen Impuls angeregt wurde,
hat sich die Energie des Spinsystems gedndert. Es gibt zwei Grundmechanismen, nach denen
das Spinsystem wieder zuriick in den Gleichgewichtszustand relaxiert.

Beim ersten Mechanismus Ubertragen die zuvor angeregten Kerne die Uberschiissige Energie
an die Umgebung bzw. das umgebende Gitter. Dieser Vorgang steht im Verhdltnis zur
Zeitdauer, mit der sich die Magnetisierung M entlang der z- oder longitudinalen Achse wieder
aufbaut. Die Bezeichnung fur diesen Mechanismus lautet daher Spin-Gitter- oder longitudi-
nale Relaxation.

Der zweite Mechanismus beruht auf der Relaxation der Komponenten in der transversalen
oder xy-Ebene im Anschluss an die Anregung und ist als Spin-Spin- oder transversae
Relaxation bekannt. Er beinhaltet den schnellen Energieaustausch zwischen den individuellen
Kernen und resultiert in der Dephasierung der Magnetisierung in der xy-Ebene.

In den meisten NMR-Experimenten wird die Magnetisierung durch eine Serie von sorgféltig
kalibrierten Impulsen, der sog. Pulssequenz, manipuliert. Spezielle Multi-Pulssequenzen
wurden dabel entwickelt um die T;- und T,-Relaxationszeiten zu messen. Die Ti-
Relaxationszeit wird durch das inversion-recovery Experi ment[m bestimmt, wohingegen
die To-Relaxationszeiten durch die Carr-Pur(:eII-Meibom-GiII-PuIssequenz[mJ (CPMG) ge

messen wird.

3.1.2 Untersuchung der Diffusion mittels NM R-Spektroskopie

Das Hahn-Spi n-Echo—Experimentm ist Grundlage der vorhandenen NM R-Pul ssequenzen zur
Untersuchung der Diffusion. Es soll im folgenden kurz vorgestellt werden (Abbildung 12).

y \y/@y y
/ N\

a b c d

Abbildung 12:  Vektorschema des Hahn-Spin-Echo-NMR-Experiments
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Das Experiment beginnt mit einem 90°-Impuls, der die Magnetisierung M in die y-Achse
auslenkt (). Anschlieflend prézessiert die Magnetisierung innerhalb einer Wartezeit T,
wahrend dieser dephasiert die Magnetisierung aufgrund der Spin-Spin-Relaxation (b). Im
Anschluss an T wird ein 180°-Impuls verwendet, welcher die Magnetisierung an der x-Achse
spiegelt (c). Die Magnetisierung refokussiert entlang der negativen y-Achse am Ende ener
zweiten Wartezeit T und wird a's,, Echo® bezeichnet (d).

Das Hahn-Spin-Echo-Experiment wurde urspriinglich zur Bestimmung der T,-Relaxations-
zeit, durch Beobachtung der Abnahme der Echointensitét als Funktion der Lange von
T verwendet. Mit zunehmendem t nimmt die Intensitét des Echos jedoch nicht alleine wegen
der T,-Relaxation, sondern auch durch Spin-Spin-Kopplung und Diffusion der Moleklle in
Losung, ab. Aufgrund dieser zusétzlichen Effekte hat die CPMG-(Carr Purcell Meitboom Gill)
Pul ssequenz das Spin-Echo-Experiment zur Bestimmung der To-Relaxationszeit abgel 6st.
Nachdem der Einfluss der Diffusion auf die Abnahme der Echointensitét entdeckt wurde, kam
es zur Entwicklung des ersten gradienten-abhangigen Experiments zur Untersuchung von
Diffusionskoeffizienten.[EI Seit dieser Zeit hat sich die PFG (Pulse Field Gradient) NMR-
Spektroskopie zu einer sehr effektiven sowie nichtinvasiven Methode zur Uberwachung der
molekularen Diffusion entwickelt.

Alle NMR-Experimente, die mit gepulsten Feldgradienten arbeiten verfligen Uber einen

gemeinsamen Aufbau (s. JAbbildung 13).

Anregung FID
encode Entwicklung decode
raumlich abhéngiges Diffusions- raumlich abhangiges
encoden der Phase Wartezeit decoden der Phase
1. Gradient A 2. Gradient

Abbildung 13:  Essentielle Komponenten einer Feldgradienten-Pul ssequenz

Nach einem Anregungsimpuls und einer Wartezeit wird der erste Gradientenpuls angewandt
um die Kernspins innerhalb der Probe raumlich zu encoden d.h. festzuhalten. Anschlief3end
erfolgt eine weitere Wartezeit, wahrend dieser Zeit kommt es zur Diffusion in der Probe. Am

Ende wird der zweite Gradientenpuls angewendet, wodurch die Kerne decodiert werden. Die
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Diffusion an sich ist generell abhangig von der Molekilgrofie, Viskositét der Losung und der
Temperatur, diese Korrelation ist durch die Stokes-Einstein-Beziehung (Gleichung 2)
wiedergegeben.

KT
61,

Gleichung 2

Bel der PFG-NMR-Spektroskopie wird ein transientes magnetisches Feld erzeugt, indem
Strom durch eine speziell gewundene Spule geleitet wird, um einen reguléaren, variablen
magnetischen Gradienten G, entlang der Lange der Probe, entstehen zu lassen. Die Amplitude
yg und die Zeitdauer des linearen magnetischen Feldgradienten G, kénnen im Experiment
kontrolliert werden.

Das erste Experiment, welches gepulste Feldgradienten verwendet, wurde von Stejskal und
Tanner entwickqlt und als ,Pulsed Gradient Spin-Echo“-Methode (PGSE) bekannt (s.

Abbildung 14).5 !

Y

~—
a -

Abstand :
» (Gauss
! 7
A B C D E F

Abbildung 14:  Pulsschema des PGSE-NMR-Experiments. Die Pulssequenz ist oben gezeigt
und der Effekt auf die Magnetisierung unten im Bild.
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In Anschluss an den ersten 90°-Impuls (A) und einer kurzen Wartezeit t;, wird ein
Gradientenpuls angewendet um die Kernspins rdumlich entlang der Lange der Probe zu
encoden (B). Das raumliche Encoding oder Festhalten findet statt, da die Kerne mit
unterschiedlichen Frequenzen, abhéngig von ihrer Position vom angelegten Magnetfeld,
prézessieren. Diese Technik entstammt dem kernmagnetischen Imaging (MRI), bei dem die
Position der Kerne in zwel oder drei Dimensionen fixiert ist.[Ia Waéhrend der Wartezeit, die
auf den ersten Gradientenpuls folgt, prézessiert die Magnetisierung in der xy-Ebene (C). Im
Folgenden andert ein 180°-Impuls die Richtung der Prézesson (D) und en zwelter
Gradientenpuls, der in seiner Phase und Amplitude analog zum ersten ist, decodiert die Kerne
réumlich in der Probe.

Die Abbildung (E) veranschaulicht den Effekt der Diffusion auf die Magnetisierung eines
kleinen, schnell diffundierenden Molekils, bevor das Decoding stattfindet. Die Diffusion
eines in seiner Magnetisierung fixierten Kerns zu einer anderen Position innerhalb der Probe
bewirkt, dass die Magnetisierung dieser Kerne durch den zweiten Gradientenpuls nicht
grundlegend refokussiert und die Signalintensitét abgeschwacht wird (F). Ebenfalls zu sehen
in Abbildung (E) ist die Auswirkung dieses Experiments auf die Magnetisierung eines
groReren, langsamer diffundierenden Molekils bei dem daher nur eine geringe
Abschwéchung der Signalintensitét resultiert. Nach einer Zeit 21t nach dem ersten 90°-Te
Impuls wird das Spin-Echo ausgebildet und der FID aufgenommen.

Ein grofl3er Nachteil des PGSE-Experiments ist die Tatsache, dass wahrend der Wartezeit in
der die Diffusion stattfindet die Magnetisierung in der xy-Ebene gehalten wird und aufgrund
von Spin-Spin-Kopplung, To-Relaxation sowie Diffusion dephasiert. Demzufolge kann diese
Pulssequenz nur fur nichtkoppelnde Kerne angewendet werden, und die Zeitdauer in der ein
Molekul diffundieren kann ist durch die T,-Relaxationszeit limitiert, wodurch wiederum die
Molekullgrofe, die mit diesem Experiment analysiert werden kann, beschrankt ist.

Die ,Stimulated Echo* Sequenz (STE), welche urspriinglich von Hahn entwickelt wurde
erzeugt ein Echo, dessen Abschwachung von der T1- und nicht T,-Relaxation abhangt ungl bei

(0]

dem eine Dephasierung der Magnetisierung durch Spin-Spin-Kopplung eliminiert wird.
Das Schema des ,,Pulsed Field Gradient Stimulated Echo” (PFG-STE) Experiments, welches
von Tanner entwickelt wurde, ist in |Abbildung 15 zu %hen.[@I Anaog zum PGSE-

Experiment wird transverse Magnetisierung durch einen Gradientenpuls codiert und durch

einen zweiten decodiert, welcher nach einer Wartezeit, in der die Diffusion stattfindet, erfolgt.
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90° 90° 90°

- >
A

Abbildung 15:  Pulsschema des PFG-STE-NMR-Experiments.

Das PFG-STE-Experiment unterscheidet sich vom PGSE-Experiment dadurch, dass hierbei
die Magnetisierung wahrend der Diffusion entlang der negativen z-Achse gehalten wird und
hat damit den Vortell, dass die Relaxation nur durch den longitudinalen Mechanismus erfol gt
und die Modulation der Resonanzen durch Spin-Spin-Kopplung verhindert wird.

Die magnetischen Feldgradienten erzeugen in der metallischen Umgebung, dem aktiven
Volumen des NMR-Probenkopfs, einen zusétzlichen Strom (Eddy-Current). Da dieser Eddy-
Strom abgeklungen sein muss, bevor es zur Aufnahme des FIDs kommen kann, wird nach
dem letzten Gradientenpuls eine zusétzliche Wartezeit eingefugt.

Eine modifizierte Version der PFG-STE-Sequenz wurde von Gibbs und Johnson unter der
Bezeichnung LED-Experiment (Longitudinal Eddy-Current Delay) eingeffijhrt.[El

0° 90° 0° 90°  90°

~ T
%
Gradient Pre-pulses Eddy-current

delay

Abbildung 16:  Pulsschema der LED-Pul ssequenz

Abbildung 16| zeigt das Pulsschema des LED-Experiments. Im Anschluss an den zweiten
Gradientenpuls wird die M agnetisierung wahrend der Wartezeit te, in welcher der Eddy-Strom
abklingen kann, entlang der negativen z-Achse gehalten. Hierbei relaxiert die Magnetisierung
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durch T1-Prozesse. Durch den letzten 90°-Impuls kehrt die Magnetisierung wieder in die xy-
Ebene zurtick, in welcher der FID aufgenommen wird.

Bel einer anderen Weiterentwicklung des PFG-STE-Experiments wurden drei Gradienten
Vorpulse (Gradient Pre-Pulses, s. eingefiihrt, um den Beitrag des Eddy-
Stroms, sovyohl fUr den encoding as auch fir den decoding Gradienten, Ubereinstimmend zu
gestalten. B4 !

Eine Erweiterung dieser Methode, das ,, Bipolare Puls LED"-Experiment (BPPLED) reduziert
die Einflisse des Eddy-Stroms durch die Verwendung von Gradientenpulspaaren, die in

Antiphase zueinander stehen (s. Abbildung 17).E

90° 180° 90° 90° 180° 90° or°

A

Abbildung 17:  Pulsschema des BPPLED-Experiments

Mit der BPPLED-Pulssequenz ist es mdglich einen 95 %igen Abfall des Eddy-Stroms zu
erreichen, wenn die Zeitdauer der Gradientenpulse sehr kurz ist (1 ms) und diese zeitlich dicht
aufeinanderfolgen (< 1 ms).

Ein NMR-Diffusions-Experiment beinhaltet die Anwendung von gepulsten Feldgradienten
mit zunehmender Amplitude und die Aufsummierung der resultierenden eindimensionalen
NM R-Spektren. Durch die Abschwéchung der NMR-Resonanz mit steigender Amplitude des
Gradienten wird die Diffusion eines Molekils offenkundig. Die Intensitét einer spezifischen
Resonanz | und der Diffusionskoeffizient D sind durch nachfolgende mitein-

ander verknupft.

|=l,exp[-D (A-0/3-1/2) G2ey?e5?] Gleichung 3

| = Intensitat

l, = Signalintensitéat ohne Gradientenimpulse
D = Diffusionskoeffizient

A = Diffusionswartezeit

8 = Dauer des Gradientenpuls

T = Zeit zwischen Gradientenpuls und RF-Puls
G = Amplitude des Gradientenpuls

y Gyromagnetisches Verhaltnis
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Die Berechung der Diffusionskoeffizienten ist von der jeweiligen Probe abhangig und durch
eine Vielzahl alternativer Methoden moglich.

Der Diffusionskoeffizient kann dargestellt werden zum einen durch Anpassung der variablen
Resonanzintensitéten, welche als eine Funktion der Gradientenamplitude im Quadrat

gemessen wurden, entsprechend zu den Beziehungen, wie siein dargestellt sind.
Durch Berechnung mit nichtlinearem minimalen Fehlerquadrat wird der Diffusionskoeffizient

D erhalten. Diese einfache numerische Analyse ist vor allem sehr effektiv, wenn gut aufge-
|6ste Signale fur jede Komponente in der Probe vorliegen, oder die Diffusionskoeffizienten

von Uberlappenden Signalen signifikant unterschiedlich sind (s. Abbildung 18).

40

gt NCH)*
307

log |

Dpas)= 2.66 x 1010 m?/s
Dowe)= 6.30 x 1010 m2/s

17
G2
Abbildung 18:

Ermittlung der Diffusionskoeffizienten von D-N-Methylephedrin* und HDAS -
CD mittels numerischer Analyse

In ist die Bestimmung der Diffusionskoeffizienten von D-N-Methylephedrin
und HDAS-3-CD durch numerische Analyse dargestellt. Bei der Berechnung ist zu beachten,
dass nicht fur jedes Signal einer Komponente die Bestimmung aufgrund von Signal Uiber-
lappungen durchgeftihrt werden kann. So sind fir das HDAS-3-CD (Geraden auf der linken
Seite) nur die Protonen H(2), H(6) und H(5) in die Berechnung mit eingegangen, fur das D-N-
Methylephedrin (Geraden auf der rechten Seite) die aromatischen Protonen sowie N(CHs)»
und H(3). In der Grafik treten die Unterschiede in den Diffusionskoeffizienten bereits deutlich

durch die verschiedenen Steigungen der Geraden auf, das Ldsungsmittel Wasser diffundiert
sehr schnell und ist durch die Gerade mit der geringsten Steigung charakterisiert.
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Bel den Geraden der HDAS-3-CD fdlt auf, dass keine Linearitét der Datenpunkte vorliegt,
wie das fur Geraden des D-N-Methylephedrins der Fall ist. Verursacht wird das vermutlich
durch die Heterogenitéat des (-Cyclodextrins, da es bei der Synthese generell schwierig ist,
Produkte mit gleichem Substitutionsgrad zu erhalten. Fir Proben, die polydispers vorliegen,
gibt es die Mdglichkeit eine Verteilung der Diffusionskoeffizienten zu bestimmen. Hierzu
werden die Spektren nach der Fourier-Transformation in Regionen unterteilt und integriert.

Diese Regionen werden im Anschluss analysiert, as Resultat ergibt sich eine Vertellung der

Diffusionskoeffizienten (s. folgende|Abbildung 19).

2000+
.,.
/ \. —a— Aryl*

15004 » \ —*— H(1,3) und HDO
5 / \ und H(L)* (D-ME)
f: B . H(2) und N(CiHS)2
& 1000- N CH,und CH,*(D-ME)

v,
500 J
/ ®
/V
/v [ ]

Abbildung 19:  Verteilung der Diffusionskoeffizienten von D-N-Methylephedrin* und HDAS -
CD.

Fur komplexere Systeme wurden Softwareprogramme entwickelt, die eine smultane Analyse
aller Resonanzen in einem Spektrum ermdglichen. So entwickelten z.B. Morris und Johnson,
eine zweidimensionale Computermethode mit der die chemischen Verschiebungen eines
NMR-Spektrums in einer Dimension und die korrespondierenden Diffusionskoeffizienten in
der zweiten Dimension projiziert werden.@] Diese DOSY (Diffusion Orderd 2D NMR
Spectroscopy) Technik ist ein zweckvolles Instrument zur Bestimmung der Diffusions-

koeffizienten aller individueller Komponenten in einem Gemisch.
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Abbildung 20: 2D DOSY-NMR-Spektrum von B-Cyclodextrin aus [41]

3.2 Untersuchung der Diffusionskoeffizienten von D-/ L-N-Methyl-
ephedrin nach Komplexierung mit HDAS-B-CD sowie DIAC-B-CD

3.2.1 Motivation

Die vorliegenden Untersuchungen wurden im Rahmen eines Forschungsaufenthalts an der
University of Kansas, USA, in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Cynthia K. Larive
durchgefuihrt. Zweck des Aufenthalts war es zum einen die Methode der PFG-NMR-
Spektroskopie zu erlernen und zum anderen die erworbenen Kenntnisse auf die Bestimmung
der Diffusionskoeffizienten von D- und L-N-Methylephedrin in Wechselwirkung mit HDAS-
sowie DIAC-[-CD anzuwenden. Aufgabe sollte dabei auch sein, Unterschiede in der chiralen
Erkennung zwischen den Enantiomeren herauszufinden und Vergleiche zu den mit 2D

ROESY -NMR-Experimenten (Kapitel 2) erhaltenen Daten zu ziehen.
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3.2.2 Bestimmung der Diffusionskoeffizienten der isolierten Komponenten D-/L-N-
Methylephedrin sowie HDAS- und DIAC-B-CD

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde eine Anderung der Diffusionsgeschwindigkeit von
D- und L-N-Methylephedrin bei Wechselwirkung mit modifizierten [3-Cyclodextrinen
bestimmt. Folglich war es zunéchst erforderlich, die Diffusionskoeffizienten aller Kompo-
nenten der jeweiligen Komplexverbindungen zu messen. Die Untersuchungen erfolgten mit
dem BPPLED-Experiment (s. [Abbildung 17), welches sich neben der LED-Pulssequenz als
besonders geeignet fir die Bestimmung von Diffusionskoeffizienten erwiesen hat.

Den Bedingungen entsprechend, unter denen die elektrophoretischen Separationen durchge-
fiihrt wurden, betrugen die verwendeten K onzentrationen der Verbindungen 1* 10 mol/l. Als
L dsungsmittel wurde Wasser, gepuffert mit Ammoniumphosphat, verwendet.

Zur Bestimmung ist es notwendig, die Stérke der Gradientenamplitude in hinreichend kleinen
Schritten so zu variieren, dassim Verlauf der Messungen ein 90 %iger Intensitdtsabfall erzielt
wird. Hierzu wurde die Starke der Amplitude zwischen 0.5 G und 4.5 G gewahlt, die in 27
Messpunkten variiert und fir jede Messung dreimal wiederholt wurde um storende Einfllsse
auf die Messergebnisse durch Warmebewegung (Konvektion) zu eliminieren.

Das nachfolgende Diagramm zeigt grafisch die Diffusionskoeffizienten von D- und L-N-
Methylephedrin, HDAS- sowie DIAC-B3-CD

LME DME
8E-10-

BHDAS 2.96e10
6E-107 aDIAC 3.21e10
BLME 7.57e-10
ODME 7.55e-10

[m?/s]

4E-10- DIAC

HDAS

2E-10+

HDAS DIAC LME DME

Abbildung 21:  Grafische Darstellung der ermittelten Diffusionskoeffizienten D von HDAS
(2.96*10™ n¥/s), DIAC (3.21*10™ n¥/s), L- und D-N-Methylephedrin (7.57
bzw. 7.55* 10™° n/s) (von links nach rechts)
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Es ergeben sich Unterschiede in den Werten der Diffusionskoeffizienten der 3-Cyclodextrine
sowie den Enantiomeren. Da die Molekilmasse von D- und L-N-Methylephedrin mit 165
g/mol wesentlich kleiner ist as die der modifizierten 3-Cyclodextrine (1652 g/mol DIAC-[3-
CD und 2058 g/mol HDAS-B-CD), ist ihre Diffusionsrate sowie der daraus resultierende
Koeffizient D mit 7.55 und 7.57*10'° m%s erheblich héher. Auch zwischen den B-Cyclo-
dextrinen an sich gibt es Differenzen in der Molekilmasse, was auch durch die Diffusions-
koeffizienten widergespiegelt wird, HDAS-B-CD hat eine hohere Molekilmasse folglich ist
der Koeffizient D mit 2.96* 10 m?/s geringer als fiir DIAC-B-CD (3.21*10'° m?/s)

3.2.3 Bestimmung der Diffusionskoeffizienten von D- und L-N-Methylephedrin durch
Komplexierung mit HDAS- und DIAC-B-CD

Die Untersuchungen zur Anderung der Diffusionsgeschwindigkeit der Enantiomeren von N-
Methylephedrin sowie der modifizierten [3-Cyclodextrine infolge der Komplexierung wurde
unter der Annahme von 1:1-Verbindungen durchgefihrt. Die Konzentration der Verbind-
ungen betrug dabei wieder jeweils 1* 10 mol/I.

Die Variation der Gradientenamplitude erfolgte im gleichen Bereich (0.5 — 4.5 G) wie auch
bei der Bestimmung der Diffusionskoeffizienten der isolierten Komponenten.

Die nachfolgende Grafik stellt die Anderungen der Diffusionskoeffizienten von D- und L-N-
Methylephedrin in Abhéngigkeit von der Wechselwirkung mit HDAS- bzw. DIAC-B3-CD dar.
Um einen direkten Vergleich zu ermdglichen, wurden die Koeffizienten der isolierten
Enantiomeren mit in die Darstellung aufgenommen; sie sind jeweils am linken und rechten
Rand des Diagramms prasentiert. Die zugehdrigen Werte sind in[Tabelle 3|gezeigt.
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Abbildung 22 Anderung der Diffusionskoeffizienten von D- und L-N-Methylephedrin durch
Wechselwirkung mit HDAS- sowie DIAC-B-CD. Die Werte von D-/L-N-Methyl-
ephedrin ohne 3-CD sind am rechten bzw. linken Rand dargestellt

L-N-Methylephedrin (7.57*10™) | D-N-Methylephedrin (7.55*10™)
D [m?/] D [m?/g]
HDAS-B-CD 7.57%10™" 6.30* 10"
DIAC-B-CD 6.99*10" 6.92¢10™"

Tabelle3: Anderung der Diffusionskoeffizienten von D- und L-N-Methylephedrin durch
Wechselwirkung mit HDAS- bzw. DIAC-3-CD

Bei D-N-Methylephedrin ergibt sich eine Verringerung des Diffusionskoeffizienten D von
7.55¢10%° m?%s zu 6.92¢10"° m%s durch die Komplexierung mit DIAC-B-CD und zu
6.30* 10 m*s mit HDAS-B-CD. Im Falle des L-N-Methylephedrin resultiert mit HDAS--
CD keine Anderung von D, bei DIAC-B-CD nimmt der Diffusionskoeffizient von 7.57 *10™°
m?/s zu 6.99*10™° m?/s ab. Es zeigt sich somit, dass bei D-N-Methylephedrin angesichts der
Komplexierung mit den -Cyclodextrinderivaten die Abnahme des Diffusionskoeffizienten in
einem starkeren MaRe erfolgt as bei L-N-Methylephedrin (s. auch [Abbildung 22). Diese
Entwicklung legt die Vermutung nahe, dass der chirale Erkennungsmechanismus der
modifizierten [3-Cyclodextrine fur D-N-Methylephedrin bevorzugt funktioniert. Noch mehr

Aufschluss dariiber ergibt die Betrachtung der Anderung der Diffusionskoeffizienten von
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DIAC- und HDAS[(3-CD durch die Wechselwirkung mit den Enantiomeren von N-
Methylephedrin.

3.24 Bestimmung der Diffusonskoeffizienten von HDAS- und DIAC-B-CD in
Wechselwirkung mit D- und L-N-Methylephedrin

Die Anderung der Diffusionskoeffizienten von HDAS- und DIAC-B-CD, welche sich durch
die Wechselwirkung mit den Enantiomeren von N-Methylephedrin ergeben hat, ist in der

folgenden |Abbildung 23 dargestellt. Die dazugehérigen Werte sind in der [Tabelle 4] aufge-
listet.

3,5E-16f

3E-107

2,5E-16]

2E-107

D [m?/s]

1,5E-16]

1E-107

5E-11]

L HESPN

HDAS DIAC

Abbildung 23:  Anderung der Diffusionskoeffizienten von HDAS  und DIAC-B-CD durch
Wechselwirkung mit D-/L-N-Methylephedrin. Die Werte von HDAS- und DIAC-
[B-CD sind rechts bzw. links dargestellt.

DIAC-B-CD (3.21*10™) | HDAS-B-CD (2.69*10™)
D [mg] D [m%s]
D-N-Methylephedrin 3.08*10" 2.66*10™
L-N-Methylephedrin 3.14*10° 2.69*10™°

Tabelle4:  Anderung der Diffusionskoeffizienten von HDAS- bzw. DIAC-B3-CD durch Wechsel-
wirkung mit D- und L-N-Methylephedrin
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Die Ergebnisse der Bestimmung von D fir HDAS- und DIAC-B-CD bestétigen die unter
Kapitel aufgestellten Vermutungen. Bei DIAC-3-CD ergibt sich in der Wechselwirkung
mit D-N-Methylephedrin von 3.21*10%° m?%s auf 3.08*10"° m?/s eine stérkere Abschwach-
ung von D as mit L-N-Methylephedrin (3.14*10° m?/s). Die Abnahme des Diffusions-
koeffizienten bei HDAS-B-CD ist infolge der Komplexbildung insgesamt geringer, von
2.69¢10° m/s auf 2.66*10"° m?s fur D-N-Methylephedrin. Mit L-N-Methylephedrin
(2.69*10™'° m?/s) ergibt sich wiederum keine Anderung der Diffusion. Die geringe Anderung
der Diffusion bei HDAS-B-CD trotz der vermuteten stéarkeren Wechselwirkungen resultiert
aus der grofderen Molekilmasse dieses 3-Cyclodextrinderivats. Dadurch hat die Anlagerung
eines kleinen Moleklls weniger Einfluss auf das Diffusionsverhalten des HDAS-3-CD,
wohingegen die Molekilmasse bel DIAC-B-CD kleiner ist und die Wechselwirkung mit den
Enantiomeren von N-Methylephedrin daher eine groRere Anderung von D bewirkt. Bei
beiden -Cyclodextrinderivaten ist die Wechselwirkung mit dem D-Enantiomer stérker als
mit L-N-M ethylephedrin. Diese Unterschiede in der chiralen Erkennung sind bereits durch die
Bestimmung der Diffusionskoeffizienten der Enantiomeren aufgrund der Komplexierung
aufgetreten und werden hier nochmals bestétigt.

Die Vermutung, dass es mit HDAS-3-CD zur stérkeren chiralen Diskriminierung zwischen D-
und L-N-Methylephedrin kommt, 4Rt sich aus den Anderungen der Diffusionskoeffizienten
der [3-Cyclodextrinderivate jedoch nicht bestétigen, da hierbei noch die unterschiedlichen
Molekilmassen von HDAS- und DIAC-3-CD einen nicht unwesentlichen Einfluss haben.
Generell ist es moglich, mit der PFG NMR-Spektroskopie Untersuchungen zur chiralen
Erkennung zu machen, diese Methode ist eine sinnvolle Alternative zu den 2D Experimenten
wie NOESY oder ROESY. Allerdings muss die Temperaturempfindlichkeit der Diffusion
beachtet werden, da durch Konvektionseinfllsse ganze Messrethen nicht mehr verwendbar
werden. Auch ist mit der PFG-NMR-Spektroskopie keine detaillierte Aussage Uber die Lage
der Wechselwirkungszentren maoglich, diese Informationen koénnen wiederum mit den

zweidimensionalen Kern-Overhauser-Experimenten NOESY und ROESY erhalten werden.
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4 Untersuchung der molekularen Erkennung an stationaren

Phasen

4.1 Molekulare Erkennung und Wirt-Gast-Chemie

Die Quantifizierung nicht-kovalenter Wechselwirkungen, z. B. die Erkennung zwischen
Substrat und Rezeptor, spielt eine wichtige Rolle fur das Verstandnis von molekularen
Prozessen. Diese Wechselwirkungen sind Grundlage der Informationsibertragung zwischen
Molekulen, sowohl in der belebten Natur als auch in kinstlichen Strukturen. Durch definierte

Formen ertffnen synthetische Wirt-Gast-Komplexe in einer weitgehend fixierten Umgebung
1

den Weg zur Aufkléarung einzelner Wechselwi rkungen.l*”}

411 Wirt-Gast-Chemie

Die Wi rt-Gast-Chemie[E beschéftigt sich mit der Synthese und Untersuchung von
hochstrukturierten organischen Molekllen. Zentrales Thema dieser molekularen Forschung
ist die definierte Komplexierung von Molekilen im Grund-, Ubergangs- oder angeregten
Zustand. Komplexe bestehen definitionsgemald aus zwei oder mehreren Verbindungen mit
festgelegten Strukturbeziehungen. Die Komplexpartner werden dabel als Wirte und Gaste
klassifiziert. Der Rezeptor (Wirt) ist ein organisches Molekil oder Ion, dessen Bindungs-
stellen in Komplexen konvergieren. Gaste entsprechen den Substraten und sind ebenfalls ein
organisches Molekil, ein lon, oder ein Metallion, dessen Bindungsstellen divergent
angeordnet sind.

Komplexe konnen Uber Kontakte von Wirt und Gast an mehreren Bindungsstellen gebildet
werden. Im Falle eines Kontakts kommt es darauf an, die Wechselwirkungszentren von
Rezeptor und Substrat komplementér anzuordnen, entsprechend dem Grundsatz der gegen-
seitigen Erganzung (Schlissel-Schloss-Prinzip). Bei den Wechselwirkungsmechanismen
handelt es sich um Attraktionskréfte, die zwischen permanent geladenen und induzierten
Monopolen und Dipolen auftreten. Die Komplexe der Wirt-Gast-Chemie werden dabel
zusammengehalten durch Wasserstoffbriickenbindungen, lonenpaarung oder Metallion/

Ligand-Anziehung.
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Die Bindungskréafte zwischen Solvens und Wirt bzw. Solvens und Gast sind haufig von der
gleichen Art wie die zwischen Wirt und Gast. Folglich missen bei der Komplexbildung
L 6sungsmittelmolekile von den Bindungsstellen verdrangt werden, um eine Komplexierung
zu erreichen. Die Freie Solvatationsenergie setzt sich zusammen aus einem Enthal pieterm, der
die Solvensbindung beglnstigt, und einem Entropieterm, der ihr entgegenwirkt. Tatséchlich
konkurriert das Losungsmittel sowohl mit dem Wirt al's auch mit dem Gast um die Besetzung
der Bindungsstellen. Dass sich trotzdem Wirt/Gast-Komplexe in Lésung bilden, beruht
ublicherweise auf der komplexgerechten Anordnung der Bindungsstellen des Wirts, die im
Solvens nicht vorhanden sind. &

412 Molekulare Erkennungt?

Molekulare Wechselwirkungen sind Basis fur hochselektive Erkennungs-, Reaktions-, und
Transportprozesse, wie z.B. Substratbindung an Rezeptorproteine oder enzymatische
Reaktionen. Die Synthese von kinstlichen Rezeptoren, mit hohem Wirkungsgrad und hoher
Selektivitét, erfordert prazisen Umgang mit energetischen und stereochemischen Besonder-
heiten der nichtkovalenten Kréfte. Bindet ein Substrat selektiv an einen Rezeptor, so ergibt
dies ein sogenanntes Supramolekil, das durch seine thermodynamische und kinetische
Stabilitét gekennzeichnet ist. FUr den Bindungsprozess ist die Grofe der aufzuwendenden
oder freigesetzten Energie charakteristisch und bestimmt dadurch die Selektivitat. Molekulare
Erkennung entspricht der Speicherung und dem Auslesen von Informationen. Diese knnen in
der Struktur des Rezeptors, in seinen Bindungsstellen (Art, Anzahl, Anordnung) und in der
Schicht, die das gebundene Substrat umgibt, gespeichert sein.

Infolgedessen entspricht die molekulare Erkennung dem grofitmoglichen Informationsgehalt
des Rezeptors fir ein bestimmtes Substrat. Diese Vorstellung enthdt sowohl energetische
(elektronische) wie geometrische Komponenten und gilt als Weiterentwicklung des bekannten
»Schltssel-Schloss-Prinzip von Emil Fischer aus dem Jahre 1894.@

Die Ideen der molekularen Erkennung und der Rezeptoren sind im Laufe der letzten finfund-

zwanzig Jahre in viele Bereiche der Chemie mehr und mehr eingedrungen, vor alllem ange-

sichtsihrer Bedeutung fur chemische Selektivitét und zwischenmolekulare Kréfte !
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42 HR-MAS-NM R-Spektroskopie®%3

Unter den spektroskopischen Hilfsmitteln, die dem Chemiker bei der Strukturaufkl&rung und
molekularen Erkennung zur Verfigung stehen, nimmt die magnetische Kernresonanz-
spektroskopie (NM R-Spektroskopie) zweifellos die fuhrende Stellung ein. Die Kombination
verschiedener NMR-Experimente wird eingesetzt, um Informationen Uber die molekulare
Struktur, die MolekilgrofRe, Bindungsverhdltnisse und Reaktionskinetiken zu erhalten.
Messbare Parameter beinhalten chemische Verschiebungswerte, Kernrelaxationsraten, Kor-
relationszeiten und Diffusionskoeffizienten. Die Befunde, welche mit den unterschiedlichen
NMR-Untersuchungsmethoden und -Techniken erhalten werden, liefern darlber hinaus
Aufschluss Uber die Art und Stérke der Wechselwirkungen wahrend des Trennprozesses und
sind somit ein unerldssliches Instrument zum Verstandnis von chromatographischen
Resultaten.

Proben, die in Losungsmitteln nicht [6slich sind, aber in ihnen aufquellen, kénnen auch in
geguollenem Zustand NMR-spektroskopisch untersucht werden. In diesem Zustand ist die
Beweglichkeit hoher als im Festkdrper ohne Lésungsmittel, jedoch immer noch geringer als
in Losung. Das NMR-Spektrum einer gequollenen Probe wurde bislang unter den gleichen
Bedingungen wie das einer geldsten Probe aufgenommen und besitzt infolge der geringeren
Beweglichkeit des Probenmolekiils eine schlechtere Auflosung. Um hochaufgel6ste NMR-
Spektren von gequollenen Proben zu erhalten, wird die HR-MAS-NMR-Spektroskopie ange-
wandt, die Elemente aus der Hochauflésungs- und der Festkorper-NMR-Spektroskopie ver-
eint.

In ist der Vergleich zwischen der Festkérper-, Suspensions- und Hochauf-
|6sungs-NM R-Spektroskopie dargestellt.

Im Festkorper-Protonen-Spektrum ist die Aufldsung am schlechtesten, zu sehen ist nur ein
breites Signal im dargestellten V erschiebungsbereich. Beim Hochaufl 6sungs-NM R-Spektrum
ist die Auflésung hervorragend. Die Probenvorbereitung hat sich jedoch as sehr
zeitaufwendig erwiesen, da das Polymer nur unter langer Behandlung mit Ultraschall und
Temperatur in eine einigermal®en gel6ste Form gebracht werden konnte. Anders mit der HR-
MAS-NMR-Spektroskopie, hier gentigte es, die Probe im gequollenen Zustand vorliegen zu
haben. Die Auflésung des resultierenden Spektrums ist erheblich besser als mit der
Festkorper-NM R-Spektroskopie bei geringerem Aufwand fr die Probenvorbereitung wie bel
der NMR-Spektroskopie in Losung.
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Abbildung 24:  Vergleich der *H-Festkérper-(a), Suspensions-(b) und Hochaufl 6sungsspektren
(c) einer polymeren Phase.

Die HR-MAS-NMR-Technik (High-Resolution-Magic-Angle-Spinning) hat sich in den
letzten Jahren zu einem wichtigen Instrument in der Analytik entwickelt. Die Probe wird bei
dieser Methode schnell um den sogenannten magischen Winkel (Magic Angle) rotiert.
Dadurch kénnen Magnetfeldinhomogenitéten aufgrund des Zwel-Phasensystems fest-fllissig
herausgemittelt werden, infolgedessen wird die Linienbreite der Signale so stark verkleinert,

dass sogar Kopplungskonstanten ermittelt werden kénnen.
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Abbildung 25:  Rotation um den magischen Winkel unter HR-MAS-NMR-Bedingungen

Durch die Suspensions-NMR-Spektroskopie wird die Untersuchung der Wechselwirkungen
an den Rezeptorstellen der chromatographischen Trennphase ermdglicht. Diese Methode
erlaubt es, die gleichen Voraussetzungen und Messbedingungen zu schaffen, wie sie wéhrend
der Trennung in der chromatographischen Saule vorliegen. Dadurch ist es mdglich einen
direkten Vergleich mit den Verhdltnissen unter chromatographischen Messbedingungen zu
ziehen, wechselseitige Anpassungen der Parameter zur weiteren Untersuchung der mole-
kularen Erkennung durchzufthren und somit den Trennprozess zu optimieren.

Zum Einsatz kommen hierbel Phasen, die den chromatographischen Trennbedingungen am
néchsten kommen und Uber Wasserstoffbriicken-Akzeptoren verfigen. Als Substrate werden
Wasserstoffbriicken-Donor-Systeme, z.B. NH-Protonen-Substrate, verwendet. Beobachtet
wird die induzierte chemische Verschiebung der NH-Protonen aufgrund der Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen bei der Wechselwirkung mit den Rezeptorstellen der
chromatographischen Trennphase.

Je nach Struktur respektive Anzahl der Wasserstoffbrticken-Donor-Einheiten der eingesetzten
Substrate unterscheiden sich die Wechselwirkungen der Substrate mit der Trennphase in ihrer
Art und Stérke. Diese Unterschiede fuhren zur chromatographischen Trennung und kénnen in
der HPLC anhand der verschiedenen Retentionszeiten der einzelnen Substrate beobachtet
werden.

Schwierigkeiten bei der Studie der Wechselwirkungen mittels der Suspensions-NMR-
Spektroskopie tauchen jedoch durch das Auftreten von breiten Signalen der Polymerphase in
den NMR-Spektren auf, da die Verbindungen zum einen relativ unbeweglich sind und zum
anderen ein verhatnismaliig grof3es Molekulargewicht besitzen.

Von grofiem Interesse ist hierbel die EinfUhrung und Anwendung neuer NMR-Experimente
und Techniken, mit denen es moglich ist breite Signale zu eliminieren und dadurch relevante
NMR-Signale der Substrate sichtbar und quantitativ erfasst werden. Die von Meiboom und
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1
Gi Ilm—a"ngefﬁme-ePMG-PuI%quenz, ursprunglich zur Bestimmung von T,-Relaxations-
zeiten entwickelt, basiert auf der Grundlage, dass breite Signale durch eine sehr kurze T,-Zeit

charakterisiert sind (v ~ 1/T,). Wird nun die Wartezeit zwischen dem ersten 90°-Impuls und
dem folgenden 180°-Impuls entsprechend kurz gewdhlt, so relaxieren hauptséchlich die

breiten Signale in den Grundzustand zurtick, werden durch die Aufnahme des FID nicht mehr

erfasst und erscheinen demzufolge nicht im Spektrum (jAbbildung 26).

90°

dl  p1  d2 (2 d2) in

Abbildung 26:  Pulsschema der CPMG-Pulssequenz zur Bestimmung von T,-Relaxationsraten
und als T»-Filter

Mit diesem T,-Filter ist eine Unterdriickung der breiten Resonanzen so mdglich, dass dadurch
relevante, schmdere Signale nicht betroffen sind und insgesamt die Empfindlichkeit des
NM R-Spektrums wesentlich gesteigert werden kann.@
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4.3 Untersuchung der molekularen Erkennung an stationaren Phasen
mittelsder HR-M AS-NM R-Spektroskopie

431 Motivation

Die Waeiterentwicklung der modernen Analysentechnik und die damit verbundene
Herabsetzung der Nachweisgrenze hat zu einem gesteigerten Anspruch an die Reinheit der
Anayten gefuhrt. Leistungsfdhigere Trennmethoden, die eine verbesserte Separation der
Proben ermdglichen, erfordern in zunehmenden Malie Trennmaterialien, die fir ein spezielles
Trennproblem synthetisiert und entwickelt werden. Zu einem wichtigen Instrument fir das
Erfassen molekularer Wechselwirkungsmechanismen zwischen Analyten und stationérer
Phase hat sich in jingster Zeit die HR-MAS-NM R-Spektroskopie entfaltet. Vor alem die vor-
liegenden Untersuchungen haben dabei einen entscheidenden Beitrag fir die Anwendung der
Suspensions-NMR-Methode zum Verstdndnis der molekularen Erkennung an chromato-

graphischen Trennphasen geliefert.

432 Charakteriserung einer polymeren stationaren Phase mittels H-HR-MAS
NM R-Spektroskopie

In den letzten Jahren wurde versucht Phasen mit verbesserten Eigenschaften, auf der
Grundlage von rein organischen Polymeren, darzustellen. Diese verfigen Uber den Vortell
einer erhdhten pH-Stabilitéat, kdnnen zudem durch Einbindung funktioneller Gruppen auf un-
komplizierte Weise modifiziert und dem aktuellen Trennproblem angepasst werden. Eine
unterschiedlich starke Quellbarkeit dieser Polymere in verschiedenen organischen Losungs-
mitteln, im Vergleich mit rein anorganischen Tragersystemen, macht jedoch beztglich der
Druckstabilitédt und damit bei der Anwendung als HPLC-Basismaterial, einige Schwierig-
keiten. Infolgedessen haben sich nur wenige rein organische Trennphasen, meist fur sehr
spezielle Trennprobleme durchgesetzt. Zu erwédhnen sind vor alem Phasen, die aus Polystyrol
unterschiedlicher Quervernetzung@, aber auch aus Cellulosedﬁ_ﬂﬁ, modifizierten Polyvinyl-
sowie Polyallylalkoholen, bestehen.
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4.3.3 Untersuchung des Quellverhaltens einer polymeren Phase

Vor dem Einsatz eines organischen Polymers als stationdre Trennphase muss dessen
Quellverhalten gegentiber den zur Trennung verwendeten Losungsmitteln auch Uber einen
langeren Zeitraum hinweg analysiert werden. Zu diesem Zweck wurde an einem ausge-
wahlten Polymer eine Quellzeitstudie mit der ‘H-HR-MAS-NMR-Spektroskopie in
Chloroform durchgefihrt.

Bel dem Polymer handelt es sich um ein Polyviol45, bel dem zuerst 20 % Benzylamino-
urethangruppen eingeftihrt wurden und anschlief3end weitere 15 % Acetylgruppen, von denen
vorher schon 55 % vorhanden waren. Der Gesamtantell an Acetylgruppen betrégt demzufolge
70 %, es sollten also auch 10 % freie OH-Gruppen vorhanden sein. Im folgenden wird der
Name des Polymers mit PVBzIOAc abgekiirzt (Struktur s. [Abbildung 27).

[¢] OH

\H/o OH

Abbildung 27:  Struktur von PVBZIOAC.

Eine Ubersicht zur Serie von *H-HR-MAS-NMR-Spektren in Abhangigkeit von der Quellzeit
ist in der folgenden A bbildung 28|enthalten.




4 Untersuchung der molekularen Erkennung an stationaren Phasen 45

a 5
8uen l}r?gl\{lnrafDCI 3
N
il M
3+1
T 1 1 1 1 1 I2 1 T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
b COCl3 5
NK Bﬂulngm%%cg
10 9 8 2 1
cogl
R T Y 2 1
d jL_JU“\Jj %L}%ﬁwgﬁ&s
10 9 8 2 1

(ppm)

Abbildung 28:  Quellzeitstudie an der polymeren Phase PVBZOAc; 'H-HR-MAS-NMR-
Seektrum nach 10 Min Quellung in Chloroform (a), nach 1 (b), 3 (c) und 12
Stunden (d) Quellzeit.

Die Spektren in sind stark vergroRert, um méglichst alle Signale der einzelnen
Molekllfragmente des Polymers sichtbar darzustellen.

Die Untersuchungen zur Quellzeitabhangigkeit des Polymers wurden unter der V oraussetzung
durchgefiihrt, dass sich bel einer verbesserten Mobilitét infolge der zeitabhéngigen Ein-
wirkung des L 6sungsmittels eine Verschmalerung der Linienbreite der Signale ergeben sollte.

Bel ca 7.4 ppm haben die aromatischen Protonen ihre Resonanzen, die Signale sind jedoch
durch das Losungsmittelsignal vollsténdig Uberlagert. Das NH-Proton erscheint bei 5.5 ppm.
Interessant ist, dass das Signal des NH-Protons sich nach einer Stunde Quellung zu einer
Schulter verbreitert, nach 3 Stunden fast vollstandig verschwindet und nach zw6lf Stunden
wieder als Schulter zu sehen ist. Das Verschwinden des NH-Signals ist generell durch einen
Austausch zwischen dem Proton und dem Deuteron des Ldsungsmittels (H/D-Austausch) zu
erkldren. Das Verschwinden und Auftauchen des NH-Signals infolge des H/D-Austausches
findet unabhéngig von der Quellzeit statt und ist auf zwei Griinde zurtickzufihren. Zum einen
hat die Quellung des Polymers aul3erhalb des Rotors stattgefunden, fir jede Messung ist
demzufolge eine andere Probe verwendet worden und zum anderen ist das Polymer sehr
grobkornig vorgelegen, die einzelnen Partikel waren aufgrund dessen sehr inhomogen und die
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Art und Weise des Austauschs zwischen dem Proton und Deuteron erfolgte individuell und
charakteristisch fur die jeweilige Probenzusammensetzung.

Die Protonen der benzylischen Gruppe haben ihr Signal bei 5.2 ppm. In diesem Bereich
liegen auch die chemischen Verschiebungen der Methinprotonen des Polymergrundgerists.
Digjenigen, mit einer Acetylgruppe in direkter Nachbarschaft erscheinen zwischen 4.5 und
5.0 ppm. Bei den, mit einer Hydroxylgruppe benachbarten CH-Gruppen zeigen sich Re-
sonanzen von 3.2 bis 4.0 ppm. Die Signale im Hochfeldbereich bei 1.2 bis 2.5 ppm werden
den CHs- und CH,-Gruppen der A cetylgruppen sowie des Polymergrundgertsts zugeordnet.
Wie es sich in den Spektren der [Abbildung 2§ zeigt ist bereits nach zehn Minuten Quellung
des Polymers in Chloroform eine sehr gute Beweglichkeit der Molekilfragmente erreicht, zu
erkennen an der guten Aufldsung des *H-HR-MAS-NMR-Spektrums (a). Auch nach 1 (b), 3
(c) und 12 Stunden (d) l&sst sich keine Anderung in der Linienbreite der Signale ermitteln.
Das bedeutet, dass die polymere Phase bereits nach kurzer Zeit einen Quellungsendzustand
erreicht hat, der sich auch nach langer Penetration durch das Lésungsmittel nicht éndert.
Diese Eigenschaft ist eine gute Voraussetzung fur die Verwendung als stationére Phase in der
Chromatographie, bedeutet es doch, zum einen den schnellen Einsatz der Trennphase ohne
lange vorhergehende Kalibrierung. Zum anderen ist es moglich, das Trennmaterial Uber einen
langen Zeitraum hinweg zu verwenden, da eine Anderung der Trennungsleistung durch eine
nachtraglich erfolgte Quellung anhand der vorhandenen Untersuchungen ausgeschlossen

werden kann.

4.3.3.1 Untersuchung der molekularen Erkennung an einer polymeren Phase

Fur die Verwendung einer stationéren Phase in der Chromatographie ist es von Vorteil, wenn
der Wechselwirkungsmechanismus mit Analytmolekilen bekannt ist. Angaben Uber die
molekulare Erkennung geben zudem Hintergrundinformationen tUber Form und Flexibilitét
der Rezeptorstellen, welche wiederum flr eine verbesserte Anpassung der Synthese ver-
wendet werden kénnen.

Auch bel der Untersuchung der Wechselwirkung mit einem Analyten ist eswichtig, das Lang-
zeitverhalten der stationéren Phase zu beobachten. Daher ist in diesem Fall ebenfalls eine

zeitabhangige Serie zum Quellungsverhalten der polymeren Phase PVBzIOAc in der mobilen
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Phase, Losungsmittel und Analyt Succinimid, durchgefiinrt worden. Eine Ubersicht der
erfolgten *H-HR-MAS-NMR-Experimente ist in der [Abbildung 29|zu sehen.

\”/O OH
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yH* J\\
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Abbildung 29:  Quellzeitstudie der polymeren Phase PVBZIOAc mit Succinimid* (0.1 mol/l);
'H-HR-MAS NMR-Spektrum nach 18 h Quellung in der mobilen Phase (a),
nach 4 (b), 6 (c), nachdem die Probe 6 h gequollen wurde und anschlief3end
Uber Nacht im Rotor verblieben ist (d) und eine zweite Messung mit 18 h (e)
Quéllzeit.

Die H-HR-MAS-NMR-Spektren der enthalten, neben den Signalen der
polymeren Phase PVBzIOAc, welche in Kapitel [4.3.3ausfiihrlich diskutiert wurden, die Sig-
nale des Succinimids. Bel 2.0 ppm liegen die chemischen Verschiebungen der CH»-Gruppen.
Das NH-Proton zeigt ohne Wechselwirkung mit einem Rezeptor, ein Signal bei 8.5 ppm.
Durch die Aushildung von Wasserstoffbriickenbindungen zur Carbonylgruppe des Rezeptor-
moleklls (s. Abbildung 4) kommt es zur Entschirmung des Protons und infolgedessen zu
einer Tieffeldverschiebung. Im Spektrum (a) der ist die Probe insgesamt 18
Stunden zusammen mit dem Substrat, welches zuvor in Chloroform gel6st wurde gequollen
worden. Aufgrund der Wechselwirkung zwischen Rezeptor und Substrat ergibt sich eine
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Tieffeldverschiebung der NH-Resonanz zu 9.9 ppm. Daneben ist ein weiteres Signal zu sehen,
welches wegen der chemischen Verschiebung dem NH-Proton des ungebundenen
Succinimids zugeordnet werden kann. Zwischen Succinimid und dem Polymer PVBzIOAcC
kommt es demzufolge zu Wechselwirkungen Uber Wasserstoffbriickenbindungen. Die
Einstellung des Gleichgewichts erfolgt dabel so langsam, das innerhalb der NMR-Zeitskala
(~10® s) zwei deutlich voneinander getrennte Signale detektiert werden kénnen. Zur Uber-
priafung des diskutierten Mechanismus wurde eine zeitabhéngige Serie von Quellungs
experimenten durchgefihrt. Nach vier Stunden Quellzeit des Polymers zusammen mit dem
Substrat, erscheint im *H-HR-MAS-NMR-Spektrum (b), zwischen den Signalen des NH-
Protons fur das gebundene (9.9 ppm) bzw. ungebundene Succinimid (8.5 ppm), ein weiteres
Signal bei ca. 9.5 ppm. Die Lage des Signals konnte fir eine intermedial e Wechselwirkungs-
form zwischen der stationdren Phase und dem Analyt stehen. Be einer Quellung des
Polymers von sechs Stunden sind im Spektrum (c) dagegen wieder zwei Signade fur das
gebundene und das freie Succinimid zu sehen. Anders verhdlt es sich, wenn die gleiche Probe
Uber Nacht im Rotor verblieben ist und am néchsten Tag nochmals vermessen wurde. In
diesem Fall sind wieder drei Signale im *H-HR-MAS-NMR-Spektrum (d) zu beobachten, die
dem gebundenen, freien und einem dazwischenliegenden Zustand des Succinimids zuge-
ordnet werden. Als letztes Experiment dieser Messreihe wurde eine weitere Probe nochmals
achtzehn Stunden zusammen mit Succinimid in Chloroform gequollen, im Spektrum (e) ist
diesmal nur ein Signal zu sehen, welches aufgrund seiner chemischen V erschiebung dem NH-
Proton des gebundenen Succinimids zugeordnet werden kann.

Mit den Resultaten dieser Experimente lasst sich deutlich erkennen, dass im
Wechselwirkungsmechanismus zwischen dem Polymer und Succinimid keine zeitliche Ab-
hangigkeit existiert.

Das eher willkdrliche Auftauchen von unterschiedlich stark gebundenen Zustanden des
Succinimids zeigt, dass im hochbeweglichen Polymer keine definierten Rezeptorstellen vor-
handen sind. Als Konsequenz ergibt sich, dass diese polymere Phase fir eine chromatographi-
sche Anwendung aufgrund der unspezifischen Wechselwirkungen, ungeeignet ist. Die gute
Quellbarkeit und die damit verbundene Mobilitét hat sich fir die Untersuchung mit der *H-
HR-MAS-NMR-Spektroskopie als sehr vorteilhaft erwiesen. Die damit verbundene Beweg-
lichkeit der Rezeptorstellen ist jedoch unguinstig fur die Anwendung in der HPLC, da durch
die unspezifischen Wechselwirkungen die Analyten sehr breit eluiert werden.
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Entsprechende Ergebnisse wurden, bel einer Variation der Succinimidkonzentration zwischen
0.5 und 10 mol/l erhalten, bei der die Quellzeit der einzelnen Proben konstant eine Stunde

betragen hat (s. AAbbildung 30).

1102 mol/ d
1*10°3 mol/ e

Aryl
11.0 100 90 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
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Abbildung 30: Quellzeitstudie der polymeren Phase PVBZIOAc mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Succinimid zwischen 510" und 1*10° mol/l in
Chloroform mit Quellzeiten von jeweils einer Sunde.

Auch bei der konzentrationsabhangigen Untersuchung der molekularen Erkennung des Poly-
mers PVBzIOAc zeigt sich zum einen wieder, dass die Rezeptorstellen sehr beweglich sind
und der molekulare Erkennungsmechanismus am Succinimid sehr vielfdtig ist. Neben der
konzentrationsbedingten chemischen Verschiebungsdnderung der NH-Susbstratsignale zu
tieferem Feld mit steigender Konzentration, ist das Auftreten von verschiedenen Bindungs-
zustanden des Succinimids wieder stark von der jeweiligen Polymerprobe, damit auch von der
Menge der zur Verfigung stehenden Rezeptorstellen und nicht von der gewéhlten
Konzentration des Analyten, abhangig. Deutlich zeigt sich das bel den Spektren (c) und (d),
bei der geringeren Konzentration (d) tritt nur ein Signal mit sehr grof3er chemischer Ver-

schiebungsanderung (11.0 ppm) auf, was fur eine sehr starke Interaktion zwischen Polymer
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und Substrat sprechen wirde. Im Spektrum mit der hoéheren Succinimidkonzentration
dagegen sind zwei Signade mit der zur Konzentration entsprechenden chemischen
Verschiebung zu beobachten, d.h. bei dieser Polymerprobe treten keine ungewdhnlichen

Wechselwirkungen auf.

4.3.4 Untersuchungund Strukturaufklarung einer Polyalkylvinylether phase[El

Hinsichtlich der guten Quellbarkeit polymerer Proben und die daraus resultierende hohe
Auflésung der HR-MAS-NMR-Spektren kann mit dieser Technik auch eine Synthese-
kontrolle und im weiteren detaillierte Strukturzuordnung durchgefiihrt werden.

So ist es moglich an der untersuchten Polyalkylvi nyletherphasella die vicinalen Kopplungs-
konstanten des AMX-Spinsystems der Vinylgruppen mit *Jas von 14.3 Hz und 3J;s mit 6.3
ppm zu bestimmen. Dennoch kann aus dem eindimensionalen Protonenspektrum keine
vollstéandige Zuordnung der Signale erfolgen.

Aufgrund der guten Quellbarkeit der polymeren Phase ist es mdoglich gewesen, ein
zweidimensionales H/H-COSY -NMR-Spektrum aufzunehmen, welches in der
zu sehen ist.
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Abbildung 31: Struktur (oben) und 2D H/H-COSY-HR-MAS-NMR-Spektrum (unten) der Poly-
alkylvinylether phase.

Im H/H-COSY-HR-MAS-NMR-Spektrum (Abbildung 31) sind die Kopplungen zwischen
den Protonen der vinylischen Doppelbindung (AMX-System), welche beim vorhergehenden
Syntheseschritt nicht vollstandig polymerisiert wurden, deutlich zu sehen. Sogar die geminae
Kopplung zwischen den Protonen H(M) und H(X) ist klar zu erkennen. Zudem ist es méglich,
das Resonanzsignal der Protonen H(3) eindeutig dem Signal bei 1.4 ppm zuzuordnen, da nur
so die Kopplung zwischen den Signalen bel 3.7 und 1.4 ppm (Protonen 1/a/T1) erklart
werden kann. Anhand des 2D H/H-COSY Spektrums kann somit entschieden werden, ob die
Methylenprotonen H(3) des Polymergrundgerists eine Resonanz bel 1.4 oder 1.7 ppm
besitzen.

Mit Hilfe der HR-MAS-NMR-Spektroskopie war es bel der polymeren Polyalkylvinyl-
etherphase zum einen méglich einen qualitativen Uberblick (iber die durchgefiihrte Polymeri-
sation zu erhalten und zum anderen, Dank der sehr guten Aufldsung des Spektrums, eine ein-
deutige Signalzuordnung und damit Strukturaufklarung durchzuftihren. feali]
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4.4 Untersuchung von stationédren Kieselgelphasen

Stationare Phasen bestehen prinzipiell aus organischen oder anorganischen Komponenten.
Die Verwendung rein organischer Verbindungen bietet den Vorteil einer sehr guten pH-
Stabilitét und dartiber hinaus eine grof3e Variationsbreite der Synthese durch die Gelegenheit,
einfache Modifikationen mit vielen verschiedenen funktionellen Gruppen durchzufthren.

Auf der anderen Seite Uberzeugen die als Tragermaterialien eingesetzten anorganischen
Kieselgele aufgrund ihrer Druckstabilitét und leichten Modifizierbarkeit. Ein grof3es Problem
bleibt jedoch die geringe pH-Stabilitét, welche die Anwendung der Kieselgele nur im pH-
Bereich von 2-8 erlaubt. Aulerdem sind oft Metallverunreinigungen vorhanden, die
zusammen mit den freilen Silanolgruppen auf der Kieselgeloberflache zu unerwiinschten
Wechselwirkungen mit den Anayten fihren konnen und bel chromatographischen
Trennungen sehr breite Signale nach sich ziehen.

Um die genannten Nachteile zu umgehen, wird haufig versucht die Kieselgel oberflache mit
einem Polymer zu umschliersenm und so organische/anorganische Hybridphasen darzu-

stellen, welche ausschliefdlich die positiven Eigenschaften beider Materialien besitzen.

4.4.1 Untersuchung der molekularen Erkennung an nativem Kieselgel

Vor der eigentlichen Untersuchung der molekularen Erkennung an modifizierten Kieselgel-
phasen ist es von Interesse eine Charakterisierung der Wechselwirkung von nativem Kieselgel
mit den Analyten durchzufthren. Da durch Modifikation des Kieselgels nicht ale freien
Silanolgruppen an der Oberflache abreagieren, tragen diese gleichzeitig, mit nicht unwesent-
lichen Beitragen, zu den Ergebnissen der chromatographischen Trennung bei.

Die nachfol gende [Abbildung 32]zeigt das *H-HR-MAS-NMR-Spektrum von nativem Kiesel-

gel, welchesin Chloroform suspendiert wurde.
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Abbildung 32:  *H-HR-MAS-NMR-Spektrum von nativem Kieselgel, suspendiert in Chloroform
(oben) und das *H-NMR-Spektrum, welches mit der CPMG-Pul ssequenz aufge-
nommen wurde, zur Unterdriickung der breiten Kieselgelsignale.

Das 'H-HR-MAS-NMR-Spektrum des nativen Kieselgels (Abbildung 32, oben) enthalt,
neben dem Signa des Losungsmittels Chloroform bei 7.24 ppm, ein sehr breites Signal der

Silanolgruppen bei ca. 4.5 ppm. Kieselgel quillt nicht, daher sind die freien Si-OH-Gruppen
an der Oberflache unbeweglich, und es resultieren noch relativ starke dipolare Kopplungen,
die auch durch die Suspension und Rotation um den magischen Winkel nicht vollstandig aus-
gemittelt werden konnen. Das untere Spektrum wurde durch Aufnahme mit der CPMG-
Pulssequenz erhalten, es zeigt sich, dass es moglich ist, das breite Signal der Silanolgruppen
vollstéandig zu unterdriicken, im Vergleich dazu wurde das Signal des Chloroforms davon
nicht beeinflusst.

Im né&chsten Schritt wurde die Wechselwirkung zwischen nativem Kieselgel und Succinimid
as Anayt untersucht. Die entsprechenden 'H-HR-MAS-NMR-Spektren sind in der
Abbildung 33|gezeigt.
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Abbildung 33:  Wechselwirkung von nativem Kieselgel mit Succinimid (*H-HR-MAS-NMR-

Soektrum, oben), unten wurde das Spektrum wieder mit der CPMG-
Pulssequenz aufgenommen.

Bel der Wechselwirkung von Succinimid mit dem nativen Kieselgel tauchen neben dem
Signal der CH>-Gruppen bei 2.8 ppm wiederum zwei Signale fur die NH-Protonen des
Succinimids in unterschiedlichen Bindungszustdnden auf. Die Resonanz bei ca 8 ppm
entspricht der chemischen Verschiebung, wenn das Succinimid keine Wechselwirkung zu
einem Rezeptor zeigt, wéhrend das Signa bel 9.9 ppm durch die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen mit den Silanolgruppen zustande kommt.

Auch hier ist die Einstellung des Gleichgewichts zwischen freiem und gebundenem Zustand
so langsam, dass die beiden Konformationen des Succinimids innerhalb der NMR-Zeitskala
durch zwei voneinander getrennte Signale aufgel st werden kénnen (s. auch K apitel [4.3.3.1).
Eine Vorstellung davon, wie die Wechselwirkung mit den Silanolgruppen im Gleichgewicht
zum ungebundenen Succinimid sein konnte gibt die nachfolgende

(o] H
PR H;&
o H

Abbildung 34:  Wechselwirkungsmechanismus zwischen Succinimid und den Slanolgruppen
des Kieselgelsim Gle chgewicht mit freiem Substrat.
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Die Wechselwirkungen zwischen den freien Hydroxylgruppen des Kieselgels und dem NH-
Proton am Succinimid sind dabei sehr stark. Das spiegelt sich auch in den Intensitéts-
verhdtnissen der beiden Signale wider, von denen die Resonanz bei 9.9 ppm eindeutig eine
grofere Intensitét aufweist. Das Gleichgewicht liegt demzufolge auf der Seite des gebundenen
Substrats.

Mit der CPMG-Pulssequenz ist es wieder mdglich, das breite Signal der Silanolgruppen bei
4.5 ppm zu unterdriicken und dadurch die Empfindlichkeit des Spektrums zu verbessern.

Um auch in diesem Fall die Zeitabhangigkeit der Wechselwirkungen zu Uberprifen, wurde
eine Serie von 'H-HR-MAS-NMR-Experimenten hintereinander aufgenommen. Da das
Signal des ungebundenen Succinimids sehr klein ist, wurden, um ein gutes Signal zu Rausch
Verhdltnis zu erhalten, sehr viele Scans aufsummiert. Die Zeit zwischen zwei Spektren
betragt dadurch eine Stunde.
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Abbildung 35: Zeitabhangigkeit der Wechselwirkungen zwischen nativem Kieselgel und
Succinimid
In den *H-HR-MAS-NMR-Spektren der sind in Abhéngigkeit von der Zeit
keine Unterschiede in der molekularen Erkennung zwischen den Silanolgruppen und
Succinimid zu erkennen. Da uniforme Rezeptorstellen (OH-Gruppen) zuganglich an der
Oberflache des Kieselgels positioniert sind, liegen prinzipiell wenig verschiedene Erken-
nungsmechanismen vor. Auch in der Gleichgewichtseinstellung zwischen gebundenem und
freiem Substrat ergibt sich keine Anderung, was an der gleichbleibenden Intensitatsverteilung

der beiden Signale bei 9.9 und 8.2 ppm zu erkennenist.
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Mit nativem Kieselgel ist es moglich die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zu
einem Analyten durch eine entsprechende Tieffeldverschiebung zu detektieren. Aufgrund der
starken Wechselwirkung kénnen zudem zwei verschiedene Konformationen des Substrats
innerhalb der NM R-Zeitskala beobachtet werden.

4.4.2 Wechsdwirkungsuntersuchungen mit nativem und Aminopropylkieselgel und
M ethylphenylhydantoin sowie M ethylphenylsuccinimid

Die molekulare Erkennung wurde neben dem nativen Kieselgel auch mit Aminopropyl-
kieselgel als Rezeptormolekil untersucht. Bei diesem Kieselgel sind die freien Silanolgruppen
auf der Oberflache durch den Aminopropylspacer teilweise bedeckt und aufgrund der
Belegung schwerer zuganglich. AuRerdem verfigt das Aminopropylkieselgel im Gegensatz
zum Polymer oder der polymeren Kieselgelphase nur Uber eine definierte Spezies an
Rezeptorstellen. Als Analytmolekile wurden zwei sterisch anspruchsvollere Verbindungen,
Methylphenylhydantoin und Methylphenylsuccinimid, gewahlt. Die Substrate besitzen eine
anndhernd gleiche Struktur, so dass bei der Untersuchung auch Unterschiede in der mole-

kularen Erkennung strukturell dhnlicher Substanzen charakterisiert werden kénnen.

4.4.2.1 Untersuchung der Wechselwirkung mit Methylphenylsuccinimid und APS-Kieselgel

Andere Wechselwirkungsverhdltnisse, im Vergleich zum nativen Kieselgel, ergeben sich,
wenn die freien Silanolgruppen des Kieselgels durch Aminopropylgruppen abgeschirmt
werden. Die Untersuchung der molekularen Erkennung an einem solchen Aminopropyl-
kieselgel (APS-Kieselgel) wurde in diesem Fall mit dem Substrat Methylphenylsuccinimid

durchgefthrt (s. Abbildung 36).
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Abbildung 36:  *H-HR-MAS-NMR-Spektrum von Aminopropylkieselgel (oben), Untersuchung der
molekularen Erkennung zwischen dem APSKieselgel und Methylphenyl-
succinimid (unten)

Das *H-HR-MAS-NMR-Spektrum des Aminopropylkieselgels in der oben
zeigt neben dem wieder sehr breiten Signal der freien Silanolgruppen (ca. 4.5 ppm). Die
Resonanzen des Aminopropylspacers liegen zwischen ca. 2.5 ppm und 4.0 ppm (CHx(3-1)).
Das Signal der NH2>-Gruppen hat eine chemische Verschiebung von ca. 3.6 ppm.

Im unteren Spektrum ist die molekulare Erkennung mit Methylphenylsuccinimid nach der
Aufnahme mit der CPMG-Pulssequenz zu sehen. Die aromatischen Protonen des Substrats
sind dabel durch das Losungsmittel (7.24 ppm) Uberdeckt. Bei diesem sind zwel Signale zu
beobachten, die von unterschiedlichen Orientierungen des Chloroforms im Kieselgel her-
ruhren, ein Phanomen, welches bel den Suspensionsaufnahmen héufiger beobachtet wird. Die
CHy>-Gruppe hat eine chemische Verschiebung bel ca 3.0 ppm. Aufgrund der geminalen
Kopplung (J = 12,4 Hz) der beiden nicht-aquivalenten Protonen der CH.,-Gruppe spaltet das
Signal in zwei Dupletts auf (AB-Spektrum).

Fur das NH-Proton tritt nur ein Signal bei ungefahr 8.5 ppm auf, welches sowohl den
gebundenen als auch den freien Zustand des Substrats charakterisiert. Da die Silanolgruppen

zum Teil durch die Aminopropylspacer abgedeckt wurden und die noch verbliebenen wegen
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der Modifizierung schlecht zuganglich sind, treten nur sehr schwache Wechselwirkungen auf.
Das Resonanzsignal charakterisiert beide Zustéande. Da die Wechselwirkungen nicht sehr
stark sind l&uft die Gleichgewichtseinstellung wesentlich schneller ab, so dass eine Auflésung
innerhalb der Zeitskala nicht erreicht werden kann.

Typisch bel den Aminopropylspacern ist auch das Auftreten von protonierten
Stickstoffatomen@, die durch Wechselwirkung der Aminogruppe mit den Silanolgruppen an
der Kieselgeloberflache zustande kommen (s. [Abbildung 37). Durch das Umklappen wird
zum einen die Zuganglichkeit der Silanolgruppen fur das Substrat erschwert und zum anderen
durch die Wechselwirkung zwischen Spacer und Si-OH-Gruppen die Anzahl der zur
Verfligung stehenden Rezeptorstellen weiter reduziert.
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Abbildung 37:  Modelle Gber Wechselwirkung an der Oberflache von Aminopropylkiesel gel

Die néchste |Abbildung 38 zeigt die Spektren einer Messreihe, bei der kontinuierlich,

ausgehend von der Methylphenylsuccinimidlsung, die Menge an Kieselgel im Rotor erhoht
wurde. In der |[Tabelle § sind die chemischen Verschiebungsénderungen der NH-Signale in

Abhangigkeit von der zugegebenen Menge an Rezeptoren dargestel|t.
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Abbildung 38:

9.0 8.0 7.0

Molekulare Erkennung zwischen Methylphenylsuccinimid (0.1 mol/l) und APS

Kieselgd in Abhangigkeit von der zugegebenen Kieselgedmenge. Abnahme der
Substratmenge von oben nach unten und von links nach rechts.
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Me-Phi-Sl| 3415 - 741 -

+APS/ 2 3422 0,8 649 811
+APS/3 3431 39 697 178
+APS/ 4 3409 9,7 931 96
+APS/5 3398 13,7 906 66
+APS/ 6 3408 20,2 869 44
+APS/ 7 3388 17,7 769 43

Tabelle5: Chemische Verschiebung des NH-Sgnals von Methyl phenylsuccinimid in Gegenwart von
unterschiedlichen Mengen an APS-Kieselgel.

Die Anderung der chemischen V erschiebung des NH-Signals von Methylphenylsuccinimid in
Abhangigkeit von der zugegebenen Kieselgelmenge ist sehr gering (Abbildung 38 [Tabelle 5).
Bel einer Differenz von ca. 770 mg Substrat pro mg Kieselgel ergibt sich insgesamt nur eine

chemische Verschiebungsanderung von 40 Hz. Dieser Wert ist zu gering, um bei dieser
Messreihe von einer definierten Wechselwirkung zwischen Methylphenylsuccinimid und dem
Aminopropylkieselgel sprechen zu konnen. Bei der Auswertung der Spektren kommt
erschwerend hinzu, dass das NH-Signal des Substrats mit zunehmender Menge an Kieselgel
breiter wird, dadurch ist eine exakte Ermittlung der chemischen Verschiebung dieses Signals
mit einem grél3eren Fehler behaftet as bel kleineren Kieselgelmengen, bei denen das NH-
Signal schéarfer ist.

4.4.2.2 Untersuchungen zur Wechselwirkung mit Methylphenylhydantoin und APS-
Kieselgel

Eine der ersten Messreihe entsprechende ist mit Methylphenylhydantoin as Substrat und
Aminopropylkieselgel durchgefiihrt worden. Die dazugehorigen *H-Suspensions MAS-NMR-
Spektren zeigt die folgende Abbildung 39, die betreffenden Parameter werden in [Tabelle 6

prasentiert.
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Abbildung 39: *H-Suspensions-MAS-NMR-Spektren von Methylphenylhydantoin reine Lésung 5*10°
mol/I (1.Spektrum), 10 mol/l (2. Spektrum), 10* mol/l mit 1,2 mg APS (3. Spektrum),
mit 5,3 mg APS (4. Spektrum)

Menge Menge
Probe substrat | Kieselgel | M9 ?(”igag SNH(3) | NH(5)
[ug] [mg] grieed

M ethylphenylhydantoin
5* 10-3 mOI/I 373 = = = 2297
M thlfggn%g%dmto' "1 970 i i 30690 | 2355
+ APS (1.2 mg) 88.5 1.2 mg 74 3020 2320
+ APS (5.3 mg) 83.0 5.3 mg 16 (2978) 2272

Tabelle 6: Chemische Verschiebungsanderungen der NH-Sgnale in Abhéngigkeit von der zugegebenen
Menge an APS-Kieselgel
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Zunéchst ist eine Konzentration an Methylphenylhydantoin von 5*10° mol/l eingewogen
worden. Die NMR-spektroskopische Untersuchung mit der HR-MAS-NMR-Technik
(Abbildung 39) zeigt, dass die Konzentration zu gering ist und dadurch das Signal des NH-
Protons (3), welches sich zwischen zwel Carbonylgruppen befindet, von den Signalen der
aromatischen Protonen verdeckt wird. Durch die Verdoppelung der Konzentration und die
stérkere Selbstassoziation des Substrats tritt eine Tieffeldverschiebung auf, und die NH-
Signale (3 und 5) kénnen eindeutig zugeordnet werden (3069 Hz und 2355 Hz).

Im néchsten Schritt (3. Spektrum) wurde in den bereits mit Methylphenylhydantoinl 6sung
gefullten Rotor 1,2 mg Aminopropylkieselgel zugegeben und erneut untersucht. Zu
beobachten ist eine Verschiebung beider NH-Signale des Substrats zu htherem Feld (3020 Hz
und 2320 Hz) entsprechend einer geringeren Selbstassoziation. Dieser Effekt wird bel der
Zugabe von mehr Aminopropylkieselgel (insgesamt 5.3 mg, Spektrum 4) weiter verstarkt
((2978 Hz) und 2272 Hz), und das NH-Signa (3) wird wiederum durch die Signale der
aromatischen Protonen verdeckt.

Das Auftreten der Hochfeldverschiebung beider NH-Signale des Substrates lasst auf eine
geringere Selbstassoziation schlief3en. Das kann durch zwel Effekte verursacht werden:

Zum einen kommt es zur Wechselwirkung mit dem Aminopropylkieselgel. Da jedoch nur
eine geringe Anzahl von Silanolgruppen zur Verfligung steht, wechselwirkt nur maximal die
Halfte der Substratmolekile mit dem Kieselgel, wenn die erhaltene chemische V erschiebung
des NH-Signals mit der bei einer Konzentration von 5*10° mol/l verglichen wird. Es ist
weiterhin moglich, dass die Wasserstoffbriickenbindungen wiederum so stark sind, dass kein
zweites NH-Signal sichtbar ist, welches dem gebundenen Substrat zugeordnet werden kann.
Andererseits kann es sein, dass die Wechselwirkungen des Substrates mit dem APS-Kieselgel
zu schwach sind, um eine detektierbare chemische Verschiebungséanderung zu verursachen,
die Anwesenheit des Kieselgels allerdings die Selbstassoziation des Substrats vermindert.

Von Interesse ist auch die Entwicklung des Signals fir das Proton NH(5), welche zu einer
Carbonylgruppe benachbart ist, in Abhangigkeit von der zugegebenen Aminopropyl-
kieselgelmenge. Durch die Zugabe von Aminopropylkieselgel tritt eine Hochfel dverschiebung
des NH-Signals auf. Das entspricht einer verminderten Selbstassoziation des Substrats infolge
der Anwesenheit des Kieselgels. Es zeigen sich keine Effekte, d.h. Tieffeldverschiebung der
Signale, die auf eine Wechselwirkung des Substrats mit dem Kieselgel hinweisen. Die exakte
Auswertung der Spektren ist wieder durch die grof3e Linienbreite der NH-Signale erschwert.
Im Vergleich der Wechselwirkungen von Methylphenylsuccinimid und Methylphenyl-
hydantoin zu Aminopropylkieselgel zeigen sich Unterschiede in der molekularen Erkennung,
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die bei der chromatographischen Anwendung fir eine Separation der Analyten verantwortlich
ist. Beim Methylphenylsuccinimid treten geringe chemische Verschiebungsanderungen zu
tieferem Feld auf. Dieser Effekt bedeutet, dass Wasserstoffbriickenbindungen zu stationdren
Phasen ausgebildet sind, die jedoch relativ schach sind. Anders verhdt es sich bei
M ethylphenylhydantoin, hier ist fir beide NH-Protonen (3 und 5) eine Hochfeldverschiebung
Zu beobachten, gleichbedeutend mit einer verminderten Selbstassoziation. Eine Wechsel-
wirkung mit Aminopropylkieselgel kann jedoch nicht detektiert werden. Aufgrund dieser
unterschiedlicher Wechselwirkungen sollte eine chromatographische Trennung der Substrate
moglich sein. Die vorgestellten Ergebnisse lassen den Schlufl3 zu, dass Methylphenyl-
hydantoin als nicht-wechselwirkender Analyt zuerst el uiert.

Anders verhdt es sich jedoch, bei den chromatographischen Untersuchungen und weiteren
Resultaten durch das trNOESY-Experiment.[ Dabel zeigt sich, dass die Wechselwirkungen
mit Methylphenylhydantoin wesentlich starker sind und bei der chromatographischen
Trennung wird dieses erst nach Methylphenylsuccinimd eluiert. Diese Gesichtspunkte zeigen,
dass fur eine Beurteilung des Wechselwirkungsverhaltens chromatographischer Trennphase
mehrere Parameter herangezogen werden muissen und detailierte Informationen Uber die
Erkennungsmechanismen sind erst durch eine gemeinsame Analyse von chromatographischen
und spektroskopischen Resultaten zu erhalten.

4.4.3 Molekulare Erkennung an stationéren Kieselgelphasen

Zundchst wurden drei Kieselgelphasen mit der ‘H-HR-MAS-NMR-Spektroskopie
charakterisiert. Bel den Proben handelt es sich um natives Kieselgel, welches mit einer Lage
Polyallylacetatbenzoylurethan zu sieben Prozent derivatisiert wurde (PAA-BzIO-Urethan-1),
mit zwel Schichten Polymer sowie zu zwei Prozent mit Dodecandisdure vernetzt (PAA-BzIO-
Urethan-2), mit drei Schichten PAA-BzIO-Urethan und gleichem Vernetzungsgrad (PAA-
BzO-Urethan-3). Die entsprechenden *H-HR-MAS-NMR-Spektren sind in der folgenden

A bbildung 40|zu sehen.
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Abbildung 40: 'H-HR-MAS-NMR-Spektren der polymeren Kieselgelphasen, PAA-BZAO-Urethan-
1 (unten), PAA-BZ O-Urethan-2 (Mitte), PAA-BZ O-Urethan-3 (oben)

In den drei Spektren der Abbildung sind keine wesentlichen Unterschiede in den Linien-
breiten der Signale zu erkennen, was auf eine grof3ere Mobilitdt durch die héhere Beschicht-
ung mit Polymer zurtickzufiihren wére (vgl. PAA-BzlO-Urethan-1 mit -3). Einschrankend auf
die Beweglichkeit wirkt sich jedoch die zusédtzliche Quervernetzung der einzelnen
Polymerschichten mit Dodecandisdure (Phase 2 und 3) aus, resultierend ergibt sich dadurch
fur ale drei Verbindungen die gleiche Beweglichkeit.

Die weiteren Untersuchungen zur Wechselwirkung mit dem Substrat Succinimid wurden mit
der dreifach beschichteten Phase PAA-BzlO-Urethan-3 durchgefihrt.

Zunachst wurde eine Probe anhand einer Messreihe von fiinfzehn *H-SuspensionsMAS-
NMR-Experimenten untersucht, die mit einer 0.1 mol/l Succinimidlésung prapariert wurde.
Die Untersuchung der zeitlichen Abhéngigkeit der Wechselwirkung wurde Uberprift, um
eventuelle Anderungen in der molekularen Erkennung der stationdren Phase zu erkennen.
Eine V erschiebungsanderung oder das Auftauchen von unterschiedlich vielen Signalen wirde
bedeuten, dass die Quervernetzung des Polymers nicht ausreichend ist damit stabile Rezeptor-
taschen gebildet werden, in denen das Substrat sehr spezifisch wechselwirkt.

Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in der nachfol genden [Abbildung 41|gezeigt.
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Abbildung 41:  zeitabhéngige Untersuchung der molekularen Erkennung 2zwischen der
polymeren Phase PVBZ OAc und Succinimid (0.1 mol/l)

Deutlich sichtbar sind die Signale der CH,-Protonen (5) sowie der NH-Protonen (3859 Hz /
9.6 ppm) im polymer-gebundenen Zustand, nicht sichtbar sind Signale der NH-Protonen im
ungebundenen Zustand. Mdglicherweise sind diese durch die Polymersignale Uberdeckt,
eventuell liegt sogar kein ungebundenes Succinimid vor. Es zeigt sich auch, dass innerhalb
der Messreihe keine Anderung in der chemischen Verschiebung des NH-Signals auftritt,
daher kann also davon ausgegangen werden, dass die Ausbildung der Wechselwirkungs-
zentren infolge der Quervernetzung der Polymerschichten mit Dodecandisdure ausreichend
erfolgt ist.

Mit der Kieselgelphase PAA-BzlO-Urethan-3 ist eine weitere Messreihe durchgefuhrt
worden, bei der die Succinimidkonzentration auf 0.001 mol/l vermindert wurde. Esist hierbei
versucht worden, die chromatographischen Bedingungen so weit wie moglich nachzuvoll-
ziehen. Es war jedoch nicht moglich in den Spektren NH-Signale des Succinimids zu
detektieren, die entweder durch Polymersignale Uberdeckt oder aufgrund der starken
Wechselwirkung zur Phase stark verbreitert und dadurch nicht mehr vom Untergrundrauschen

des Spektrums zu unterscheiden sind.
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444 Veréanderung der molekularen Erkennung durch Acetonitrilbeimischungen

Durch Zugabe des im Vergleich zu Chloroform polareren Losungsmittels Acetonitril wird
versucht, ein Konkurrenzmolekil in das Gleichgewicht einzubringen. Infolgedessen werden
die Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Substrat geschwécht und NH-Succinimid-
Signale besser detektierbar, da diese weniger stark verbreitert werden aufgrund der hdheren
Mobilitét der Substratmolekiile

Die Experimente sind mit einer Succinimidkonzentration von 0.25 und 0.1 mol/l durchgefihrt
worden. Acetonitril wurde zu 5, 10 und 15 % dem Ldsungsmittel Chloroform beigemischt.
Zunédchst sind die chemischen Verschiebungsénderungen des Succinimids ohne Wechsel-
wirkung mit der stationdren Phase PAA-BzIO-Urethan-3 charakterisiert worden (s.
42). Im Anschluss daran erfolgte die Untersuchung der Wechselwirkungen an der stationaren

Phase unter Zugabe von Acetonitril.
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Abbildung 42:  Wechselwirkungsstudien mit einer Konzentration an Succinimid von 0.1 (links)
und 0.25 (rechts) mol/l und der Phase PAA-BZ O-Urethan-3, sowie unterschied-
lichen Acetonitrilbeimischungen (1 % unten, 5 % Mitte, 10 % zweites Spektrum
von oben)
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In der nachfolgenden [Tabelle 7] ist eine Ubersicht der chemischen V erschiebungsinderung
von NH-Succinimid-Signalen in Abhangigkeit von der Konzentration und der Acetonitril-

beimischung dargestellt.

Succinimid- Mengean
konzentration | Acetonitril Chemische Verschiebung 8(NH)
[mol/l] [%]
0.1 - 3422 Hz/ 8.60 ppm
0.1 1 3488 Hz/ 8.72 ppm
0.1 5 3538 Hz/ 8.85 ppm
0.1 10 3524 Hz/ 8.81 ppm
0.25 - 3582 Hz/ 8.95 ppm
0.25 1 3600 Hz/ 9.00 ppm
0.25 5 3616 Hz/ 9.04 ppm
0.25 10 3609 Hz/ 9.02 ppm

Tabelle 7: Chemische Verschiebung der NH-Succinimid-Protonen in Abhangigkeit von der
Konzentration und Acetonitrilbeimischung

Durch die Zugabe von Acetonitril tritt eine Tieffeldverschiebung der NH-Succinimid-Signale
auf. Bel einer Konzentration von 0.1 mol/l Succinimid ist diese mit ca. 80 Hz stérker
ausgepragt, als bei 0.25 mol/l Succinimid (~ 30 Hz). Grundsétzlich liegt bei einer
Konzentration von 0.25 mol/l eine stérkere Tieffeldverschiebung vor, das ist gleichbedeutend
mit einer stérkeren Selbstassoziation der Molekile. Bel der hdheren Konzentration tUberwiegt
die Wahrscheinlichkeit, dass Succinimid-Molekile aufeinander treffen und miteinander
wechselwirken. Im Gegensatz dazu liegen bel der geringeren Succinimidkonzentration
weniger Molekile vor. Wird nun ein weiterer Akzeptor angeboten, sind die dadurch
auftretenden Effekte grof3er, als bei hoherer Konzentration.

Zusétzlich treten noch Veranderungen zwischen 1% Acetonitril und 5% auf, dagegen kaum
noch beim Ubergang zu 10% Acetonitril. Bei 5% Acetonitril scheint eine Séttigungs-
konzentration vorzuliegen, bel der ein Maximum an Tieffeldverschiebung erreicht wird,
welches durch eine hohere Konzentration an Acetonitril nicht mehr gesteigert werden kann.

In den nachfolgenden Abbildungen sind die Ergebnisse der Wechselwirkungsstudien mit den
diskutierten Succinimidkonzentrationen und der Phase PAA-BzlO-Urethan-3 zu sehen.
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Abbildung 43:  Wechselwirkungsstudien mit einer Succinimidkonzentration von 0.1 (links )sowie
0.25 mal/l (rechts) und der Phase PAA-BZIO-Urethan-3 mit unterschiedlichen
Acetonitrilbeimischungen

Bei der Konzentration von 0.1 mol/l Succinimid (Abbildung 43, links) ist es aufgrund der
geringen Signalintensitédten schwierig, definierte Zuordnungen zu machen. Im Spektrum der
Probe ohne Acetonitrilbeimischung lasst sich nur ein Signal bei ca. 10 ppm erkennen, das
allerdings durch die breiten Signale des Kieselgels stark Uberlagert ist und den Protonen im
polymergebundenen Zustand entspricht. Ein weiteres Signal der frelen Succinimid-NH-
Protonen ist aufgrund des breiten Untergrunds des Kieselgels nicht zu detektieren. Mit
zunehmender Konzentration an Acetonitril tritt eine Tieffeldverschiebung des NH- Signals
auf, welches den freien Protonen zugeordnet werden kann. Acetonitril tritt als Konkurrenz zur
Phase auf. Mit zunehmender Acetonitrilkonzentration steigt der Anteil der Wechselwirkungen
zwischen Succinimid und Acetonitril und damit kommt es zur stérkeren Tieffel dverschiebung
des Signals. Vermutlich handelt es sich hierbel um ein Mischsignal, welches aus der
chemischen Verschiebung von freiem (selbstassoziiertem) Succinimid und mit Acetonitril
wechselwirkendem Succinimid entstanden ist.

Mit der Konzentration von 0.25 mol/l Succinimid {Abbildung 43, rechts) tritt nach Zugabe
von Acetonitril, der bereits bei der reinen Losung (ohne Phase) beobachtete Effekt einer
Tieffeldverschiebung des NH-Signals auf. Die Verschiebungsanderung ist auch hier geringer
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als bei der kleineren Konzentration, weil ebenfalls die hdhere Konzentration der Succinimid-
moleklle eine gewichtigere Rolle spielt, wie das schon bei den Versuchen ohne Phase
diskutiert wurde. Eine definierte Zuordnung von gebundenen NH-Protonen ist wiederum
wegen der Uberaus geringen Intensitét nicht durchfthrbar.

Die nachfolgende zeigt nochmals eine Ubersicht der chemischen Verschiebungen
der NH-Succinimid-Protonen in Abhangigkeit der Succinimidkonzentration und der

Acetonitrilbeimischung:

Suc;célnrllrn;;:joknon- Acetonitril | Chemische Verschiebung
[%0] NH-Succinimid
[mol/l]
0.1 - 4123 Hz/ 10.3 ppm
0.1 1 3411 Hz/ 8.52 ppm
0.1 5 3489 Hz/ 8.72 ppm
0.1 10 3589 Hz/ 8.97 ppm
0.25 - 3558 Hz/ 8.90 ppm
0.25 1 3572 Hz/ 8.93 ppm
0.25 5 3638 Hz/ 9.05 ppm
0.25 10 3597 Hz/ 9.00 ppm

Tabelle8: Chemische Verschiebung der NH-Protonen in  Abhangigkeit von der
Konzentration und Acetonitrilbeimischung bei Wechselwirkung mit der Phase
PAA-BZO-Urethan-3

Generdll ist es moglich durch Zugabe eines polareren Ldsungsmittels das Gleichgewicht der
Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Substrat zu veréndern.

Als Konkurrenz zu diesem Gleichgewicht treten Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
Succinimid und Acetonitril auf, die zu einer Tieffeldverschiebung des Signals der freien NH-
Protonen fuhren (evtl. Mischsignal). Grinde fur das Auftreten von Wechselwirkungen
zwischen Substrat und Acetonitril kénnten Entropie- und Enthal pieeffekte sein.

Vermutlich tritt das Acetonitril auch mit den Rezeptorstellen der Phase in Wechselwirkung
und verandert so wiederum das Gleichgewicht in Richtung des ,freien, nicht-polymer-
gebundenen Substrats.
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445 Untersuchungen mit Hydantoinen

In den folgenden Untersuchungen wurde versucht, durch die Verwendung von L ésungsmittel-
gemischen die chromatographischen Bedingungen noch mehr anzupassen. Bei Zugabe von
5% Acetonitril wird die Bindungsaffinitdt des Substrats zum Rezeptor reduziert. Fir die
Chromatographie ergibt sich dadurch eine schnellere Separation, und die Analyten werden
vollstandig von der Trennsdule eluiert. In der NMR-Spektroskopie ist zum einen eine
geringere chemische Verschiebungsénderung zu erwarten und zum anderen sollte die
Linienbreite der Signale reduziert werden, da die Wechselwirkungen erwartungsgemafd
schwécher sind. Mit dem Substrat Diphenylhydantoin wurde zusétzlich ein sterisch
anspruchsvollerer Analyt gewahlt, bel dem zu erwarten ist, dass die Wechselwirkung zu
stationdren Phasen aufgrund der anspruchsvolleren Konformation schwécher ist.

Zunéchst wurde das Substrat Diphenylhydantoin mit einer Konzentration von 5410 mol/l in
einem Losungsmittelgemisch Chloroform/Acetonitril (5%) unter Suspensionsbedingungen

untersucht. Das zugehorige Spektrum zeigt die folgende|Abbildung 44,

NH
3
Ol

0

2630 Hz
3264 Hz
| Lb—i—
- _A A
TT T TTT7 T 7T 7T T T T T[T 11T TT7TT LI AL B (LI A B B N A A I A A O A
8 7 6 5 4 3 2 1
(ppm)

Abbildung 44:  *H-Spektrum von Diphenylhydantoin (5* 10 mol/l) im Lésungsmittel gemisch 5%
Acetonitril/Chloroform unter Suspensionsbedingungen.

Be 6.6 und 8.2 ppm sind die Resonanzen der NH-Protonen (H(3) und H(5)) des
Diphenylhydantoins zu sehen. Die Signale der aromatischen Protonen liegen unter dem
Losungsmittelsignal des Chloroforms bei 7.24 ppm, die chemische Verschiebung des
Acetonitrils ist bei 1.9 ppm. Die nachste [Abbildung 45| zeigt das '‘H-HR-MAS-NMR-

Spektrum der Phase PAA-BzIO-Urethan-3 zusammen mit einer Konzentration von 5*10°

mol/I Diphenylhydantoin.
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Abbildung 45:  'H-HR-MAS-NMR-Spektrum der Phase PAA-BZO-Urethan-3 in Wechselwirkung
mit Diphenylhydantoin (5* 10 mol/l); Lésungsmittelgemisch Chloroform/ Aceto-
nitril 5%

Neben den Signalen der stationdren Phase PAA-BzlO-Urethan-3 bel 7.24 ppm (4,6-10) und
ca. 5 ppm (benzylische CH,-Gruppe) sind zusétzlich Resonanzen des Analyten zu sehen. Die
aromatischen Protonen erscheinen im gleichen Bereich wie das Losungsmittel Chloroform
(7.24 ppm). Bei 10.8 und 10 ppm sind zwei &ufierst kleine Signale sichtbar, die den Protonen
der NH-Gruppen des Diphenylhydantoins zugeordnet werden. Es erscheint recht unwahr-
scheinlich, dass fir das Proton NH(5) eine Tieffeldverschiebung von mehreren ppm auftritt,
zumal diese NH-Gruppe, da nur zu einer Seite einer elektronenziehenden Carbonylgruppe
benachbart, weniger acideist a's das Proton NH(3). Wesentlich glaubhafter erscheint, dass die
beiden Signale bei 10 und 10.8 ppm Wechselwirkungskonformationen der NH-Gruppe (3) mit
der dtationdgren Phase zuzuschreilben sind. Sollte eine vergleichbare chemische
Verschiebungsénderung fur das Proton NH(5) auftreten, so sind die entsprechenden Signale
durch das Polymergrundgertst bzw. Losungsmittel und Resonanzen der aromatischen
Protonen tiberdeckt.

Mit der HR-MAS-NMR-Spektroskopie ist es generell mdglich, Wechselwirkungen an
stationdren Phasen zu untersuchen. Obendrein kdnnen je nach Phase und Analytmolekil
Unterschiede in der molekularen Erkennung detektiert werden, die zur Aufkldrung der
verschiedenen Wechsel wirkungsmechanismen entscheidend beitragen und einen wesentlichen

Antell zur Optimierung der chromatographischen Bedingungen liefern.
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5 Chirale Erkennung an stationaren Kieselgelphasen

5.1 Motivation

Racemische Wirkstoffe stellen fixe 1:1 Kombinationen aus zwei Enantiomeren, die zumeist
eine unterschiedliche Toxikologie aufweisen, dar.[E Deshab sollte fur die therapeutische
Anwendung eine Verabreichung von Racematen weitgehend vermieden werden. Aus diesem
Grund ist die Racemattrennung fir die Herstellung enantiomerenreiner Arzneistoffe ein
aulBerst wichtiges Gebiet geworden. Zu einem der bedeutungsvollsten Instrumente fir
effiziente Enantiomerentrennungen hat sich die Kapillar-Elektrochromatographie (CEC)
entwickelt. Das Hauptinteresse der Forschung ist dabei vor alem auf die Ubertragung
etablierter Anwendungen von der HPLC zur CEC gerichtet. Die gebrauchlichen Technologien
verwenden gepackte Trennkapillaren, welche mit chiralen stationdren Phasen (CSP) gefullt
sind, die meisten davon basieren auf modifiziertem Kieselgel.

Es gibt eine grof3e Vielzahl von enantioselektivem Trennmaterial mit typischen Selektoren
wie Proteinellaa, derivatisierte Cyclodextrine[mf‘_:"IJ z.B. ChirasiI-Val[m, Antibiotika, wie
Vancomycin und Teicoplanin@ls_aﬁ, chinin-derivatisierte chirale Ionenaustauscherm und
Pirkle’s , Blrstentyp* Selektoren[a. In 8hnlichem Mal%e wurden Kieselgelpartikel, die mit
polymeren chirden Phasen ummantelt sind, auf der Grundl agg von Polyacrylamid@,

Poly(diphenyl-2-pyridylmethylmetacryl at)@l und Polysacchari denﬂgm—symhefrs'rat-sowi'e—

erfolgreich fur die Trennung von Enantiomeren eingesetzt.

Die Entwicklung monolithischer chromatographischer Phasen fur die enantioselektive CEC
hat zur Reduktion vieler Probleme der gepackten Kapillarsdulen, wie z.B. uneffektive
Kontrolle der Stérke und Richtung des EOFs wegen der verbliebenen Silanolgruppen auf der
Kieselgel oberflache, gefuhrt. Vor allem die Verwendung von Chinidincarbamat, welches tber
die erforderlichen Eigenschaften zur Bildung des EOFs und der chiralen Erkennung verfugt,
ermdglicht die Enantiomerentrennung mit hoher Effektivitét von bis zu 60000 theoretischen
Bt’)den/m.[@

Strukturell besteht Chinidin aus einem planaren Chinolin und einem rigiden Chinuclidinring,
welcher Uber einen sekundéren Methylalkohol verknupft ist. Insgesamt ist das Molekil semi-
rigide und als solches ein vielversprechendes chiral es Selektormol ekl
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Im Chinidincarbamat zeigt der kationische Chinuclidinring ionische Wechselwirkungen, die
Carbamatgruppe enthalt Wasserstoffbrtickenbindungsstellen und das Chinindingrundgertst
kann Uber t—TeWechselwirkungen interagieren.

Zur Charakterisierung der chiralen Erkennung geben chromatographische Methoden in Form
des Trennungsfaktors (a) Auskunft, welcher das Verhdltnis der individuellen Bindungs-
konstanten von Selektanten mit raumlich Ubereinstimmenden Selektoren wiedergibt und
ausschliefdlich Informationen Uber die relativen Rezeptor-Enantiomer Affinitéten enthdt. Die
auf diesem Weg erhaltenen enantiosel ektiven Faktoren sind verknuipft mit den nichtselektiven
Bindungseinheiten, welche durch die Supportmatrix, den Spacer und die immobilisierte
Spezies verursacht werden, d.h. sie geben nur einen Uberblick Uber alle Wechselwirkungen
und sind daher weniger geeignet fir eine qualitative oder quantitative Beurteilung der
Enantioselektivitét chiraler stationérer Phasen.

Aus diesem Grund ist die Untersuchung enantioselektiver Wechselwirkung durch andere
experimentelle Techniken unerldsslich. Die NMR-Spektroskopie und hier insbesondere die
HR-MAS-NMR-Spektroskopie bieten die Moglichkeit selektiv die Wechselwirkungs-
mechanismen an der chiralen stationaren Phase zu untersuchen. Seit Einflhrung des transfer
NOESY -Experiments (trNOESY), einer Technik, die auf der Abhéngigkeit des NOE-Effekts
von der Molekilkorrelationszeit beruht ist es darliber hinaus moglich geworden, das
Trennverhaten von stationdren Phasen mit Substanzbibliotheken im allgemeinen zu
Uberprufen.

5.2 Grundlagen der trNOESY-NM R-Spektroskopieﬂg@uﬁzl

Zu Grunde liegt die Tatsache, dass kleine Liganden meist keine oder gering positive bzw.
negative NOEs mit sehr kurzer Korrelationszeit tc (10'%) besitzen. GroRe Molekile
(Proteine) dahingegen haben lange Korrel ationszeiten (10°®s) und negative NOEs.
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Abbildung 46:  Abhangigkeit des NOE von der Larmorfrequenz wund Korrelationszeit 1c

Das trNOE-NMR-Experiment wird_als Screening-Methode zur Untersuchung von bio-
logischen Aktivitdten beschrieben. Wenn ein kleines Molekil (Substrat) als Ligand an
einer hochmolekularen Verbindung (Rezeptor) wirkt, wird seine Relaxation bestimmt durch
die lange Korrelationszeit des Rezeptors, die zu stark negativen NOEs fuhrt, sog. trNOEs,
welche die Konformation widerspiegeln. Assoziation und Dissoziation liegen im Gleichge-
wicht vor, der negative NOE des wechselwirkenden Sub leibt bis zu seiner Relaxation
in den Grundzustand erhalten und kann detektiert werden.***

Transfer NOEs
Solution Protein bound

small positive NOEs

H

Meﬁc’" Association
Nm‘
Relaxation

i 40"%
Me \J::"?J_O H km«

Abbildung 47:  Wechselwirkungsschema bei trNOESY
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Hinzu kommt die Tatsache, dass die NOEs kleiner Molekile zum einen ja sehr schwach sind
und dazu langsam aufgebaut werden. Dagegen sind die trNOEs durch das Rezeptormol ekl
viel stérker negativ und werden bedeutend schneller ausgebildet, so dass die Unterscheidung
durch geeignete Messbedingungen erleichtert wird. Um dies zu erreichen, wird mit einer
signifikant kleineren Mischzeit als bel isolierten Liganden in der Lésung gearbeitet. In
lébbildmg_dd sind die Unterschiede der Entwicklung von Kreuzsignalen und von
Disacchariden isoliert und in Wechselwirkung mit einem Protein dargestellt

30
0 NOH s der Disaccharide ohne Weghse wirkung
H6 RE° H6 S°°
10 e *
/
S 4{/
L
g (\ 200 440 600 840
-10 \
-20 _
L‘/‘ trNOE'sin Gegenwart das Rezeptors
N
-30

Mischzeit [ms]

Abbildung 48: Darstellung der Entwicklung von NOE und trNOE

Kernstiick eines 2D NOESY -Spektrums ist die Mischzeit (= die Zeit, die zum Aufbau der
raumlichen Wechselwirkungen der betreffenden Kerne zur Verfigung steht). Durch
Aufnahme der NOESY -Spektren der Substrate mit langer Mischzeit (ca. 800 ms — 1 sec) und
des Rezeptor-Substrat-Gemisches mit entsprechend kurzer (ca. 100 — 200 ms) sollte eine
Unterscheidung zwischen normalen NOEs und trNOEs mdglich sein.

Die Konformationsanalyse der gebundenen Liganden ist direkt aus der Substanzbibliothek
moglich, d.h. es ist keine Isolierung einzelner Substanzen aus einer Vielzahl von Ver-
bindungen nétig. Dabei sind die Zusammensetzung, sowie die Konzentration der Substanz-
bibliothek unwichtig, es ist im weiteren moglich mit einem groRen Uberschuss an
Liganden zu arbeiten.!”™ ™" Die Methode wird allerdings durch die Tatsache eingeschrénkt,
dass es zum Auftreten von trNOEs nur bei Liganden mit kleinen Dissoziationskonstanten
(10°-10" s) kommt.
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5.3 ¥C- und *Si-CP/MAS-Festkérper-NM R-Untersuchungen von Thio-

kromasil und tBuCQN-Thiokromasil

Die chirde stationdre Phase tBuCQN-Thiokromasil und das Kieselgelgrundmaterial
Thiokromasil sind vor den Wechselwirkungsuntersuchungen mit den Enantiomeren anhand
der 23C- und ®Si-Festkorper-NM R-Spektroskopie eingehend charakterisiert worden.

5.3.1 Grundlagen zur Festkorper-NM R-Spektroskopie

5.3.1.1 Kreuzpolarisation (Cross Polarization, CP)

Bel Heterokernen, die eine geringe natirliche Haufigkeit und ein kleines gyromagnetisches
Verhdltnis besitzen, wie z.B. *C (1.1 %) oder ®Si (4.7 %), ist eine Aufsummierung zahl-
reicher Spektren notwendig, um ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhédtnis zu erhalten. Da die
T,-Relaxationszeiten dieser Kerne grol3 sind, ist auch der Zeitaufwand fir solche Aufnahmen
sehr hoch. Mit Hilfe der Kreuzpolarisation ist es jedoch moglich, die starke Magnetisierung
der Protonen, welche sich durch die hohe relative Haufigkeit und ein grofes gyro-
magnetisches Moment auszeichnet, durch heteronukleare dipolare Kopplung auf die

unempfindlicheren Heterokerne (X-Kerne) zu tbertragen.

Protonenkanal:
e UT 11
90°x Spin Lock 90°y Entkopplung
1 2 3
I Kontaktzeit I Aufnahme Wartezeit
X-Kanal:
FID
1-e Ty
1 2 3 4

Abbildung 49:  Pulssequenz fiir das Kreuzpolarisationsexperiment
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Durch einen 90°x-Puls im Protonenkana wird die Magnetisierung der Protonen aus der z-
Richtung in die y-Richtung ausgelenkt. Um die transversale Magnetisierung der Protonen
beizubehalten, wird die Phase von B;(*H) nach Ende des Pulses um 90° verschoben (s.
Abbildung). Die Protonenmagnetisierung verhalt sich dann in diesem neuen ,, statischen* Feld
wie vorher im Bo-Feld, d.h. sie prézessiert mit der Larmorfrequenz wny = yiq -~ B1 um die y-
Achse. Diesen Vorgang bezeichnet man als Spinlock. Gleichzeitig wird ein Puls im X-Kand
eingestrahlt. Damit der Magnetisierungstransfer von den Protonen auf die X-Kerne stattfinden
kann, muss die Hartmann-Hahn-Bedingung erfullt sein.

Wy = W5 O Vin EBl(lH) =Visc |:Bl(lg C) GleiChung 4

Wird nun auf dem X-Kanal das B;-Feld so justiert, dass die obige Bedingung erfillt ist, dann
oszillieren die z-Komponenten beider Magnetisierungen mit gleicher Frequenz, wodurch ein

Energieaustausch moglich wird.

=N

By

Spinlock

e

Abbildung 50:  Das Prinzip des Hartmann-Hahn-Spinlock-Experiments

Damit wird die Magnetisierung der Protonen auf die Heterokerne tbertragen, wobei sich die
transversale Magnetisierung der X-Kerne aufbaut und die transversale Magnetisierung der
Protonen abnimmt. Der Anstieg der Heterokernmagnetisierung erfolgt mit der Kreuz-
polarisationskonstante Txy, der Abfall der Protonenmagnetisierung Uber die Relaxationszeit
T1pn der Protonen im rotierenden Koordinatensystem. Nach Ende der Kontaktzeit wird unter
'H-Breitbandentkopplung die M agnetisierung der X-K erne aufgenommen.

Durch das Kreuzpolarisationsexperiment kann die Empfindlichkeit der Messung um das
Verhdtnis yinlyisc = 4 gesteigert werden. Ein zusétzlicher Empfindlichkeitsgewinn wird

durch deutlich kirzere Wartezeiten zwischen den Pulsen erreicht, da diese nicht mehr von
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T1x), sondern vom deutlich kleineren Ty abhéngig sind und sich so die Spektren besser
akkumulieren lassen.

Verschiedene Strukturelemente konnen auch verschiedene Kreuzpolarisationskonstanten
besitzen. Eine quantitative Aussage kann daher nur getroffen werden, wenn die T;-
Relaxationszeiten der Strukturelemente im selben engen Bereich liegen.

5.3.2 C-CPIMAS-NMR von Thiokromasil und tBuCQN-Thiokromasil

19+20

21

22

[T |
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i —O
7/ N 0\ - \19/2 o S" g' ﬁ
HsC L 0 CH, (19
i\ls\/'\i4 /O\g/s\z/ ‘ tBu2(1(6+)1;+18)
HyC T
17 CH ‘
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H,C(21)
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Abbildung 51:  **C-CP/MAS-Festkérper-NMR-Spektrum von Thiokromasil  (oben) und tBuCQN-
Thiokromasil (unten)
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Im *C-CP/MAS-NMR-Spektrum von Thiokromasil in oben sind die Signale
des Thiopropylspacers zu sehen, bei 55 ppm liegt das Signal der Methoxygruppe (22). Die
CH2-Gruppen (19+20) haben Resonanzen bel ca. 30 ppm. Aufgrund der direkten
Nachbarschaft zum Silizium erscheint das Signal der Methylengruppe (21) hochfeld-
verschoben bei 10 ppm.

Im Spektrum des tBUCQN-Thiokromasil (Abbildung 51, unten) treten neben den Resonanzen
des Kiesel gelbasismaterials (19-21) die Signal e des tert-Butyl chinincarbamats auf. Im Bereich
von 165 — 110 ppm konnen die Resonanzen der aromatischen Protonen (13, 2'-10')
zugeordnet werden. Sehr intensitétsstark ist das Signal der tert-Butylgruppe bei 30 ppm,
wel ches die benachbarten Signale Uberlagert und teilweise verdeckt. Die Methoxygruppen (12
und 22) erscheinen bei 60 ppm.

54 ®S-CP/MASNMR-Spektren von Thiokromasil und tBuCQN-

Thiokromasl|

5.4.1.1 **Si-CPIMAS-NM R-Spektroskopie

Kieselgele werden grof3technisch mit Hilfe des Sol-Gel-Prozesses aus Tetraal koxysilanen her-
gestellt. Diese werden zuerst in Anwesenheit einer Sdure oder Base als Katalysator einer
kontrollierten Hydrolyse unterworfen, wobei sie in eine kolloidale Losung (Sol) tberfihrt
werden. Die Kondensationsreaktion fuhrt dann zu oligomeren bzw. polymeren Strukturen. Es
entsteht ein hydratisiertes Gel, welches im Vakuum dehydratisiert wird und einen anorgani-
schen polymeren Festkorper ergibt. Die Grof3e der Poren und der Teilchendurchmesser
hangen von den Reaktionsbedingungen ab.

Kieselgele sind amorphe Materialien mit einer grof3en Bandbreite an Bindungslangen und
Bindungswinkeln, in denen aber auch kristalline Bereiche vorliegen, die sich vom B-Tridymit
ableiten lassen. Die SIO,-Einheiten sind dreidimensiona aufgebaut. Die Siliziumatome wer-
den dabei tetraedrisch von Sauerstoffatomen umgeben. Der Festkdrper ist aus Siloxanein-
heiten (Q% aufgebaut, die freien Valenzen des Siliziums an der Oberflache sind durch
Hydroxyl gruppen abgesttigt, und es entstehen Silandiol- (Q?) und Silanoleinheiten (Q°).
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54.1.2 %Si-CPIMAS-NMR-Spektren von Thiokromasil und tBuCQN-Thiokromasil

Kromasil
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Abbildung 52:  *S-CP/MAS-Festkdrper-NMR-Spektren von Thiokromasil (oben) und tBuCQN-Thio-
kromasi| (unten)
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Anhand der Werte der chemischen Verschiebung unterschiedlicher Strukturelemente ist ihre
Unterscheidung und damit auch der Nachweis mittels °Si-CP/MAS-NM R-Spektroskopie
moglich. In sind die #Si-CP/MAS-NMR-Spektren von Thiokromasil (oben)
sowie tBUCQN-Thiokromasil (unten) gezeigt. Die Q3 und Q*Gruppen an der Oberflache des
Grundkieselgels sind gut sichtbar, daneben treten zusétzliche Signale bel -48 ppm, -56 ppm
und -65 ppm auf, die eindeutig die entsprechenden T-Gruppen der Alkylsilane représentieren.
Da die T-Gruppen ein dhnliches Kreuzpolarisationsverhalten besitzen, ist eine Intensitdts-
bestimmung der T-Gruppensignale aus den CP-Spektren mdglich und dadurch wieder ein
Vergleich des Quervernetzungsgrades Q.12

Number Pasition [ppm] Intensity (abs.) Width [Hz] Gouss/Lorentzintegral (abs.)

NumberPosition [ppm]intensity (abs.) Width [Hz] Gauss/Lorentantegral (abs.)

1 ~49.8918 90832632 175.26  1.000000 4.086153¢+009
2 —-65.8945 102488000 438.15 1.0000001.152619e+010 1 —49.3800 57207536 648.68 1.0000009.525190e+009
3 -57.5666 217659728 272.63 1.000000 1.523146e+010 2 —66.5805 136455440 525.95 1.0000001.842151e+010
3 —57.7597 216670432 385.70 1.0000002.145059e+010
+ parameter to fit
x parameter to fit
T2

\/\_\/’\/\/\\/ — S~ \A
2 <] £ “ 8 2 Eﬁ(um) @ £ 8 2 B O
Thiokromasil T1 [%] T2 [%)] T3 [%)] tBuCQN-Thiokromasil
Thiokromasil 22.10 24.94 52.96
tBuCQNThiokromasil 13.94 33.25 52.80

Abbildung 53:  Intensitatsbestimmung der T-Gruppensignale durch Peak-Dekonvolution
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Der Quervernetzungsgrad Q ergibt sich zu:

Q%) = U3 T1 (%) + 2/3 T2 (%) + T3 (%) Gleichung 5

Aus der Tabelle in JAbbildung 53| wird deutlich, dass sich fur Thiokromasil (75 %) und
tBUCQN-Thiokromasil (76 %) der gleiche Vernetzungsgrad ergibt, auch wenn dies aus den
Spektren direkt nicht ersichtlich ist. Denkbar wére gleichfalls auch eine stérkere Ausbildung

der Vernetzung bei der weiterftihrenden Modifizierung der stationdren Phase gewesen.

55 transfer NOESY-NMR-Experimente zur molekularen Erkennung an
chiralen stationaren Phasen

55.1 Motivation

Chromatographische[@"“_il und spektroskopische Studien in Losung liefern ein relativ gutes
Bild Uber die chirden Erkennungsmechanismen zwischen Chinincarbamaten und
Aminosaurederivaten. HR-MAS-NM R-spektroskopische Untersuchungen an der stationéren
Phase sind besonders interessant, da sie das el gentliche chromatographische System betreffen,
wohingegen die Experimente in flUssiger Phase nur vereinfachende Darstellungen si nd.[mll;'_"ﬁI
Anhand des mit enem chirden Selektor modifizierten Kieselgels tert-Butyl-
chinincarbamatthiokromasil wurden die Wechselwirkungen sowie Diskriminierung zwischen
R- und S-(3,5-Dinitrobenzoyl)leucin mit Hilfe des trNOESY -Experiments ausfihrlich

analysiert.

552 'H-HR-MAS-NM R-spektroskopische Charakterisierung der stationéren Phasen

Vor den eigentlichen Untersuchungen zur chiralen Erkennung wurden alle Verbindungen
mittels der HR-MAS-NMR-Spektroskopie ausfuhrlich charakterisiert.
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5521 H-HR-MAS-NMR-Spektrum von Thiokromasil 100 — 5 um

\

75 70 65 6.0 55 50 45 40 (3.5)3.0 25 20 15 10 05 0.0 -05
ppm

Abbildung 54:  *H-HR-MAS-NMR-Spektrum von Thiokromasil 100 —5 pmin Methanol-d, (L)

Das Protonenspektrum (JAbbildung 54) zeigt neben den Losungsmittelsignalen bei 4.8 und 3.3
ppm das Signal der OCH3-Gruppe (3.7 ppm (16)) und die der CH,-Gruppen (2.5 ppm (19),
1.6 ppm(20) und 0.8 ppm (21)) des Thiopropylspacers. Das SH-Signal fallt mit dem Signal
der CH,-Gruppe (19) zusammen (2.5 ppm). Uberlagert werden die Peaks durch das sehr breite
Signal der Si-OH-Gruppen des Kieselgels. Diese Silanolgruppen sind sehr unbeweglich, aus
diesem Grund werden dipolare Kopplungen der Protonen nicht ausgemittelt, und es resultiert

ein stark verbreitertes Signal, welches die anderen Signal e Uberlagert.
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55.2.2 'H-HR-MAS-NMR-Spektrum von tBuCQN-Thiokromasil

{\3/”\11/5\19/20\21/5' ’Olg'

[4 ] |

o

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, N
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95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05

95 90 85 80 75 7.0 |6.5 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
(ppm)

Abbildung 55:  tBUCQN-Thickromasil in Methanol-d, (L), a) 'H-HR-MAS-NMR-Spektrum, b) mit
Unterdrickung des Wassersignals, ¢) mit T,-Filter, d) mit Wasserunterdriickung und
To-Filter
Zu sehen ist eine Serie von unterschiedlich aufgenommenen Spektren des tBuCQON-
Thiokromasils (Abbildung 55). Spektrum a) zeigt das normale Protonenspektrum. In b) wurde
das Wassersignal durch Vorséttigung unterdriickt, Abbildung c) zeigt das Spektrum nachdem
es mit einem T,-Filter aufgenommen wurde. Hierbei werden breite Signale, die durch eine
sehr kurze T,-Relaxationszeit gekennzeichnet werden unterdrickt. In Spektrum d) wurde
sowohl eine LAsungsmittel vorséttigung als auch ein T,-Filter eingesetzt.
Neben den bereits in diskutierten Signalen des Thiopropylspacers (19-21) ist
zusétzlich das Signal der tBu-Gruppe bei 1.23 ppm zu sehen, welches, aufgrund seiner starken
Intensitdt, die Signale der Propylgruppe teillweise Uberlagert. Weiterhin sind im Bereich
zwischen 7.0 und 9.0 ppm die Peaks der aromatischen Protonen des Chinolins zu sehen. Bel
6.5 ppm erscheint das Signal der CH-Gruppe H(9). Die Protonen der OCH3-Gruppen (12 und
22) zeigen Resonanzen bel 4.0 ppm. An diesem Beispiel wird die Effektivitdt des T,-Filters,
wie die Reihe der *H-HR-MAS-NMR-Spektren in[Abbildung 59 zeigt, deutlich. Im Spektrum
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(d) ist die Auflésung der Signale so gut, dass alle Signale des tBUCQN im Spektrum zu
beobachten sind und detailliert zugeordnet werden kénnen. Dartiberhinaus ist es mittels der
HR-MAS-NMR-Spektroskopie das erste Ma moglich gewesen, einen aktiven chiraen
Selektor, welcher auf Kieselgel immobilisiert wurde, eindeutig zu detektieren und
charakterisieren.

5.5.3 Charakterisierung des Selektorstert-Butylchinincarbamat (tBuCQN)

Zunéchst wurde der Selektor in Methanol gelést und mittels *H-HR-MAS-NM R-Spekt-
roskopie untersucht. Die Aufnahme der Spektren erfolgte trotz guter Léslichkeit des Selektors
unter HR-MAS-NMR-Bedingungen um be nachfolgenden Untersuchungen mit dem
immobilisierten tBUCQN einen Vergleich sowie das Auffinden der Signale zu erleichtern.

Zun&chst ist es nicht moglich gewesen, die Signale im Protonenspektrum eindeutig
zuzuordnen. Im Anschluss wurden daher die zur Analyse benétigten 1D *C- und 2D H/C-

korrelierten Spektren mit Hochauflsungs-NMR-Spektroskopie (600 MHz) aufgenommen
(Abbildung 56{und _
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Abbildung 56:  *C-HR-NMR-Spektrum von tert-Butylchinincarbamat (tBUCQN) in Methanol-d, (L)
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Abbildung 57:  H/C-COSY-NMR-Spektrum von tBUCQN in Methanol (600 MH2)

Mit Hilfe des 2D H/C-korrelierten NMR-Spektrums (Abbildung 57) ist nun eine Zuordnung
der Signaleim 'H-HR-(MAS)-NMR-Spektrum méglich:
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Abbildung 58:

'H-HR-NMR-Spektrum von tert-Butyl chinincarbamat (tBuCQN) in Methanol-d, (L)
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5.6 Charakteriserung von DNB-(R/S)-Leucin mittels 'H- und NOESY-
HR-MAS-NM R-Spektroskopie

Fur die weiteren Untersuchungen, insbesondere der trNOESY -Experimente, wird eine
Auswertung der Spektren erleichtert, wenn Daten von den isolierten Substanzen, in Lésung
unter Suspensionsbedingungen aufgenommen, vorliegen. ‘H-HR-MAS-NMR-Spektren
wurden aufgenommen (Abbildung 59 und B1], da hier neben der Charakterisierung der

Komponenten, ein Vergleich der chemischen Verschiebung mit moglichen Anderungen bei

Anwesenheit der stationéren Phase zusétzliche Informationen Uber Wechselwirkungen und
etwai ge Komplexbildungen, liefern soll.

Die Aufnahme von 2D NOESY -NM R-Spektren (Abbildung 60/ und [62) zeigt die NOE-Kreuz-
signale (positive Signale) der Substrate und erleichtert bei der Auswertung der trNOESY -
NM R-Spektren die Zuordnung der Kreuzsignal e (negative Signale).

5.6.1 Charakteriserung von DNB-(R)-Leucin mittels *H- und NOESY-HR-MAS-
NM R-Spektroskopie
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Abbildung 59:  "H-HR-MAS-NMR-Spektrum von DNB-(R)-Leucin in Methanol-d, (L)
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In ist das Protonenspektrum von DNB-(R)-Leucin, welches in Methanol gel6st
und anschlief3end unter Suspensionsbedingungen untersucht wurde, zu sehen. Die Protonen
des aromatischen Restes erscheinen bel 9.2 ppm H(112) und 9.1 ppm H(110+114), die
Tieffeldverschiebung ergibt sich dabel durch den elektronenziehenden Effekt der beiden, am
Aromaten substituierten, Nitrogruppen. Das Proton am Chiralitdtszentrum H(102) befindet
sich in direkter Nachbarschaft zum Peak des Wassers (Methanol) bei 4.6 ppm. Die
angedeutete Aufspaltung stammt von Wechselwirkungen mit den benachbarten Protonen
NH(107) und H(103). Bei 1.9 — 1.6 ppm erscheinen die Resonanzen der Protonen H(103) und
H(104), die durch zahlreiche Kopplungen aufspalten und stark Uberlagern. Als welteres
erscheinen die Signale der Methylgruppen H(19 + 22) bei 1.0 ppm. Fir die Protonen der NH-
(107) und OH- (101) Gruppe konnten keine Signale detektiert werden, die Resonanzen sind
im Bereich des Wasserpeaks des Losungsmittels (4.8 ppm) und werden von diesem
Uberdeckt.
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Abbildung 60: 2D NMR-Spektrum (NOESY) von DNB-(R)-Leucin in Methanol-d, (L) (positive Sgnale)

Im NOESY-NMR-Spektrum (Abbildung 60) sind Kopplungen zu sehen zwischen den
Protonen H(103+104) und den Methylgruppen sowie von H(103+104) und den Methyl-
gruppen zu H(102).
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5.6.2 Charakteriserung von DNB-(S)-Leucin mittels *H- und NOESY-HR-MAS-
NM R-Spektroskopie
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Abbildung 61: *H-HR-MAS-NMR-Spektrum von DNB-(S)-Leucin in Methanol-d, (L)
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Abbildung 62: 2D NMR-Spektrum (NOESY) von DNB-(S)-Leucin in Methanol-d, (L)(positive Sgnale)
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Die Zuordnung der Signale im Protonenspektrum des DNB-(S)-Leucin (Abbildung 61) erfolgt
entsprechend der des DNB-(R)-Leucins (.

Im NOESY-NMR-Spektrum (Abbildung 62) sind wieder die Kopplungen zwischen den
Methylgruppen H(105+106) und H(103+104) zu sehen, ebenfalls deren Wechselwirkungen zu
H(102).

5.7 trNOESY-NMR-Untersuchung von tBuCQN-Thiokromasil mit DNB-
(R)/ (S)-Leucin in M ethanol

Erste Versuche mit jeweils den Enantiomeren (0.1 mol/l) und 2 mg Kieselgel (tBuCQN-
Thiokromasil) wurden durchgefiinrt. Da die angebotene Selektormenge mit 2 mg relativ
gering ist, um eindeutige Wechselwirkungen zuordnen zu konnen, wurde in weiteren
Messungen die Menge an tBUCQN-Thiokromasil auf 5 mg erhdht. Durch Variation der
Kieselgelmenge im Rotor ist es auf verhdltnismallig unkomplizierte Weise moglich das
Verhdltnis zwischen Rezeptorgruppen und Substrat zu verandern. Diese Messungen sollen
dazu dienen, eventuell Unterschiede in der chiralen Erkennung der Enantiomeren in
Abhangigkeit von der Rezeptorkonzentration zu verdeutlichen.
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5.7.1 trNOESY-NMR-Spektrum von DNB-(R)- und (S)-Leucin in Wechselwirkung mit
tBUCQN-Thiokromasil (2 mg) in Methanol
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Abbildung 63:  trNOESY-NMR-Spektrum von DNB-(R)-Leucin (0.1 mol/l) (oben), sowie DNB-(S)-
Leucin (unten) in Wechselwirkung mit tBuCQN-Thiokromasil (2mg) suspendiert in
Methanol-d, (negative Sgnale)
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5.7.2 trNOESY-NMR-Spektrum von DNB-(R)- und (S)-Leucin in Wechselwirkung mit
tBUCQN-Thiokromasil (5 mg) in Methanol
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Abbildung 64: trNOESY-NMR-Spektrum von DNB-(R)-Leucin (0.1 mol/l) (oben), sowie DNB-(S)-
Leucin (unten) in Wechselwirkung mit tBuCQN-Thiokromasil (5 mg) suspendiert in
Methanol-d, (negative Sgnale)
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Die Unterschiede in den Signalintensitaten der trNOESY -Spektren mit 2 und 5 mg stationérer
Phase sind minimal. Bel beiden Spektren (2 und 5 mg) (Abbildung 63 und sind nicht alle
trNOESs zu sehen wie sie bei den NOESY -Spektren (Abbildung 60 und der isolierten

Enantiomeren detektiert werden konnten. Generell problematisch bei der Auswertung erweist
sich dabel die grofRe Signdintensitdt der LoOsungsmittelsignale, insbesondere des
Wassersignals (ca. 4.8 ppm). Dadurch auftretendes , Rauschen erschwert neben den
Kreuzsignalen zwischen Losungsmittel und Komponente die Auswertung. Als Ldsung bietet
sich hier die Aufnahme der trNOESY -Spektren mit Lésungsmittelunterdriickung an, wobel
bei der Unterdriickung insbesondere auf eng benachbarte Signale geachtet werden muss, die
unter Umsténden auch unterdriickt werden.

Die folgende gibt eine Ubersicht der chemischen Verschiebungswerte der

Enantiomeren sowie deren Anderung in Anwesenheit von 2 und 5 mg stationérer Phase.

oNESrLer| Pligudan | rtgucan | OV | 2iEuCon | tBucoN
2mg [H7] 5mg [HZ] 2mg [HZ] 5mg[HZ]
Ar 3653.05 3652.56 3652.56 3653.05 3653.05
Ar 3651.09 3650.59 3650.59 3650.59 3650.59 3651.09
Ar 3649.12 3648.62 3648.62 3649.61 3648.62 3648.62
Ar 3635.83 3635.33 3635.33 3634.84 3635.33 3635.33
Ar 3633.86 3633.37 3633.37 3633.86 3633.37 3633.37
H(102) 1881.56 1882.05 1882.05 1881.07 1881.56 1881.56
H(102) 1878.11 1877.62 1877.62 1877.13 1877.13 1877.13
H(102) 1870.73 1872.21 1872.7 1870.73 1872.21 1872.21
H(102) 1868.76 1867.78 1867.78 1867.78 1867.28 1867.28
H(103+104) 748.47 747.98 748.47 747.98 747.98 747.98
H(103+104) 740.1 740.1 740.1 738.63 740.1 740.1
H(103+104) 730.75 738.13 738.13 729.77 737.64 738.13
H(103+104) 716.48 730.75 730.75 715.98 730.26 730.26
H(103+104) 707.62 715.98 715.98 707.12 725.34 719.92
H(103+104) 702.69 713.03 713.03 702.2 719.92 715.98
H(103+104) 707.12 707.12 715.98 713.03
H(103+104) 702.69 702.69 713.03 710.57
H(103+104) 710.57 707.12
H(103+104) 707.12 702.69
CH3 406.38 406.38 406.38 405.39 406.38 406.38
CH3 400.47 400.47 400.47 400.47 399.98 399.98
CH3 396.53 396.04 396.04 395.55 396.04 396.04
CH3 390.63 390.13 390.13 390.13 390.13 390.13

Tabelle 9: Chemische Verschiebung der Enantiomeren ohne und in Gegenwart von 2 und 5 mg stati-
onéare Phase
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Zusammenfassend werden bei den trNOESY Spektren, sowohl fur DNB-(R)- as auch fir
DNB-(S)-Leucin, negative Kreuzsignale detektiert. Es kann also davon ausgegangen werden,
dass beide Enantiomere mit der stationdren Phase wechselwirken. Durch Integration
ausgewdahlter Signale zeigt sich jedoch, dass im Falle des DNB-(S)-Leucin die Intensitdt der
Signale und damit auch die Wechselwirkung, bel gleicher Verstdrkung der Spektren, starker
ist (mit je 2 und 5 mg zugegebenem tBUCQN-Thiokromasil, s. auch[Tabelle 12).

Weder bei DNB-(R)-Leucin noch bel DNB-(S)-Leucin weisen in den 1D Spektren, chemische
Verschiebungsénderungen auf Wechselwirkungen mit der stationdren Phase tBuCQN-
Thiokromasil hin.

Bel der Auswertung der Spektren zeigte sich jedoch ein anderer Effekt, der zur Ver-
deutlichung in nachfolgender Abbildung, am Beispiel des DNB-(R)-Leucins, gezeigt ist.

[ |
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I |
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DNB-(R)-Leucin in MeOH
+ 5 mg tBUuCQN-ThioKromasil

Abbildung 65: Vergleich der Linienbreiten von DNB-(R)-Leucin ohne und mit tBuCQN-Thiokromasil
in Methanol

So ist zunéchst, wenn die Enantiomere isoliert in Methanol gelst untersucht werden, die
Auflésung der Spektren unerwartet schwach. Durch Zugabe der stationdren Phase verbessert
sich die Auflésung erheblich, das wird besonders an der Signalaufspaltung der aromatischen
Protonen deutlich. Ist hier die Aufspaltung der Signale, beim isolierten Enantiomers nur durch
Schultern angedeutet, werden nach Zugabe von tBuCQN-Thiokromasil, die Aufspaltungen
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der aromatischen Protonen offensichtlich. Dieser Effekt widerspricht den Erwartungen,
wonach sich aufgrund von intramolekularen Wechselwirkungen und der daraus
resultierenden, eingeschrénkten Beweglichkeit eine grofRere Linienbreite und geringere
Auflésung der Spektren ergeben sollte.

Es besteht zum einen die Mdglichkeit, dass die Wechselwirkung (self-association) der
Enantiomeren untereinander sehr stark ist und als Folge kommt es in den Protonenspektren
zur Linienverbreiterung. Die Zugabe von Kieselgel stort die Wechselwirkungen, es resultiert
eine verbesserte AuflGsung der Spektren.

Eine andere Erklarung wére die starke Interaktion durch Wasserstoffbriickenbindungen des
Enantiomers mit dem Lésungsmittel Methanol. Die Variationsbreite der H-Briicken fuhrt zu
einer Vielzahl an Spezies mit geringfligig unterschiedlichen chemischen Verschiebungen. Das
und auch die dadurch eingeschrénkte Beweglichkeit fihren zu einer Linienverbreiterung. Die
zugegebene stationdre Phase tritt dann als Konkurrenz auf und hemmt diese Wechsel-
wirkungen, was in einer besseren Auflésung der Spektren resultiert (s. [Abbildung 66).
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Abbildung 66: Modell fur die Aushildung von Wasser stoffbr tickenbindungen zwischen den Enantiome-
ren und dem Lésungsmittel Methanol
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5.8 Untersuchung der Wechselwirkung zwischen DNB-(R/S)-Leucin mit
tBUCQN-Thiokromasil in Methanol mit L dsungsmittelvor sattigung

Da zum Teil Unklarheiten Gber eindeutige Signalzuordnungen in der Nachbarschaft zu den
Losungsmittelsignalen (Methanol und darin enthaltenes Wasser) aufgetreten sind, wurde in
weiteren Experimenten versucht, eine Empfindlichkeitssteigerung durch Losungsmittel-
unterdriickung (Vorséttigung des Wassersignals) zu erzielen. Die trNOESY -Spektren von
DNB-(R)- und DNB-(S)-Leucin wurden in Gegenwart von 5 und 15 mg tBuCQN-
Thiokromasil aufgenommen (Abbildung 67]und B8}.

5.8.1 trNOESY von DNB-(R)- und DNB-(S)-Leucin (0.1 mol/l) mit jeweils 5 mg
tBUCQN-Thiokromasil
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Abbildung 67: trNOESY Untersuchung (mit Lésungsmittelvor sattigung) der Wechselwirkung zwischen
DNB-(R)-Leucin (oben) und DNB-(S)-Leucin (unten) mit 5 mg tBuCQN-Thiokromasil
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5.8.2 trNOESY von DNB-(R)-und DNB-(S)-Leucin (0.1 mol/l) mit jeweils 15 mg
tBUCQN-Thiokromasil
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Abbildung 68: trNOESY Untersuchung (mit Lésungsmittelvor sattigung) der Wechselwirkung zwischen
DNB-(R)-Leucin (oben) und DNB-(S)-Leucin (unten) mit 15 mg tBuCQN-Thiokromasil.
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Die nachfolgende Tabelle gibt eine Ubersicht der chemischen Verschiebungen von DNB-(R)-
und DNB-(S)-Leucin sowie die Anderung in Abhangigkeit von 5 und 15 mg tBuCON-

Thiokromasil:
e R L e e R

5mg [HZ] 15mg [HZ] 5mg [HZ] 15mg[HZ]

Ar 3653.05 3651.58 3644.19 3652.56 3653.07

Ar 3651.09 3649.61 3642.23 3650.59 3650.59 3650.10

Ar 3649.12 3647.64 3640.26 3649.61 3648.62 3648.13

Ar 3635.83 3633.86 3629.92 3634.84 3635.35 3634.84

Ar 3633.86 3631.89 3627.95 3633.86 3632.87 3632.87
H(102) 1881.56 1880.08 1880.57 1881.07 1879.59 1878.11
H(102) 1878.11 1876.14 1877.13 1877.13 1875.65 1874.18
H(102) 1870.73 1870.73 1871.71 1870.73 1870.24 1868.76
H(102) 1868.76 1866.30 1867.28 1867.78 1865.81 1864.33
H(103+104) 748.47 747.98 746.99 747.98 747.40 746.01
H(103+104) 740.1 739.61 739.12 738.63 739.49 738.13
H(103+104) 730.75 737.64 737.15 729.77 737.12 736.17
H(103+104) 716.48 729.77 729.77 715.98 729.64 728.78
H(103+104) 707.62 724.35 724.35 707.12 717.35 717.46
H(103+104) 702.69 717.95 717.95 702.2 712.49 715.49
H(103+104) 715.49 711.53 706.63 711.06
H(103+104) 712.05 704.66 702.20 705.65
H(103+104) 706.63 702.69

H(103+104) 702.69
CH3 406.38 405.89 404.90 405.39 405.39 404.91
CH3 400.47 399.98 398.99 400.47 399.49 398.50
CH3 396.53 395.55 395.55 395.55 395.55 395.05
CH3 390.63 389.64 390.13 390.13 389.64 389.64
Tabelle 10: Chemische Verschiebung der Enantiomeren ohne und in Gegenwart von 5 und 15 mg

stationére Phase

Mit der verwendeten Lo6sungsmittelunterdriickung ist eine deutliche Verbesserung der
spektralen Auflosung erzielt worden. Bel 5 mg tBUuCQN ist im Falle des S-Enantiomers die
Signalintensitdt wiederum starker. Bel 15 mg erscheinen die Signale der chirdlen Phase
deutlicher im Spektrum. Parallel zu den intensiveren Signalen des tBUCQN-Thiokromasils
kommt es zur Verbreiterung der Diagonalen in den trNOESY -Spektren. Das erschwert leider

wiederum e ne eindeutige Kreuzsignal zuordnung in den Randzonen der Diagonal en.
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5.9 Molekulare Erkennung mit Thiokromasil und DNB-(R/S)-Leucin in
M ethanol

Um sicher zu gehen, dass die auftretende Wechselwirkungen und die zu beobachtende
Unterschiede in der chiralen Erkennung auf den tBuCQN-Selektor zurtickzufthren sind und
nicht allein auf Wechselwirkungen mit dem Kieselgelbasismaterial, wurde in weiteren
Messungen als stationare Phase das Thiokromasil verwendet.

Die nachfolgende Abbildung zeigt die trNOESY -Spektren von DNB-R- und DNB-(S)-Leucin

in Wechselwirkung mit jeweils 5 mg Thiokromasil im Lésungsmittel Methanol.
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Abbildung 69: trNOESY Untersuchung (mit Losungsmittelvorsattigung) der Wechselwirkung zwischen
DNB-(R)-Leucin (oben) und DNB-(S)-Leucin (unten) mit 5 mg Thiokromasil in MeOH

Auffallig bei beiden trNOESY-Spektren der Abbildung ist nicht so sehr die geringere
Signalintensitét, als dass bei beiden Enantiomeren die Starke der Kreuzsignale anndhernd
gleich ist. Das wird auch bestétigt durch die integrale Analyse (s. der Spektren, da
ergeben sich die gleichen Werte der Intensitéten fur das R- und S-Enantiomer. Mit der
stationdren Phase ohne chiralen Selektor treten demzufolge ebenfalls Wechselwirkungen auf.
In diesem Fall zeigen sich alerdings keine Unterschiede in der chiralen Erkennung. Diese

Differenzen treten eindeutig erst bei Anwesenheit des Selektors auf.
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5.10 Untersuchung der Wechsewirkungen zwischen tBuCQN-Thio-
kromasil und DNB-(R)-/(S)-Leucin in Acetonitril/Wasser 90:10

Die trNOESY -NMR-Untersuchungen wurden zusétzlich in einem Lésungsmittelgemisch aus
Acetonitril/Wasser durchgefiihrt, um eventuell die Unterschiede in der chiralen Erkennung
zwischen den Enantiomeren deutlicher hervorzuheben. Urspringlich war eine Messreihe mit
variablen Verhdtnissen zwischen Acetonitril und Wasser geplant. Nach den ersten
Ergebnissen, bei denen erkennbar schlechtere Wechselwirkungen detektiert wurden, sind
diese Untersuchungen nicht fortgesetzt worden. Begonnen wurde mit einem Mischungs-
verhaltnis Acetonitril/Wasser von 90:10, diese Resultate werden im folgenden vorgestellt und
diskutiert. Der Einsatz von LoOsungsmittelgemischen ist in der Chromatographie ein

gebrauchliches Verfahren um die Separation der Analyten zu verbessern.

5.10.1 Charakterisierung von DNB-(R)-Leucin in Acetonitril/Wasser 90:10 mittels *H-
und 2D NOESY-HR-MAS-NM R-Spektroskopie
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Abbildung 70:  *H-HR-MAS-NMR-Spektrum von DNB-(R)-Leucin in Acetonitril/Wasser 90:10

und [72] zeigen die 'H-HR-MAS-NMR-Spektren von DNB-(R)- und DNB-(S)-

Leucin in Acetonitril/Wasser. Die aromatischen Protonen zeigen Resonanzen bei 9.1 ppm
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H(112) und 9.0 ppm H(110+114). Auch hier tritt wieder eine Tieffeldverschiebung aufgrund
des elektronenziehenden Effekts der beiden NO,-Substituenten auf. Das Signal des Protons
H(102) am Chiralitétszentrum erscheint bei 4.6 ppm. Die Protonen H(103+104) zeigen
Signale bei 1.75 ppm, in direkter Nachbarschaft zum Ldsungsmittelsignal. Auch im
L 6sungsmittelgemisch Acetonitril/Wasser ist die Aufspaltung sowie Uberlagerung der
Signale sehr stark. Weiterhin besitzen die Protonen der Methylgruppen Resonanzen bei 1.0
ppm.
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Abbildung 71: 2D NOESY-HR-MAS-NMR-Spektrum von DNB-(R)-Leucin in Acetonitril/Wasser 90:10

Beide NOESY -Spektren (Abbildung 71 und der Enantiomeren zeigen die gleichen
Kreuzsignale zwischen H(103+104) und H(105+106), sowie zwischen diesen Protonen und
H(102).
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5.10.2 Charakterisierung von DNB-(S)-Leucin in Acetonitril/Wasser 90:10 mittels *H-
und 2D NOESY-HR-M AS-NM R-Spektroskopie
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Abbildung 72:  *H-HR-MAS-NMR-Spektrum von DNB-(S)-Leucin in Acetonitril/Wasser 90: 10
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Abbildung 73: 2D NOESY-HR-MAS-NMR-Spektrum von DNB-(S)-Leucin in Acetonitril/Wasser 90:10
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5.10.3 trNOESY-NMR-Spektren von DNB-(R/S)-Leucin und tBuCQN-Thiokromasil
(5 mg) in Acetonitril/Wasser 90:10
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Abbildung 74:  trNOESY-NMR-Spektrum von DNB-(R)-Leucin (0.1 mol/l) (oben), sowie DNB-(S)-
Leucin (unten) in Wechselwirkung mit tBuCQN-Thiokromasil (5 mg) suspendiert in
Acetonitril/ Wasser 90:10.
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5.10.4 trNOESY-NMR-Spektren von DNB-(R/S)-Leucin und tBuCQN-Thiokromasil
(15 mg) in Acetonitril/Wasser 90:10
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Abbildung 75:  trNOESY-NMR-Spektrum von DNB-(R)-Leucin (0.1 mol/l) (oben), sowie DNB-(S)-
Leucin (unten) in Wechselwirkung mit tBuCQN-Thiokromasil (15 mg) suspendiert in
Acetonitril/ Wasser 90:10.
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Im Vergleich zu den in Methanol durchgefthrten Untersuchungen fallt hier zundchst die
geringere Intensitdt der Signale, sowohl bei den NOESY -Spektren, als auch bel den
trNOESY -Spektren der Enantiomeren und der chiralen Phase, auf. Die gefundenen trNOEs
der Experimente mit einer zugegebenen Kieselgelmenge von 5 mg und die unterschiedlichen
Intensitdten der Kreuzsignale von DNB-(R)- und DNB-(S)-Leucin bestétigen die stéarkere
Wechselwirkung des S-Enantiomers. Hier kommt es gleichfalls, bei den trNOESY -Spektren
mit 15 mg stationarer Phase, zu einer Verbreiterung der Linienform der Diagonalen, dadurch
ist es schwer gewesen, eindeutige Kreuzsignale der Enantiomeren zuzuordnen.

Auch bel dieser Messreithe sind erneut Unterschiede zwischen DNB-(R)- und DNB-(S)-
Leucin zu erkennen. Das S-Enantiomer zeigt abermals deutlichere Kreuzsignale, bei gleicher
Verstarkung der Spektren ergibt die Integration ausgewdahlter Signale (H16) eine wesentlich
groRere Signdintensitét fur das S-Enantiomer, was nochmals fur die stérkeren
Wechselwirkungen dieses Enantiomers spricht (s. [Tabelle 12).
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Die nachfolgende fuhrt die chemische Verschiebung der Enantiomerensignale in
Abhangigkeit von der zugegebenen Kieselgelmenge auf:

oNe Lo | o | P Eom | PVESTL | A 5 | iGN S
[HZ] [HZ] [HZ] [HZ]
Ar 3611.37 3611.37 3609.4 3611.37 3607.92 3615.8
Ar 3608.91 3608.91 3607.43 3609.4 3606.94 3600.05
Ar 3606.94 3606.94 3605.46 3607.43 3605.96 3598.08
Ar 3583.81 3584.3 3585.78 3583.81 3583.81 3596.11
Ar 3581.84 3582.33 3583.81 3581.84 3581.84 3579.87
Ar 3577.9
H(102) 1838.89 1860.06 1834.46 1838.89 1837.91 1838.4
H(102) 1834.46 1838.4 1829.54 1834.46 1833.48 1833.48
H(102) 1829.05 1833.97 1824.12 1829.05 1828.06 1828.06
H(102) 1824.62 1828.55 1819.69 1824.62 1824.12 1823.63
H(103+104) 731.89 731.4 724.51 731.4 727.46 725.98
H(103+104) 727.95 727.46 714.17 727.95 716.14 715.65
H(103+104) 717.12 717.12 708.75 717.12 710.23 709.74
H(103+104) 710.72 710.72 703.83 710.72 705.8 705.31
H(103+104) 706.29 705.8 701.86 706.29 703.83 702.85
H(103+104) 703.83 703.83 697.93 704.32 698.42 701.37
H(103+104) 699.9 699.4 691.04 699.89 691.53 698.91
H(103+104) 697.43 697.43 685.13 697.43 685.13 693.5
H(103+104) 691.04 691.04 681.19 691.53 680.7 683.65
H(103+104) 685.13 685.13 676.27 685.13 676.76 678.73
H(103+104) 681.19 681.19 681.19 666.42
H(103+104) 676.27 676.27 676.27
H(103+104) 673.32 673.81 665.93
H(103+104) 669.87 665.93
H(103+104) 665.93
CH3 387.83 387.83 386.35 387.83 386.84 387.34
CH3 381.43 381.43 380.44 381.92 381.43 381.43
CH3 376.51 376.51 376.01 376.51 376.01 377
CH3 370.6 370.6 370.11 370.6 370.6 370.6
Tabelle 11: Chemische Verschiebung der Enantiomeren ohne und in Gegenwart von 5 und 15 mg

stationare Phase

Es sind nur geringfiigige Anderungen in den chemischen Verschiebungswerten der Signale zu
erkennen, dennoch l&sst sich kein einheitlicher Gang feststellen. Die grof3ten V erschiebungs-
anderungen treten bel den Proben mit 15 mg stationérer Phase auf.

Es zeigt sich auch, dass das trNOESY -Experiment eine sehr empfindliche Methode ist, die
auch bei kleinen Rezeptorkonzentrationen Unterschiede in Wechselwirkungen qualitativ

aufzeigen kann.
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Weitere Informationen ergeben sich, bei der Betrachtung der Linienbreite der Protonensignale
in Abhangigkeit von der zugegebenen Menge an stationarer Phase (s. auch Abbildung 76).
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Abbildung 76: Vergleich der Linienbreiten von DNB-(R)-Leucin ohne und mit tBuCQN-Thiokromasil
in Acetonitril/Wasser .

Im Falle des Ldsungsmittelgemisches Acetonitril/Wasser kommt es bereits im isolierten
Enantiomer zur Aufspaltung der aromatischen Signale. Hier sind entweder die Wasserstoff-
briickenbindungen zum L&sungsmittel schwéacher oder aber sie sind gerichtet, so dass nur
wenige Spezies mit unterschiedlichen chemischen Verschiebungen vorliegen. Durch die
Zugaben von 5 mg Kieselgel ergibt sich keine Anderung in der Linienbreite der Signale, was
far die H-Brucken zum Loésungsmittel und zudem fur schwache Wechselwirkungen zur
stationdren Phase spricht, wie es sich bereits aus den trNOESY Untersuchungen ergeben hat.

Anders jedoch bei 15 mg tBuCQN-Thiokromasil, hier tritt eine wesentlich stérkere
Aufspaltung der Signale auf, und es ergibt sich daraus, dass die Wasserstoffbriickenbindungen
zum Losungsmittel stérker sind als bel Methanol und erst durch ein grofderes Angebot an
Rezeptorstellen beeinflusst werden. Das deckt sich auch mit den Resultaten der trNOESY -
Experimente, bei denen mit 5 mg stationdrer Phase schwéchere Wechselwirkungen der

Enantiomeren detektiert werden asin Methanol.
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5.11 Vergleich der Signalintensitaéten von DNB-R- und -S-Leucin mit
ver schiedenen Rezeptor bedingungen

Die nachfolgende[Tabelle 12 gibt eine Ubersicht der Intensitéten der Kreuzsignale H(17/18)/
H(105+106) von DNB-R- und DNB-(S)-Leucin. Berlicksichtigt wurden dabei die unter-
schiedlichen Bedingungen, unter denen die Wechselwirkungen an der stationdren Phase statt-
gefunden haben. Die Werte wurden durch Integration der entsprechenden 2D trNOESY -
Spektren ermittelt.

_ T tBuCON- tBUCON- tBUCON- tBUCON-
T*}'E‘)":;O]”I"rfs" Thiokromasil | Thiokromasil | Thiokromasil | Thiokromasil
MegH [5mg] in [15mg] in [Emg] in [15mg] in
M eOH M eOH ACN/D,O ACN/D,O
DN(E(‘)'(lR%'(;ﬁ‘)‘C'” 0.04 0.07 0.09 0.01 0.001
DN(%'gsr)ﬁ;lfl‘;Ci” 0.05 0.20 0.09 0.02 0.164

Tabelle 12:  Sgnalintensitaten von DNB-R/S-Leucin unter verschiedenen Rezeptor bedingungen

Mit dem Thiokromasil ohne chiralen Selektor zeigen sich zwischen beiden Enantiomeren
keine Unterschiede in den Signalintensitéaten, die molekulare Erkennung ist gleich stark. Bei 5
mg tBUCQN-Thiokromasil in Methanol ist die chirale Wechselwirkung zum DNB-(S)-Leucin
rund dreimal grof3er als beim R-Enantiomer, wohingegen sich bel 15 mg stationérer Phase
Unterschiede zeigen. Bei diesen Spektren sind die Diagonalsignale durch die relativ grof3e
Menge an stationdrer Phase verbreitert, was eine detaillierte Integration erschwert, da die
Diagonalsignale zur Kalibrierung verwendet werden.

Die Entwicklung zur stérkeren molekularen Erkennung beim DNB-(S)-Leucin setzt sich auch
im Lésungsmittelgemisch Acetonitril/Wasser fort und wird sogar bel 15 mg noch deutlicher.
Es lassen sich demzufolge zwei Trends feststellen, die chirale Diskriminierung der
Enantiomeren findet eindeutig durch den chiralen Selektor statt. Auf3erdem ergibt sich sowohl
in Methanol als auch in Acetonitril/Wasser eine stérkere chirale Erkennung fur das DNB-(S)-

Leucin.
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5.12 Untersuchung der Wechselwirkung zwischen DNB-(R/S)-Leucin und
tBUCQN mittels 2D ROESY-NM R-Spektroskopie unter Hochauf-
|6sungsbedingungen

Die Idee zu diesen Experimenten ist aus der Tatsache entstanden, dass der chirale Selektor
tBUCQN lodlich ist, wenn er im ungebundenen Zustand, nicht auf Kieselgel immobilisiert,
vorliegt. Die Untersuchungen beschéftigen sich auch mit der Frage, ob im geldsten Zustand
Unterschiede in der chiralen Diskriminierung der Enantiomeren festzustellen sind und wenn
ja, ob sich Parallelen oder Abweichungen zu den Resultaten mit den Kieselgel phasen ergeben.
Die Untersuchungen wurden am 600 MHz Spektrometer durchgefihrt. Die hohe Frequenz
fuhrt dabei zu einer Intensitétssteigerung der erwarteten Kreuzsignale, da bel der ROESY
(Rotating Frame Overhauser Enhancement Spectroscopy)-NMR-Spektroskopie, der Auf-
nahme von Wechselwirkungen Uber den Raum hinweg im rotierenden Koordinatensystem, die
ROE-Signalintensitat mit zunehmender Frequenz bis zu einem Grenzwert zunimmt.

Um die chemischen Verschiebungswerte der Einzelsubstanzen und Komplexe miteinander
vergleichen zu kénnen, wurden zunéchst die Substanzen einzeln untersucht und anschlief3end
die Mischung des jeweiligen Enantiomers mit dem tBuCQN im Verhdtnis 1:1 (0.1 mol/l).

Die nachfol gende[Tabelle 13, sowie das zeigen die chemischen Verschiebungen
der Protonen der Enantiomeren ohne und in Anwesenheit des chiralen Selektors auf:

brobe H(112) H(110+114) H(102) H(103+104) H(105+106)
A3 [HZ] A3 [HZ] A8 [HZ] A8 [HZ] A3 [HZ]

2819 608

5483
. 5457 2815 602
DNB-(R)-Leucin ﬁgé 5455 2809 1128-1048 592
2805 586
2819 608

5483
. 5457 2815 602
DNB-(S)-Leucin agé 5455 2809 1128-1048 502
2805 586
5011 2363 179
DNB-(R)-Leu + 5009 5019 2356 682-613 177
tBUCQN 5007 5017 2355 172
2348 171
4750 2550 256
DNB-(S)-Leu + 4757 4793 2545 793-703 251
tBUCQN b 4788 2540 249
2535 245

Tabelle 13:  Chemische Verschiebungswerte der Leucin-Sgnale ohne und in Anwesenheit des chiralen
Selektors tBUCQN
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OR/S
ER/CQN
OS/CQN

5600

5400

5200

5000

4800

4600

4400

4200
H(102)

Diagramm 1: Chemische Verschiebungswerte der Leucin-Sgnale ohne und in Anwesenheit des chiralen
Selektors tBUCQN exemplarisch fur das Proton H(112)

Die chemische Verschiebungsanderung der aromatischen Protonen des DNB-(S)-Leucins in
Anwesenheit des chiralen Selektors tBUCQN ist mit 724 Hz H(112) bzw. 665 Hz H(110+114)
wesentlich starker as bei DNB-(R)-Leucin (472 Hz H(112), 438 Hz H(110+114)). Die
chemische V erschiebungsanderung der Protonen H(102) (456 Hz), H(103+104) (440 Hz) und
H(105+106) (418 Hz) ist dagegen bei DNB-(R)-Leucin stéarker als bei DNB-(S)-Leucin
(H(102), 269 Hz; H(103+104), 340 Hz; H(105+106), 347 Hz). Dieses Phanomen legt den
Schluss nahe, dass bei den Enantiomeren der Wechselwirkungsmechanismus mit dem
Rezeptor unterschiedlich ist. Aussagen Uber die chirale Diskriminierung sind mit den
vorliegenden Ergebnissen nur in Kombination zu den Resultaten der ROESY-NMR-

Experimente moglich.
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5.12.1 2D ROESY-NMR-Spektrum von DNB-(R)-L eucin und tBuCQN in Methanal

4
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Abbildung 77: ROESY-NMR-Spektrum von DNB-(R)-Leucin(*) (0.1 mol/l) in Wechselwirkung mit
tBuCON in Methanol-d,
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5.12.2 2D ROESY-NMR-Spektrum von DNB-(S)-L eucin und tBuCQN in Methanol
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Abbildung 78: ROESY-NMR-Spektrum von DNB-(S)-Leucin(*) (0.1 mol/l) in Wechselwirkung mit
tBuCON in Methanol-d,
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Die nachfolgende gibt eine Ubersicht der gefundenen ROEs zwischen dem

jeweiligen Enantiomer und tBuCQN aufgrund der vorhandenen Wechselwirkungen.

tBuCQ

Leu 2 8 3 5 7 9 10 | 11 12 | 6+8 | 3 4 | tBu
105+106 SR| S R |SR| R |SR| R | SR SR R SR
103+104 R R SR SR
102 S S R
Aryl SR| SR |SR|SR| R | SR R SR SR

Tabelle 14: ROEs zwischen DNB-(R/S)-Leucin und dem Selektor tBUCQN

Der qualitative Vergleich der 0.g. ROESY-Spektren (Abbildung 77 und ergibt, bei
gleicher Verstdrkung der Spektren, eine grofdere Signalintensitdt der ROEs bei DNB-(S)-

Leucin. Das DNB-(R)-Leucin weist vielfaltigere Wechselwirkungen auf, die Signale sind

jedoch deutlich schwécher. Eine vergleichende Integration beider Spektren an ausgewahlten
Cross-Peaks hat, bei gleicher Verstarkung der Spektren, eine um die Héfte reduzierte
Signalintensitdt bel DNB-(R)-Leucin ergeben. Zusammenfassend lésst sich aus den
vorgestellten Resultaten schlief3en, dass bel der Wechselwirkung DNB-(S)-Leucin und
tBUCON stérkere ROEs auftreten, die Wechselwirkungen sind gerichtet. Beim Enantiomer

DNB-(R)-Leucin dagegen sind die Wechselwirkungen insgesamt schwécher und die

Orientierung des Substratmol ekiils ist weniger definiert als beim S-Enantiomer.
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6 Zusammenfassung

Zentraler Punkt der Wechselwirkungen im chromatographischen Trennprozess ist die
molekulare Erkennung zwischen Selektor und Analyt. Fir die Untersuchungen besonders
geeignet ist dabel die Kernresonanzspektroskopie, bel verschiedene Methoden und Techniken
fUr eine detaillierte Analyse der Wechselwirkungsmechanismen an der fllssigen oder festen
stationdren Phase zur Verfligung stehen.

B-Cyclodextrin und seine Derivate z.B. HDAS-B-CD finden aufgrund der guten Léslichkeit
vielfach Anwendung als Hintergrundanalyten in der Kapillarel ektrophorese.

Mittels 2D ROESY-NMR-Experimenten in Losung, welche es generell erlauben Wechsel-
wirkungen Uber den Raum hinweg zu detektieren, ist es gelungen, die chirale Erkennung von
HDAS-3-CD an den Enantiomeren von Ephedrin und N-Methylephedrin sowie die Struktur
der gebildeten Komplexe zu charakterisieren.

Es hat sich gezeigt, dass mit dem negativ geladenen [(-Cyclodextrin die molekulare
Erkennung am D-N-Methylephedrin am stérksten ist. Besonders aufféllig ist auch die grof3e
Viefalt an stereoselektiven Komplexen, dabei werden hauptséachlich Einschlussverbindungen
gebildet, wobei das Eindringen der Enantiomeren in die chirale Kavitét ausgehend vom engen
Rand des HDAS-3-CD dtattfindet. Aufgrund der negativ geladenen Seitenkette, die am engen
Rand lokalisiert ist, fuhren ionische Wechselwirkungen zu den Aminogruppen der
Enantiomeren vor der eigentlichen Penetration zu einer V ororientierung.

Es werden jedoch auch Wechselwirkungen an der Aul3enseite des Cyclodextrins beobachtet,
die fur jedes Enantiomer unterschiedlich sind und grof3tenteils fir die chirale Diskriminierung
verantwortlich sind.

Auch die Bestimmung der Komplexstochiometrie bestétigt das Auftreten der unter-

schiedlichen Komplexe, da neben den 1:1 auch 2:3 und 3:2 Stéchiometrien vorliegen.

Ein weiteres Beispiel fur das Auftreten von Wechselwirkungen an der AufRenseite des
permethylierten B-Cyclodextrins ist die Unterbindung des Konformationswechsels zwischen
Sessel- und Wannenform bei Dimethylcyclohexan infolge der Ausbildung von Van-der-Waals
Wechselwirkungen. Das 2D ROESY-NMR-Experiment brachte in diesem Fall Aufklarung

Uber die Lage der Wechselwirkungszentren.
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Eine Alternative zu den teilweise sehr zeitaufwendigen korrelierten 2D NMR-Experimenten
stellt die PFG-NMR-Spektroskopie zur Komponentenanalyse von Komplexgemischen dar.
Die auf unterschiedliche Diffusionsgeschwindigkeiten von Molekilen verschiedener Masse
beruhende Methode erméglicht Proben mit vielen Komponenten zu analysieren ohne dass
zuvor aufwendige Reinigungsschritte notwendig werden.

Die Bestimmung der Diffusionskoeffizienten von D- und L-N-Methylephedrin sowie HDAS-
und DIAC-B-Cyclodextrin und die Beobachtung der Anderung infolge der Komplexierung
geben Aufschluss tiber die Unterschiede in den Wechselwirkungen.

Die groRte Anderung hat sich bei D-N-Methylephedrin durch die Komplexierung mit HDAS-
B-CD ergeben. Auch mit DIAC-B-CD wechselwirkt das D-Enantiomer bevorzugt. Beim
Vergleich der Anderung der Diffusionsgeschwindigkeit der modifizierten B-Cyclodextrine
erweist sich die unterschiedliche Molekilmasse als einflussreicher Faktor, der eindeutige
Aussagen verhindert.

Generell werden mit der PFG-NMR-Spektroskopie die gleichen Ergebnisse erzielt, wie mit
den 2D ROESY -Experimenten und diese hat sich somit als effektive Methode zur Unter-
suchung von Wechselwirkungen erwiesen. Detaillierte Aussagen Uber die Wechselwirk-

ungszentren sind jedoch nur mit den 2D Experimenten moglich.

Lodliche stationdre Phasen wie die 3-Cyclodextrine stellen eher die Ausnahme, bei den zur
Verfigung stehenden chromatographischen Trennmaterialien, dar. Die meisten basieren auf
Kieselgel und sind daher grundsétzlich unléslich, die Untersuchung der molekularen
Erkennung an solchen Materialien ist durch die Technik der HR-MAS-NMR-Spektroskopie
maoglich geworden.

Bel diesen Experimenten werden die Proben im Lésungsmittel gequollen oder suspendiert
und schnell um den magischen Winkel rotiert, infolgedessen kénnen dipolare Kopplungen
sowie Unterschiede in der Suszeptibilitdt reduziert bzw. vollstandig eliminiert werden, und
die Auflésung der resultierenden *H-NM R-Spektren wird erheblich gesteigert.

Neben den Kieselgelphasen, die zwar Uber eine hohe Druckstabilitét verfiigen, deren pH-
Stabilitét jedoch nur einen Einsatz im pH-Bereich von 2 bis 8 zulésst, wird versucht,
Polymere als stationére Phasen zu synthetisieren und chromatographisch zu verwenden. Dabei
hat sich jedoch herausgestellt, dass eine gute Quellbarkeit zwar sehr gut geeignet ist fir die
Untersuchung mit der NMR-Spektroskopie aber auf der anderen Seite zeigen zeitabhangige
Wechselwirkungsstudien, dass gerade die hohe Mobilitdt keine spezifische molekulare
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Erkennung ermdglicht, was bei einer chromatographischen Anwendung sehr breite Signale
erzeugt.

Mit nativem Kieselgel ergeben sich starke Wasserstoffbriickenbindungen und es kénnen sogar
innerhalb der NMR-Zeitskala (10® s) verschiedene Substratbindungszustande detektiert
werden. Jedoch liegt nur ein Typ von Rezeptorstellen, die Silanolgruppen an der Kieselgel-
oberfléche, vor, die zudem starke Wasserstoffbriicken ausbilden. Daher resultieren bel ver-
schiedenen Analyten oft geringe Unterschiede in der molekularen Erkennung, was sich
wiederum fur die Trennung mit chromatographischen Methoden negativ auswirkt.

Als Alternative bieten sich mit Aminopropylgruppen modifizierte Kieselgele an, da bei diesen
die Silanolgruppen zum grofiten Teil abgedeckt sind und durch die Spacer schwer zuganglich.
Die Untersuchung der Wechselwirkungen zeigt, dass bei Methylphenylsuccinimid schwache
Wechselwirkungen auftreten, bel Methylphenylhydantoin dagegen keine detektierbaren. und
Diese Differenzen sind fur die chromatographische Separation verantwortlich.

Durch die Bedeckung von Kieselgel mit Polymeren wird versucht, die Vorteille beider
Materialien wie Druck- und pH-Stabilitét zu vereinigen. Eine entsprechende Quervernetzung
der polymeren Schicht bildet fixierte Rezeptortaschen aus, die eine stabile und detaillierte
molekulare Erkennung ermdglichen, wie es sich durch die vorliegenden Langzeitexperimente
mit der HR-MAS-NMR-Spektroskopie an der Phase PAA-BzlO-Urethan-3 und Succinimid
herausgestellt hat.

Daneben ist es moglich, simultane Bedingungen zu schaffen, wie sie in chromatographischen
Trennsdulen vorliegen, und so weitere Einzelheiten im Erkennungsprozess durch die Zugabe

von Konkurrenzverbindungen, in diesem Fall Acetonitril, zu untersuchen.

Fur die préparative Racemattrennung hat sich die Kapillar-Elektrochromatographie als duflerst
geeignet herausgestellt. Von besonderer Beachtung ist dabel die Synthese chiraler stationarer
Phasen. Die Untersuchung der chiralen Erkennung mittels der HR-MAS-NM R-Spektroskopie
ermdglicht den direkten Einblick in den Wechselwirkungsmechanismus und tragt wesentlich
Zu dessen Verstandnis sowie der gezielten Syntheseoptimierung bel.

Das trNOESY -NMR-Experiment ermoglicht dabei, Erkennungsprozesse stationdrer Phasen
auf unkomplizierte und elegante Weise zu Uberprifen.

Die Resultate zeigen, dass die Enantiomere DNB-(R)- und DNB-(S)-Leucin beide mit der
chiralen Phase tBUCQN-Thiokromasil wechselwirken. Die Integration der 2D trNOESY -
Spektren zeigt jedoch Unterschiede in der chiralen Diskriminierung in Methanol und auch
Acetonitril/Wasser, wobei beim S-Enantiomer eindeutig stéarkere Wechselwirkungen
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vorliegen. Der Vergleich mit dem Thiokromasil-Grundmaterial zeigt auch, da hier das R- und
S-Enantiomer gleich starke Wechselwirkungen aufweisen, dass die chirale Erkennung klar
durch den tBuCQN-Selektor zustande kommt.

ROESY -Experimente in LOsung setzten die Tendenz der stdrkeren Wechselwirkung des S
Enantiomers durch wenige, jedoch eindeutige Kreuzsignale, welche zudem die anndhernd
doppelte Intensitéat aufweisen, fort.

Die vorliegenden Untersuchungen haben einen wesentlichen Beitrag fur die Verwendung der
NM R-Spektroskopie zur Beobachtung der molekularen Erkennung geliefert. Vor allem die
HR-MAS-NMR-Spektroskopie ist zu einem unverzichtbaren Medium geworden, wenn es
darum geht, Wechselwirkung an stationéren Phasen unter chromatographischen Bedingungen

durchzufthren.
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7.1 Chemikalien

Succinimid (Firma Fluka, Neu-Ulm )

Methylphenylsuccinimid (Firma Aldrich, Steinheim)

M ethylphenylhydantoin (Firma Aldrich, Steinheim)

Diphenylhydantoin (Firma Aldrich, Steinheim)

KH,PO, (Firma Merck, Darmstadt)

CDCl3, DO, CD3OD ACN-ds (Firma Merck, Darmstadit)

Die Substanzen N-Methylephedrin, Ephedrin, DIAC, HDAS wurden im Rahmen einer
Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. U. Holzgrabe, Institut fir Pharmazeutische
und Lebensmittelchemie der Universitdt Wirzburg, zur Verfigung gestellt

Die Verbindungen DNB-(R/S)-Leucin, tBuCQN, Thiokromasil, tBuCQN-Thiokromasil
wurden im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. W. Lindner, Institut
far Analytische Chemie der Universitét Wien, fur die Untersuchung der chiralen Erkennung
zur Verflgung gestel It

Die Polymere PVBzIOAc und PAA-BzIO-Urethan wurden im Zuge einer Kooperation mit
der Firma Gottschall Instruction GmbH, Ludiwigshafen, zur Verfligung gestellt.

7.2 NMR-Gerate

Alle HR-NMR-Experimente wurden an enem Bruker AMX600 Spektrometer
(Magnetfeldstarke 13.1 Tesla) bei Sendefrequenzen von 600.13 MHz (*H) und 150.9 MHz
(**C) aufgenommen.

Die 'H-HR-MAS-NMR-Spektroskopie wurde an einem Bruker ARX400 Spektrometer
(Magnetfeldstiarke 9.4 Tesla) bei Sendefrequenzen von 400.13 MHz (*H) und 100.6 MHz
(**C) durchgefiihrt.
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Die ®Si-CP/IMAS- und *C-CP/MAS-NMR-Spektren wurden an einem Bruker ASX300
Spektrometer (Magnetfeldstarke 7.05 Tesla) bei Sendefrequenzen von 59.9 MHz (*°Si), 74.43
MHz (**C) und 300.13 MHz (*H) aufgenommen.

Die Geréte wurden tber eine O2-Workstation (Silicon Graphics) mit XWINNMR-Software
(Bruker Daltonik, Bremen) gesteuert. Die Datenauswertung wurden sowohl an einer INDY -
Workstation (Silicon Graphics) mit XWINNMR-Software als auch am PC mit 1D und 2D
WINNM R-Software (Bruker Daltonik, Bremen) durchgefihrt.

Alle PFG-NMR-Spektren sind an einem Bruker AM360 Spektrometer (Magnetfeldstérke 8.5
Tesla) bei Sendefrequenzen von 360.13 MHz (*H) und 90.5 MHz (**C) aufgenommen
worden.

Die 'H FIDs wurden an einer INDY-Workstation mit FELIX 97.0 (Biosym) Software

prozessiert.

7.3 NMR-Spektroskopie

7.3.1 2D ROESY-NMR-Spektroskopie

Die 2D ROESY-Spektren wurden alle am Bruker AMX600 Spektrometer bei einer
Temperatur von 298 K aufgenommen

Bel HDAS-3-CD wurde das Losungsmittelsignal (Wasser) durch Vorséttigung unterdriickt.
Fur die Experimente wurde die roesyprtp Pulssequenz verwendet mit einer Mischzeit von 225
ms.

Die Untersuchungen mit permethyliertem [(3-CD und tBuCQN wurde mit der roesytp-
Pulssequenz und einer Mischzeit von 300 ms durchgefihrt.

7.3.2 Job-Plots

Losungen mit molaren Verhaltnissen von 5.5:0.5, 5:1, 4:2, 3.6:2.4, 3:3, 2.4:3.6, 2.4 und 1.5
(Enantiomer:Cyclodextrin) wurden in deuteriertem 100 mM Phosphatpuffer (KH2PO4 in D20,
pH 4.5) hergestellt. Die induzierten chemischen Verschiebungsanderungen von HDAS-3-CD-
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und den Ephedrin-Signalen wurden mit 1D-NMR-Spektren (AMX600) ermittelt und aus den
Daten Job-Plots erstellt.

7.33 'H-HR-MAS-NM R-Spektroskopie

Alle H-HR-MAS-NMR-Spektren wurden am Bruker ARX400 Spektrometer bei einer
Temperatur von 300 K mit einer Rotationsfrequenz von 4500 Hz aufgenommen.

Die 2D NOESY -Spektren wurden mit der noesytp oder noesyprtp Pulssequenz aufgenommen,
mit einer Mischzeit von 900 ms.

Die trNOESY -Spektren sind mit der trnoesytp oder trnoesyprtp Pulsequenz aufgenommen

worden mit einer Mischzeit von 100 ms.

7.3.4 PFG-NMR-Spektroskopie

Die Gradientenspulenkonstante (gradient coil constant) wurde durch Kalibrierung mit einer
10 mM B-Cyclodextrin-Lésung gemessen und zu 0.0534 T m™ A™ bestimmt. Alle Spektren
wurden bei einer Temperatur von 298 K aufgenommen.

Zur Aufnahme wurde die BPPLED-Pulssequenz verwendet mit einer Relaxationswartezeit
von 1.2 s und einer Diffuionswartezeit von 0.2 s, die Dauer der Gradientenpulse betragt 1.2
ms und die Wartezeit zwischen den Gradientenpulsen 1.1 ms, Wartezeit fir den Eddy-Strom
(eddy current delay) 15 ms.
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