Impuls-Fourier-Transform-!*C-NMR-Spektroskopie,

Grundlagen und Anwendungen ™

Von Eberhard Breitmaier, Giinther Jung und Wolfgang Voelter!’

Durch die Entwicklung der Impuls-Fourier-Transform-NM R-Spektroskopie hat sich die >C-
Resonanz als Methode zur Strukturaufklirung organischer Verbindungen mit natiirlichem
3C-Gehalt durchgesetzt. Breitband- und Off-Resonance-Protonen-Entkopplung sowie die
Kenntnis longitudinaler Relaxationszeiten erleichtern die Signalzuordnung. Die im Vergleich
zur konventionellen NMR-Spektroskopie infolge Vielkanalanregung empfindlichere und
schnellere Impuls-Fourier-Technik gestattet es, innerhalb kurzer Zeit *C-Messungen selbst
an verdiinnten Proben hochmolekularer Verbindungen ohne vorherige '3C-Anreicherung

durchzufiihren.

1. Einfiihrung

Die chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstan-
ten der Protonen erlauben bei vielen organischen Verbin-
dungen so eindeutige Aussagen zur Struktur, dal3 die Pro-
tonenresonanz sich zu einer der bedeutendsten instrumen-
talanalytischen Routinemethoden des organischen Che-
mikers entwickelte. lhre Anwendbarkeit ist jedoch aus
zwei Griinden beschriankt: Zum einen stehen nicht die
Protonen, sondern das Kohlenstoffgeriist der Molekiile
im Interessenbrennpunkt der organischen Chemie. So
werden physikalische Eigenschaften und Reaktivitit or-
ganischer Verbindungen durch die mit quantenmechani-
schen Rechnungen anndherbaren Bindungszustinde der
Kohlenstoffatome gedeutet. Zum anderen enthalten zahl-
reiche organische Molekiile zu wenige magnetisch nicht
iquivalente Protonen, so dafl die 'H-NMR-Spektroskopie
zu wenige oder keine Aussagen liber das Kohlenstoff-
skelett solcher Verbindungen gestattet. Es liegt daher nahe
zu versuchen, das magnetische Isotop '*C mit dem Kern-
spin 4 als Sonde fiir die NMR-Spektroskopie organischer
Verbindungen zu verwenden.

2. Problematik der '3C-NMR-Spektroskopie

Das '3C-Isotop benétigt viel linger fiir die longitudinale
Relaxation als das Proton, was sich durch ein langsameres
Umklappen der Spinzustinde bei Radiofrequenzeinstrah-
lung AuBert. *3C kommt ferner nur zu 1.1%; in natiirlichem
Kohlenstoff vor, sodaB die Beobachtung der !*C-Resonanz
groBe Substanzproben erfordert. SchlieBlich ist die !3C-
Resonanz bei gleicher Magnetfeldstiarke aufgrund des ge-
ringen gyromagnetischen Verhiltnisses von **C wesent-
lich unempfindlicher (1.59%) im Vergleich zur 'H-Reso-
nanz (1009,).

Neben diesen grundsitzlichen Schwierigkeiten standen der
Routine-3C-NMR-Spektroskopie bisher auch instrumen-
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telle Hindernisse im Wege: Die herkommlichen hochauf-
16senden Kernresonanzspektrometer zeichnen die NMR-
Spektren unter kontinuierlicher Anderung der Frequenz
oder des Magnetfeldes iiber den Larmor-Frequenzbereich
des beobachteten Kernes auf. Dabei trigt in jedem Augen-
blick nur ein schmales Frequenzband zur Anregung der
Resonanzen bei. Infolgedessen ist das mit dieser als Fre-
quenz- oder Feldabtastung (,Sweep™) bekannten Auf-
nahmetechnik erzielte Signal/Rauschen-Verhiltnis (S/N),
das als Empfindlichkeitsmal} dient, gering. Die Empfind-
lichkeit 146t sich durch Spektrenakkumulation mit Mittel-
wertrechnern unter Herausmittelung des Rauschens nach
dem CAT-Verfahren (Computer Averaged Transitions)
verbessern, da S/N mit der Anzahl der Durchlidufe n wéchst:

SN ~ 1/a

Aber selbst wenn man den damit verbundenen hohen Zeit-
aufwand in Kauf nimmt, ist doch die Langzeitstabilitit
herkommlicher NMR-Geriite meist zu gering, um durch
lange Aufnahmezeiten von einer geséttigten, aber infolge
geringer Loslichkeit dennoch diinnen Losung einer orga-
nischen Verbindung ein auswertbares '*C-NMR-Spek-
trum zu erhalten.

Diese prinzipiell und instrumentell bedingten Schwierig-
keiten fiihrten zur Entwicklung der neuen, als Impuls- oder
Puls-Fourier-Transform(PFT)-NMR-Spektroskopie  be-
zeichneten Aufnahmetechnik!* =3} Thre Basis ist der ,,Free
Induction Decay* der Blochschen Kernresonanztheorie!®: 3!
Die PFT-NMR-Spektroskopie 1d8t sich fiir jeden magne-
tischen Kern als MeBsonde anwenden und erméglicht der
13C-Resonanz organischer Verbindungen mit natiirlichem
13C-Gehalt den Sprung zur Routinemethode.

3. Grundlagen

3.1. Blochsche Kernresonanztheorie

Zur Beobachtung der Kernresonanz bringt man eine
Probe in ein statisches Magnetfeld H, und strahlt senk-
recht zu H, ein Radiofrequenzfeld H, ein. Ist die Frequenz
des H,-Feldes gleich der Larmor-Frequenz v, des als
Mefsonde verwendeten Kerns, so wird im Empfinger des
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NMR-Spektrometers ein Absorptionssignal registriert. Die
Blochsche Theorie!*-> deutet die Wirkungsweise der Fel-
der H, und H,. Diese Theorie beschreibt nicht das Ver-
halten eines Kerns, sondern das der makroskopischen
Magnetisierung M einer Kernansammlung unter dem Ein-
fluB von H, und H,.
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Abb. 1. a) Einstellung der Kernspins im H,-Feld und daraus resultie-
rende Magnetisierung M. b) Die Rotation des Koordinatensystems
mit der Larmor-Frequenz v, um die z-Richtung vereinfacht a) zu b).
¢) Wirkung des H -Feldes senkrecht zu H, auf M. (F,-Felder 180° zu
H, haben dementsprechend eine vollige Umbesetzung der Spinniveaus
zur Folge.)

Unter ausschlieflichem EinfluB des H,-Feldes prazedieren
die Rotationsachsen der Kerne mit einem Winkel o um die
Richtung des H,-Feldes (Abb. 1 a). Fiir einen Kern mit dem
Spin I=1 gibt es dann eine energiearme, stark besetzte
Orientierung in Hy-Feldrichtung und eine energiereiche,
schwach besetzte Orientierung in H,-Feldgegenrichtung
(Abb. 1a; man beachte die Anzahl der Vektoren). Die
hieraus resultierende makroskopische Magnetisierung M
liegt daher parallel zum H,-Feld (Abb. 1a in z-Richtung)
und verursacht eine geringe, meBbare Kernsuszeptibilitit.

Denkt man sich das x,y,z-Koordinatensystem mit der
Larmor-Frequenz v, um die z-Achse rotierend, so verein-
facht sich Abbildung 1a zu Abbildung 1b, wobei M in der
z-Achse mit v, rotiert. Das senkrecht zu HO eingestrahlte
Radiofrequenzfeld ﬁl mit der Larmor-Frequenz v, iibt
eine Kraft auf den Vektor der makroskopischen Magneti-
sierung M aus. Der Vektor M weicht dieser Kraft aus, indem
er um die Rlchtung von H, prizediert. Nun sind H, und
M in Phase, und M hat zwei Komponenten: M.<M in
z-Richtung und Mxy<M in der xy-Ebene (Abb. 1¢).
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Die Abnahme der Magnetisierung in z-Richtung (longi-
tudinale Magnetisierung) ist eine Folge der Resonanz:
Schwingt H, mit der Larmor-Frequenz v, , so klappen eini-
ge Kerne entsprechend ihrer longitudinalen Relaxations-
zeit T, ihren Spin mehr oder weniger rasch um. Dabei
absorbieren sie Energie aus F,. Die Besetzung beider
Orientierungen gleicht sich nahezu aus. Infolgedessen
sinkt die Magnetisierung M auf M, ab.

3.2. Free Induction Decay

Nach dem Resonanzdurchgang klingt die transversale
Magnetisierung Mxy unter Verlust der Phasenkohirenz
mit dem H,-Feld exponentiell mit der transversalen Re-
laxationszeit T, ab. Dieser Vorgang wird als , free induction
decay” (Abfall der freien Induktion, abgekiirzt FID) be-
zeichnet. Da die transversale Magnetisierung Mxy aus
Komponenten resultiert, die den verschiedenen Larmor-
Frequenzen eines Kerns in einem Molekiil entsprechen,
steckt im FID die gesamte Information eines NMR-
Spektrums.

Free induction decays werden bei hoher Auflosung und
schnellem Durchfahren vieler Resonanzen (z.B. des 'H-
Tetramethylsilan-Signals) als Nachschwingungen (,,wig-
gles“) sichtbar, sofern keine Feldinhomogenititen fiir diese
Erscheinung verantwortlich sind. Unmittelbar nach Pas-
sieren der Resonanzbedingung

sind Phase und Frequenz von H, und Mxy noch fast gleich.
Die Interferenz zwischen H, und M,y ist daher eine Schwe-
bung, welche synchron zum FID exponentiell mit T, ab-
klingt.

Zeitlich unabhingig vom FID, ndmlich exponentiell mit
der longitudinalen Relaxationszeit T,, steigt die longi-
tudinale Magnetisierung nach dem Resonanzdurchgang
durch Zuriickschwenken des Vektors M in ﬁO-Richtung
auf ihren urspriinglichen Wert an.

3.3. Impuls-Interferogramme

Die Schwebungsinterferenzsignale des FID konnen auch

durch kurzzeitige (einige Mikrosekunden), rechtwmkhg
zu H, eingestrahlte Radiofrequenzimpulse AH, ausgeldst
werden.

Bei der Impuls-NMR-Spektroskopie trifft ein solcher Im-
puls auf eine Molekiilprobe mit n magnetisch nicht dqui-
valenten Kernen, also n Larmor-Frequenzen v, . Dann
registriert der Empfinger des Spektrometers nicht eine
einfache Schwebungsinterferenz, sondern die Uberlage-
rung der Interferenzen aller angeregten Larmor-Frequen-
zen. Ist das Frequenzspektrum des eingestrahlten Impul-
ses hinreichend groB, so werden alle n Larmor-Frequen-
zen der Molekiilprobe angeregt. Das so entstandene Im-
puls-Interferogramm gibt die abklingende transversale
Magnetisierung M,, als Funktion der Zeit (Abb. 3a). Es
enthidlt nach Abschnitt 3.2 die gesamte Information eines
nach dem Feld- oder Frequenzsweep (Abschnitt 2) erhal-
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tenen NMR-Spektrums. Der Zeitaufwand zur Aufnahme
des Interferogramms liegt in der GroBenordnung longi-
tudinaler Relaxationszeiten T,'%}, also im Bereich von Se-
kundenbruchteilen (*H) oder Sekunden (*3C).

4. PFT-NMR-Spektroskopie

4.1. Prinzip und Vorteile

Ein Impuls-Interferogramm ist eine komplexe Wellen-
funktion, die aus den Uberlagerungen aller vom Impuls
angeregten Larmor-Frequenzen resultiert. Wie jede kom-
plexe Wellenfunktion kann ein Interferogramm daher un-
ter bestimmten mathematischen Voraussetzungen durch
Fourier-Transformation in ein Spektrum der Larmor-
Frequenzen, also in das NMR-Spektrum selbst, iiberfiihrt
werden!®).

Nun gleicht ein Radiofrequenzimpuls der Ausstrahlung
eines Vielkanalsenders, dessen Frequenzspektrum mit
voller Leistung momentan alle Larmor-Frequenzen einer
Probe gleichzeitig anregt. Mit zunehmender Anzahl simul-
tan anregender Kanile steigt aber die Empfindlichkeit ei-
nes NMR-Spektrometers'®’. Die mit einem Spezialrechner
mit fest verdrahteter Multiplikation und Division (,,dedi-
cated computer”) sekundenschnell durchfiihrbare Fourier-
Transformation des Impuls-Interferogramms liefert daher
ein NMR-Spektrum, dessen S/N-Verhiltnis bedeutend
grofer ist als das eines konventionellen NMR-Spektrums
derselben Probe. Innerhalb weniger Sekunden 146t sich so
ein auswertbares NMR-Spektrum aufzeichnen. Abbildung
2 zeigt eindrucksvoll das aus einem einzigen Impuls
zugingliche protonenentkoppelte !*C-NMR-Spektrumrei-
nen Chinolins (/) mit dem natiirlichen !3C-Gehalt von
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Abb. 2. 22.63-MHz-PFT-'3C-NMR-Spektrum von Chinolin (/),
Transformation eines Impulses von 15ps, Aufnahmezeit 1.6s (Zu-

ordnung nach Pugmire et al. [7]). Die Zahlen an den Signalen beziehen
sich auf die Nummern der C-Atome. §-Werte bezogen auf TMS=0.

Hohe Zeitersparnis und die Verbesserung des S/N-Ver-
hiltnisses um mehr als eine Zehnerpotenz sind demnach
die Vorteile der PFT-Methode im Vergleich zur konven-
tionellen NMR-Spektroskopie.
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Die Empfindlichkeit 148t sich noch weiter erh6hen, wenn
die Impuls-Interferogramme vor der Fourier-Transforma-
tion mit Mittelwertrechnern akkumuliert werden. Erfor-
dert die Aufnahme eines Interferogramms zum Beispiel
0.5 s, was dem Intervall zwischen zwei Impulsen entspricht,
so konnen innerhalb der Aufnahmezeit konventioneller
NMR-Spektren (500s) 1000 Interferogramme akkumu-
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Abb. 3. a) 22.63-MHz-Impuls-Interferogramm von Progesteron (2),
'H-breitbandentkoppelt, 1.5M in Chloroform. Akkumulation von
1024 Impulsen, Impulsbreite 30 ps, Impulsintervall 0.4 s, 4096 Daten-
punkte. b) Fourier-Transformation des Impuls-Interferogramms von
Progesteron; von oben nach unten: Dispersionsspektrum; Absorp-
tionsspektrum; Magnitudespektrum. Die Zahlen an den Signalen be-
ziehen sich auf die Nummern der C-Atome. 8-Werte bezogen auf
TMS =0. Aufnahmen Fa. Bruker Physik AG, Karlsruhe-Forchheim.

liert werden. Nach Abschnitt 1 entspricht dies einer weite-
ren ErhShung des S/N-Verhiltnisses um den Faktor
101/1_0. Abbildung 3 zeigt als Beispiel das akkumulierte
13C-Interferogramm des Progesterons (2) in 1.5M Ldsung
mit den dazugehérigen, nach drei Programmen erhaltenen
Fourier-Transformationen.

4.2. Zur Technik der PFT-'*C-NMR-Spektroskopie
4.2.1. Verkiirzung des Impulsintervalls bei 1*C

Die Fourier-Transformation eines Interferogramms wird
dem NMR-Spektrum derselben Probe um so dhnlicher, je
mehr Zeit fiir die Aufnahme des Interferogramms aufge-
wendet wird. Bei der Akkumulation von Interferogram-
men sollte daher das Impulsintervall, der Zeitabstand zwi-
schen zwei Impulsen, moglichst groB, keinesfalls aber we-
sentlich kleiner als die longitudinale Relaxationszeit T,
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sein. Der Vektor M (Abb. 1) rotiert ja erst T, Sekunden
nach Impulseinstrahlung wieder in I:IO-Richtung.

Da T, fiir !3C groB (bis zu 1 Minute) ist, wiirde die Akku-
mulation von '*C-Interferogrammen groBe Impulsinter-
valle und damit lange Aufnahmezeiten erfordern. Diese
Schwierigkeit 1483t sich durch Anwendung der Spin-Echo-
Methode!®-®! beheben. Dabei dreht ein 90°-Impuls den

Vektor M zunichst wieder gegen die xy-Ebene (vgl. Abb.

1b und 1¢). Der Empfanger registriert dann wie iiblich ein
Interferogramm, das im Falle von '*C wegen T, «T, ra-
scher abklingt als M in H,-Richtung zuriickschwenkt. Die
Einstrahlung zweier weiterer Impulse von 180 und 90° un-
mittelbar nach dem ersten 90°-Impuls beschleunigt das
Zuriickschwenken : Der 180°-Impuls zwingt die Vektoren
der transversalen Magnetisierung Mxy unter Fokussierung
in die negative xy-Ebene (Spin-Echo), der darauf folgende
90°-Impuls kippt den fokussierten Vektor wieder in H,-
Richtung. Die Impulsfolge 90°-180°-90° 148t sich inner-
halb von Sekundenbruchteilen (z.B. 0.4 s) wiederholen,
was den Zeitbedarf zur Interferogramm-Akkumulation
erheblich reduziert. Diese fiir !*C anwendbare Metho-
de st als ,Driven-Equilibrium-Fourier-Transform*-
(DEFT)-NMR-Spektroskopie!®! bekannt.

4.2.2. Absorptions-, Dispersions- und Magnitudespektren

Der die Fourier-Transformation durchfiihrende Rechner
zerlegt das Interferogramm je nach seiner Speicherkapa-
zitdt in einige Tausend Datenpunkte. Zu deren Abtastung
und Fourier-Transformation bendétigt er 10 bis 20 Sekun-
den. Je nach Rechenverfahren ergibt die Transformation
ein Absorptionsspektrum (,,v-mode”, Abb. 3b, oben), ein
Dispersionsspektrum (,,u-mode®, Abb. 3b, Mitte) oder ein
Magnitudespektrum (,,}/u?+ v2-mode*, Abb. 3b, unten).
Abbildung 4 illustriert, wie sich aus Absorptions- und Di-
spersionsspektrum das Magnitudespektrum ergibt.
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Abb. 4. a) Absorptions-, b) Dispersions- und ¢) Magnitudespektren.
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Das Magnitudespektrum trigt den Absolutwert der trans-
versalen Magnetisierung Mxy ohne Beriicksichtigung der
Phase als Funktion der Frequenz auf. Im Vergleich zum
Absorptionsspektrum zeigt es folgende Vorteile:

Viele Signale erscheinen intensiver, obschon unter Schwanz-
bildung (Abb. 3b, unten, 4 c).

Dicht beieinander liegende Signale werden im Magnitude-
spektrum infolge des Dispersionsanteils besser getrennt
(Abb. 4a und 4c).

Diese Vorteile werden, wie Abbildung 4c¢ zeigt, durch eine
Verfilschung der chemischen Verschiebungen erkauft,
die bei PFT-'H-NMR-Spektren erheblich ist, bei PFT-
13C-NMR-Spektren jedoch meist innerhalb der Fehler-
grenze liegt. Nur im Falle schwacher Resonanzen in un-
mittelbarer Nihe starker Signale (z. B. des Losungsmittels)
macht sich diese Frequenzverzerrung im !3C-Magnitude-
spektrum bemerkbar®3!.

4.2.3. Locksubstanz und Standard

Zur Stabilisierung des Feld/Frequenz-Verhiltnisses be-
nutzt man in der PFT-'*C-NMR-Spektroskopie ein hete-
ronucleares Signal, meistens das !°F-Signal des Hexa-
fluorbenzols oder das *H-Signal des Deuteriumoxids.
Hexafluorbenzol 148t man in einer zentrierten Kapillaren
extern im Probenrohr mitrotieren. Deuteriumoxid kann
bei wasserloslichen !'3C-Proben als Losungsmittel und
interne heteronucleare Locksubstanz verwendet werden.

Der '3C-Resonanzbereich erstreckt sich iiber etwa 200 ppm.

Das sind bei 22.63 MHz etwa 4.5 kHz. Als Standard kon-

nen Schwefelkohlenstoff!'®’ oder Tetramethylsilan ver-

wendet werden. Das TMS-Signal liegt bei sehr hohem

(0 ppm), das CS,-Signal bei sehr tiefem Feld (je nach Lo-

sungsmittel —192 bis —193 ppm gegen TMS). Da die 13C-

Carbonylr sonanz in den Bereich des CS,-Signals fallt, in

der Nihe und oberhalb des intensiveren TMS-Signals je-
doch nur sehr wenige Signale liegen, wird neuerdings TMS

als Standard bevorzugt.

5. Zuordnungshilfen

5.1. Breitbandentkopplung und Kern-Overhauser-Effekt

Dageminale ' 3C-'H-Kopplungskonstantenmit 100-250Hz
sehr groB sind, erschweren héufig iiberlappende '3C-'H-
Multipletts eine Interpretation der ‘3C-NMR-Spektren.
Zur Spektrenvereinfachung und Erhéhung der Empfind-
lichkeit wird bei der PFT-'3C-NMR-Spektroskopie daher
oft die Technik der Protonen-Breitbandentkopplung ange-
wendet. Dabei wird die !3C-Probe, zusiitzlich zum (konti-
nuierlich oder) in Form von Impulsen eingestrahlten I:II-
Feld, kontinuierlich mit einer zweiten Radiofrequenz H,
bestrahlt. UmschlieBt das Frequenzband von H, den ge-
samten Bereich der Larmor-Frequenzen der Protonen, so
brechen alle '3C-'H-Multipletts zusammen. Fiir jedes
nicht dquivalente Kohlenstoffatom erscheint daher ein
Singulett. Durch diese Breitbandentkopplung wird das
S/N-Verhiltnis also durch den Zusammenbruch der Mul-
tipletts, zusdtzlich jedoch durch den Kern-Overhauser-
Effekt!!!! erhsht.
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Der Kern-Overhauser-Effekt beruht darauf, daB sich
durch Doppelresonanzanregung mit dem Feld H, die na-
tiirliche Besetzung der (*H-)Spinniveaus (Abb. 1b) dndert.
Haufig wird dabei der energiereichere Spinzustand starker
besetzt als der energiedrmere. Darauffolgende Relaxations-
vorginge (Wiedereinschwenken der M-Vektoren in H,-

f\p—
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"

Abb. 5. Kern-Overhauser-Effekt bei der 'H-Breitbandentkopplung
von !3C-angereicherter Ameisensiure [11], a) entkoppelt, b) gekoppelt.

Richtung) beeinflussen infolge Dipol-Dipol(=Sender-
Empfanger)-Wechselwirkung auch die Besetzung der Spin-
niveaus anderer Kerne. Koppeln die Spinniveaus wie z. B.
bei geminalen und vicinalen Kernen, so ist der Overhauser-
Effekt besonders intensiv. Er fithrt bei der *H-Breitband-
entkopplung von !*C-'H-Multipletts zu einer deutlichen
Erhohung der Signalintensitdten, wie Abbildung 5 am Bei-
spiel der *3C-Resonanz '3C-angereicherter Ameisensiure
zeigt!'?],

5.2. ,,Off-Resdnance“-Entkopplung

Zwar vereinfacht die 'H-Breitbandentkopplung ein !3C-
NMR-Spektrum unter Erhohung der Empfindlichkeit, je-
doch unterdriickt diese Technik wertvolle Hinweise zur
Signalzuordnung anhand der 3C-'H-Multipletts.

Die ,,Off-Resonance”-Teilentkopplung ist in solchen Fal-
len ein wichtiges Hilfsmittel bei der Zuordnung von *C-
Resonanzen. Die dabei gegeniiber der 'H-Breitbandent-
kopplung auftretenden EmpfindlichkeitseinbuBlen sind
gering (Abb. 6).

Bei diesem Doppelresonanzverfahren!! 14 liegt die Zweit-
frequenz H, nicht innerhalb, sondern einige Hundert Hz
auBerhalb des Larmor-Frequenzbereichs der Protonen
(,,off resonance®). Dabei brechen Vicinal- und Fernkopp-
lungen zusammen. Dadurch und durch den damit einher-
gehenden Kern-Overhauser-Effekt nimmt das S/N-Ver-
hiltnis !H-off-resonance-entkoppelter im Vergleich zu
dem !H-breitbandentkoppelter Spektren kaum ab.

Die geminalen '3C-'H-Kopplungskonstanten sinken je
nach Frequenzbereich des H,-Feldes auf 10-50 Hz, so
daB} ein Spektrum intensiver Multipletts erster Ord-
nung beobachtet wird: Quartetts fiir Methyl-, Tripletts
fiir Methylen-, Dubletts fiir Methin- und Singuletts fiir
quartidre C-Atome. Abbildung 6 zeigt am Beispiel von
1,3-Butandiol (3) und 2,2'-Bipyridyl (4), wie die Signalzu-
ordnung aus den geminalen !'*C-'H-Multipletts der Off-
Resonance-'3C-Spektren folgt.
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Abb. 6. '3C-Signalzunordnung durch Off-Resonance-Entkopplung a)
bei 1,3-Butandiol (3), 22.63 MHz; b) bei 2,2"-Bipyridyl (4), 25.2 MHz.
Die Zahlen an den Signalen beziehen sich auf die Nummern der C-
Atome. 8-Werte bezogen auf TMS =0. Aufnahme Fa. Varian Ass., Palo
Alto.

5.3. Longitudinale Relaxationszeiten

Wenn Relaxationsvorgiange durch intramolekulare C-H-
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen beherrscht werden, sollte
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die longitudinale Relaxationszeit T, von '3C (Spin-Gitter-
Relaxationszeit) charakteristisch von der Anzahl direkt an
Kohlenstoff gebundener Wasserstoffatome abhiingen!!3],
Die Kenntnis von T, ist daher eine weitere Hilfe zur Zu-
ordnung 'H-breitbandentkoppelter !*C-Resonanzen. In-
folgedessen gewinnt die Messung von T, anhand von Spin-
Echo-Fourier-Transform-(SEFT-)'3C-Experimenten  zu-
nehmende Bedeutung!- 16~ 18},

Bei solchen SEFT-Messungen kehrt ein 180°-Impuls zu-
néchst die Orientierung aller Kernspins (Abb. 1) um. Folgt
sofort ein 90°-Impuls, so registriert der Empfanger wie
iiblich ein FID-Interferogramm. Die anschlieBende Fou-
rier-Transformation liefert ein NMR-Spektrum, dessen
Signale als Folge des 180°-Impulses umgekehrt sind. Ist
das Intervall t zwischen 90°- und 180°-Impuls t=1/2T,,
so wird die Magnetisierung in der xy-Ebene null, und das
Signal im Spektrum verschwindet. Nimmt t weiter zu, so
kehren sich die Signale unter Intensitdtszunahme um. Die
longitudinalen Relaxationszeiten T, nicht dquivalenter
C-Atome lassen sich daher bestimmen, indem das Intervall
t zwischen 90°- und 180°-Impuls variiert und fiir jedes t das
PFT-!3C-NMR-Spektrum aufgezeichnet wird (Abb. 7).

Diese Reihenfolge bestitigt, da am Relaxationsvorgang
Protonen beteiligt sind!'3!.

GroBere longitudinale Relaxationszeiten T, sowie das
Fehlen von '3C-'H-Kopplungen und damit auch des
Kern-Overhauser-Effektes sind daher die Griinde, wes-
halb die **>C-Signale von quartiren und Carbonyl-C-Ato-
men in den !H-breitbandentkoppelten PFT-'3C-NMR-
Spektren die geringsten Intensitdten zeigen (siehe dazu
auch Abb. 8).

6. PFT-'*C-NMR-Spektroskopie
organischer Verbindungen

6.1. 13C-Chemische Verschiebungen
organischer Verbindungen

Die !'3C-Resonanzen der meisten organischen Verbin-
dungen erstrecken sich von 0 bis — 200 ppm gegen Tetra-
methylsilan als Standard (Tabelle 1). Dies ist das zwanzig-
fache des 'H-Resonanzbereiches. 1*C-NMR-Spektren zei-
gen daher Anderungen der chemischen Umgebung eines
C-Atoms nicht nur direkter, sondern auch deutlicher

EXE v [Hz] -——

;
5 3
N

(5)

/

CH,-CH,

Abb. 7. SEFT-Messung longitudinaler Relaxationszeiten am 2-Athylpyridin (5) [17]. Die Zahlen an den Signalen beziehen sich auf die Nummern der

C-Atome.

Impulsfolge und Intervall, Akkumulierung der Interfero-
gramme sowie Fourier-Transformation lassen sich durch
einen Rechner so steuern, da der angeschlossene Schrei-
ber die Spekiren beim Aufzeichnen versetzt. Dabei ergibt
sich die in Abbildung 7 fiir 2-Athylpyridin (5 gezeigte drei-
dimensionale Darstellung der Signale als Funktion von
Frequenz und Intervall. Auf einen Blick sieht man, dal3 T,
mit abnehmender Zahl direkt gebundener H-Atome zu-
nimmt :

T,(CH,) < T{CH,) < T,(S5C—H) < T,(>C—)
14.5, 20, 21-23, 68s
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an als '"H-NMR-Spektren. '3C-Resonanzen folgen hiufig
GesetzmiBigkeiten, welche denen der 'H-Verschiebun-
gen analog sind.

Die !3C-Verschiebungen von n-Alkanen liegen bei hoch-
stem Feld. Sie gehorchen der Grant-Paulschen Additivi-
titsbeziehung!®- 21

3ck)=B+3Y Ay
T

8c(k)=chemische Verschiebung des k-ten C-Atoms

B =chemische Verschiebung von Methan

A, =additiver Parameter der chemischen Verschiebung von C-Atom |
n,,=Zahl der C-Atome in Position 1, bezogen auf C-Atom k
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Mit zunehmender Anzahl geminal an ein C-Atom gebun-
dener H-Atome verschiebt sich das zugehorige 1*C-Signal
nach hoherem Feld:

Bquarir > Ouertiar > Osckundir > Oprimar (Absolutbetriige gegen TMS)

Elektronenanziehende Substituenten schieben die Signale
benachbarter C-Atome nach tieferem Feld; entsprechen-
des gilt fiir Heteroatome in Heterocyclen.

Tabelle 1. 13C-Chemische Verschiebungen in organischen Verbindungen.

vor[247261 Als Beispiel wird die Zuordnung der Signale
des PFT-'*C-NMR-Spektrums von Campher (6) (Abb. 8)
diskutiert. Durch Off-Resonance-Entkopplung kann zwi-
schen Methylkohlenstoff (C-8, C-9, C-10), Methylenkoh-
lenstoff (C-3, C-5, C-6), tertiarem Kohlenstoff (C-4) und
quartdrem Kohlenstoff (C-1, C-7) unterschieden werden.
Das Carbonyl-C-Atom (C-2) erscheint bei tiefstem Feld.
Somit sind die Signale von C-2 und C-4 eindeutig zuzu-
ordnen. Aus den B-Substitutionseffekten von C-2 (C=0)

ppmiCS,) =275 <175 <75 25 125 225 325 425 525 625 725 825 925 10251125 122.5 1325 1425 1525 1625 1725 1825 1925

>C:0 _ Ketone
>C=0 Aldehyde
>C=0  Sauren —
>C=0 _Ester,Amide
>C=5 _ Thioketone
>C=N~ Azomethine
~C=N  Nitrile
~C= N~ Heterparomaten —
>C=C< Alkene
>C=C< Aromaten
>C=C< Heteroaromaten
-C=C- Alkine
3C-C2 (C quartar)
SC-0< ———
SC-NL
SC-S.
3C-Hal
SCH-CZIC tertiar)
SCH-0.
SCH-NC
SCH-S.
>CH-Hal
[-CH,CZIC ar) Cyclopropan=
-CHz-0
-CH,-N<
-CHS <
-CH,-Hal
HyC-CZ{C primar)
HqC-0.,
HaC-NZ
HL-S< —
HyC -Hal
Resonanzen gebrauch- " I l | I
licher Lgsungsmittel (CH,, €0 €S, CF,CO0H CgHg CFCOOH CCl CHCl3 [14-Diaxan CHy0H DMSO  (CH,),CO

ppm (TMS] 220 210 200 -190 180 -170 -160 150 140 -130 -120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 O

Bei Cycloaliphaten liegt die !3C-Resonanz des gespannten
dreigliedrigen Ringes bei auffallend héherem Feld (—2.3
ppm) als die Resonanzen mittlerer Ringe (— 30 bis —24
ppm)?!L In Norcaradienen liegen die '*C-Signale der
dreigliedrigen Ringe jedoch bei tieferem Feld als in Cyclo-
propanen selbst[22],

Die '3C-Signale von Alkinen liegen hoher als die der Al-
kene und Aromaten, deren Verschiebungen sich im Gegen-
satz zu den 'H-Resonanzen iiberlappen. Bei cyclisch kon-
jugierten m-Systemen, z. B. in nichtbenzoiden Aromaten,
verschieben sich die !3C-Signale mit zunechmender n-Elek-
tronendichte pro C-Atom linear nach htherem Feld!?3!,

Die nur geringfiigig iiberlappenden Bereiche der Carbonyl-
resonanz gestatten eine Unterscheidung zwischen Ketonen,
Aldehyden, Carbonsduren und deren Derivaten:

Okeion > Oaldehya > BCarbonsiure > OEster und Amid
(Absolutbetridge gegen TMS)

7. PFT-'3C-NMR-Spektroskopie
einiger Naturstoffe

7.1. Terpene und Carotinoide

Uber Carotinoide, Terpene und besonders Norbornyl-

derivate liegen einige !3C-Resonanzuntersuchungen
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Abb. 8. 22.63-MHz-PFT-13C-NMR-Spektrum von Campher (6) in
CS,. 256 Impulse, Impulsbreite 40 ps, Impulsintervall 0.4 s. Die Zahlen
an den Signalen beziehen sich auf die Nummern der C-Atome. 3-Werte
bezogen auf TMS=0.
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und C-8 (CH,) ergibt sich die Signalfolge der Methylen-C-
Atome nach zunehmendem Feld geordnet: C-3, C-6, C-5.
Die eindeutige Identifizierung der Methylsignale (C-9 und
C-10) steht noch aus!?.,

7.2. Steroide

Durch Off-Resonance-Entkopplung, Derivatbildung wie
Acetylierung oder spezifische Deuterierung und Spektren-
vergleich gelang die Totalzuordnung einer groBeren An-
zahl von !3C-Steroidspektren!?”!,

Bisher sind jedoch noch keine Fourier-Transform-!3C-
NMR-Spektren dieser Naturstoffklasse beschrieben wor-
den®®. Abbildung 3 zeigt das mit dieser Technik aufge-
nommene Spektrum von Progesteron. Aus dem Off-Reso-
nance-'3C-Spektrum folgt die Signalzuordnung!®”! der
CH,-Gruppen (C-18, C-19, C-21) und quartiren C-Atome
(C-10, C-13): fiir erstere wird ein Quartett, flir letztere ein
Singulett beobachtet. Die bei hochstem Feld absorbieren-
den Methylen-C-Atome des Steroidskeletts sind C-11 und
C-15. Ein Teil der alicyclischen ‘3C-Atome wird durch
elektronische Effekte nicht beeinfluBt; von diesen erschei-
nen die Signale von C-9, C-14 und C-17 bei tiefstem Feld.
Ein Vergleich der Signallagen mehrerer Progesteronderi-
vate ergibt die Zuordnung der Resonanzen von C-1, C-6,
C-7, C-8, C-12 und C-16. Das C-2-Signal kann nach Deu-
terierung von C-2 durch Off-Resonance-Entkopplung
identifiziert werden. Die Resonanzen von C-4, C-5, C-3
und C-20 sind typisch fiir olefinische und Carbonyl-Koh-
lenstoffatome!2° 341,

7.3. Alkaloide

Die Aussagekraft von !H-breitbandentkoppelten !3C-
NMR-Spektren zeigt sich besonders deutlich bei der Un-
tersuchung von Alkaloiden. Allein mit der Theorie der
chemischen Verschiebung!!®3%:3%! ynd einem Minimum
an Modellsubstanzen gelang z.B. die Signalzuordnung
der 20 Kohlenstoffatome des Alkaloids Gelsemin!*”), Die
Anwesenheit polycyclischer, aliphatischer und aromati-
scher Ringe sowie von Heteroatomen fiihrt zu einer ausge-
prigten Differenzierung der '*C-Signale bei Alkaloiden.
Infolgedessen sind die Verschiebungsdifferenzen zwischen
den C-Atomen groB, was eine Zuordnung anhand off-
resonance-entkoppelter Spektren und der Theorie der
chemischen Verschiebung erleichtert. Wie am Beispiel der
Epimeren 10-Oxo-des-N-morphinan und 10-Oxo-des-N-
isomorphinan gezeigt wurde, lassen sich insbesondere
auch cis- und trans-Verkniipfungen von Ringen deutlich
charakterisieren!8},

7.4. Kohlenhydrate

Die ersten Verdffentlichungen iiber die **C-Resonanz von
Kohlenhydraten!3®~ 421 zeigen, daB diese Methode die
Protonenresonanz hervorragend erginzt. Erst zwei Arbei-
ten berichten liber PFT-'*C-Messungen an Glykosiden'?].

Fiir den Cyclohexan- und Pyranose-Ring gilt, daB die 13C-

Signale von Ring-C-Atomen mit axialen Substituenten
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meistens bei hoherem Feld erscheinen als entsprechende
mit dquatorialen®#*#31 Das Beispiel des Anomeren-
paares o- und B-Methyl-D-xylopyranosid (7) bzw. (8)

1 39
5
OCH,
al
3
! b ¢
0CHy
bl
-0 -0 -9 -80 -0 -80 50
& [ppm]
4 s O 4 s O
2 2
3 1 5 \ OCH;

(7) OCH; (8)

Abb. 9. 22.63-MHz-PFT-!3C-NMR-Spektrum von a) o~ und b) f-
Methyl-D-xylopyranosid (7) bzw. (8), 2M in Wasser, 256 Impulse,
Impulsbreite 30 ps, Impulsintervall 0.4s. Die Zahlen an den Signalen
beziehen sich auf die Nummern der C-Atome. 3-Werte bezogen auf
TMS=0.

(Abb. 9) zeigt einige fiir alle Pyranoside geltende Gesetz-
miBigkeiten*3),

Die Signale der anomeren Kohlenstoffatome C-1 werden
bei tiefstem Feld beobachtet. Im Methyl-a-D-xylopyranosid

OMS0

24 16

-

1 1 L

-80 -75 -70 -65 -45 -40
d [ppm] ——
l(lez,OH
24
H'](IZ-OH
H-C-OH (9)
4
H—(lI-OH
CH,0H
Abb. 10. 22.63-MHz-PFT-'*C-NMR-Spektrum von Ribit (9) in
Dimethylsulfoxid; 256 Impulse, Impulsbreite 40 ps, Impuisintervall

0.4 s. Die Zahlen an den Signalen beziehen sich auf die Nummern der
C-Atome. 8-Werte bezogen auf TMS = 0.

liegt das C-1-Signal infolge der axialen Methoxygruppe
um 4.5 ppm bei hoherem Feld als das C-1-Signal des B-
Anomeren mit dquatorialer Methoxygruppe. Ebenso er-

Angew. Chem. | 83. Jahrg. 1971 [ Nr. 17/18



scheint das bei hochstem Feld liegende Signal der axialen
a-Methoxygruppe um 1.9 ppm héher als das der dquato-
rialen B-Methoxygruppe. Da keine OR-Gruppe mit C-5
verkniipft ist, hat dieses Atom die hochste Abschirmung
aller Pyranose-Kohlenstoffatome (Abb. 9). Bei Konfigu-
rationswechsel der Methoxygruppe an C-1 von dquatorial
nach axial verschieben sich die Signale von C-2, C-3 und
C-5 nach hoherem Feld. Das Signal von C-4 wird dagegen
kaum beeinflufit.

Die Zuordnung der '3C-Signale offenkettiger Polyalko-
hole gelingt mit folgenden Regeln*¢1:

1. Die !'*C-Signale der CH,- oder CH,-Gruppen!®! von
Desoxypolyolen liegen erwartungsgemif3 bei hdchstem
Feld.

2. Eine Hydroxygruppe iibt einen groflen induktiven Effekt
auf das mit ihr verkniipfte C-Atom aus (Tieffeldverschie-
bung)!“31.

3. Bei vicinalen Polyolen liegen die !3*C-Resonanzen se-
kundirer alkoholischer Reste bei tieferem Feld als die pri-
miirer[4),

4. Aus Symmetriegriinden verursachen dquivalente Koh-
lenstoffatome identische Signale, die an ihrer stirkeren
Intensitit zu erkennen sind#%),

Abbildung 10 illustriert die Regeln 3 und 4 am PFT-13C-
NMR-Spektrum des optisch inaktiven Ribits (9): Aus
Symmetriegriinden geben C-1 und C-5 zusammen ein
Signal bei hochstem, C-2 und C-4 ein weiteres bei tieferem
Feld. Bei tiefstem Feld erscheint mit halber Intensitit das
C-3-Signal. Pentite und Hexite geringerer Symmetrie wie
Arabit oder Sorbit zeigen fiinf bzw. sechs Resonanz-
signale#®),

7.5. Nucleoside und Nucleotide

Die !3C-Resonanzspektren von Purinnucleosiden und
-nucleotiden weisen zwei Signalgruppen auf, wie das
PFT-!3C-NMR-Spektrum des Adenosin-5'-monophos-
phats (Muskel-Adenylsdure) (J0) zeigt. Im Bereich von
— 64 bis — 94 ppm liegen die Resonanzen der Ribofuranose
und von —95 bis —165 ppm (vgl. Abb. 11) die des Hetero-
cyclus*’739 Nach Untersuchungen an Kohlenhydra-
ten[3°~ 421 und Nucleosiden!*” ~ 5% erscheint das !*C-Reso-
nanzsignal der Hydroxymethylgruppe (C-5') bei hdchstem,
das des anomeren Kohlenstoffatoms (C-1') bei tiefstem
Feld innerhalb der Pentose-!'*C-Resonanzen. Von allen
Kohlenhydratsignalen dndert sich das von C-1" bei Varia-
tion des Heterocyclus am stirksten. Durch Phosphor-
Kohlenstoff-Kopplung erscheint das Signal von C-4' als
Dublett und ist somit leicht zu identifizieren. Ein Vergleich
von Ribonucleotiden mit Desoxyribonucleotiden erlaubt
die Zuordnung der C-2'- und C-3'-Signale.

Die Signale von C-2 und C-8 des Adenylrestes kénnen
durch Off-Resonance-Protonenentkopplung und Ver-
gleich mit den Spektren anderer Purinnucleoside zugeord-
net werden, Weitere Vergleiche mit den Spektren von
Purin- und Pyrimidinnucleosiden gestatten die Identifi-
zierung der restlichen drei quartiren C-Atome. Vom He-
terocyclus erscheint das C-5-Signal bei hochstem, das C-6-
Signal bei tiefstem Feld.
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Selbst unter Anwendung des CAT-Verfahrens ist es bisher
nicht gelungen, die helicale Struktur bei Polynucleotiden
durch *3C-Resonanz nachzuweisen. Ebenso schlugen bis-
her die Versuche fehl, Wechselwirkungen zwischen ver-

1 1 N — i
-160 ~140 -120 -100 -80 -60
0 [ppm] ——=
e
NN
X
N~ N
0
1] s (10)
HO-P-O-HyC o .
OH o !
I
HO OH

Abb. 11. 22.63-MHz-PFT-!3C-NMR-Spektrum von Adenosin-5-
monophosphat (10) in Dimethylsulfoxid; 1024 Impulse, Impulsbreite
5 s, Impulsintervall 0.4 s. Die Zahlen an den Signalen bezichen sich
auf die Nummern der C-Atome. 8-Werte bezogen auf TMS =0,

schiedenen Nucleotiden durch Verschiebungen der !3C-
Resonanz zu ermitteln 7).

Abbildung 12 zeigt den Zusammenhang“# zwischen **C-
chemischer Verschiebung und n-Elektronendichte!®*! bei
Purinnucleosiden. Nur die Resonanzen der 1*C-H-Atome

&
g)(_)
=
£
-S (=2}
§s
el
" 170/A€ //I 1 1 1
0.8 0.9 1.0 11 1.2
o -Elektronendichte ——
Nst OH
N N
0y Y
2§ 4 *\
NTTN HNTSNTN
(11) R (12) R
OH OH
NN N7 NN
K LD R
1‘\1 HO NN
(13) R (14) R

Abb. 12. Zusammenhang zwischen !3C-chemischer Verschiebung und
n-Elekironendichte bei den Purinnucleosiden Adenosin (11) (@),
Guanosin (12) (A); Inosin {13) (x) und Xanthosin (14) (O). Die
Zahlen beziehen sich auf die Nummern der C-Atome. R =Ribosyl.
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gehorchen der Spiesecke-Schneider-Beziehung!?* (160
ppm/n-Elektron). Die quartdren C-Atome gehorchen einer
anderen GesetzmiBigkeit (gestrichelte Linie).

7.6. Aminosiuren und Oligopeptide

Die ersten '*C-Resonanzen einiger Aminosiduren wurden
indirekt aus INDOR-Spektren!®2l spiiter aus den 'H-
breitbandentkoppelten, akkumulierten 15-MHz-'*C-
NMR-Spektren von !3C-angereicherten (15%) Amino-
siduren erhalten”®®, Die Gewinnung isotopenangereicher-
ter Aminosiuren ist mit groBem finanziellem und zeit-
lichem Aufwand verbunden und kommt nur fiir spezielle
Anwendungen in Frage, z.B. zum spezifischen Einbau
markierter Aminosiuren in ein Peptid oder zur Unter-
suchung von Enzym-Substrat-Wechselwirkungen mit *3C-
angereicherten Substraten. Die Vorteile der PFT-Technik
wurden an den '3C-Spektren freier Aminosduren, Peptide
und deren Derivatel>*~ 3! sowie von Proteinen (siche 7.7)
mit natiirlichem '*C-Gehalt gezeigt.

Zur Aufnahme der Spektren gut 15slicher Aminosduren
geniigt meist die Akkumulation von 500 Impulsen (3.5
min)!°%. Ein einwandfreies PFT-!'3C-Spektrum (22.63
MHz) einer 0.2M wilrigen Losung des Tripeptides
Glutathion 146t sich innerhalb von weniger als 30 min
durch Akkumulation von 4000 Durchgingen zu je 0.4s
unter 'H-Entkopplung mit anschlieBender Fourier-Trans-
formation erhalten®*!, Die Aufnahme gut interpretier-
barer Spektren von Peptidantibiotika wie Gramicidin und
kleineren Peptidhormonen wie Oxytocin und Vasopressin
erfordert Aufnahmezeiten von ca. 3 Stunden bei 0.05-0.1 M

Losungen® 7k

50 ppm

A834.13

Abb. 13, 22.63-MHz-!*C-NMR-Spektrum von Carboxymyoglobin,
8-107° min 0.1 M Phosphatpuffer, 240000 Impulse, Impulsbreite 60 ps,
Impulsintervall 0.4 s, 2048 Datenpunkte. Aufnahme Fa. Bruker Physik
AG, Karlsruhe-Forchheim.

13C-NMR-Verschiebungen von Aminosiuren und Pepti-
den erstrecken sich iiber einen Bereich von — 15 bis — 180
ppm gegen TMS (siche Abb. 13). Sie zeigen bei tiefstem
Feld (— 160 bis —180 ppm) die '3*C-Resonanzen der Car-
bonylgruppen (Carboxy-, Siureamid-, Hydrazid-, Ester-
und Oxycarbonylgruppe geschiitzter Derivate sowie Pep-
tidbindung). In den Bereich von —120 bis — 145 ppm fal-
len die Signale aromatischer und heteroaromatischer Sub-
stituenten an C-o. (Phenyl, Indolyl, Imidazolyl). Die **C-
o-Signale erscheinen zwischen —50 und — 65 ppm und

charakterisieren jede Aminoséure. Bei hoherem Feld (—15 -

bis —40 ppm) liegen die Resonanzen von C-p und C-v ali-
phatischer Seitenketten (Ubersicht siche 1*)). Die Signal-
zuordnung bei den einzelnen Aminosduren gelingt am ein-
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fachsten durch Spektrenvergleich homologer Reihen oder
durch Vergleich mit den nach den Additivitdts-Regeln von
Grant et al.l'®: 381 geschiitzten Werten, die gut mit den be-
obachteten ppm-Werten iibereinstimmen!®2l. In Zweifels-
fillen kann die Zuordnung der Resonanzen anhand off-
resonance-'H-entkoppelter Spektren oder durch Wechsel
des Losungsmittels oder Anderung des pH-Wertes eindeu-
tig erfolgen. Die Signale der Seitenketten von Aminosdu-
ren hédngen jedoch auch bei geschiitzten Derivaten und
Peptiden nur geringfiigig vom LGsungsmittel ab (2—-3 ppm);
allerdings liegen bis jetzt nur wenige vergleichende Mes-
sungen in Wasser, DMSOU® und Methanol**! vor.

Die Messung der pH-Abhingigkeit der '*C-Spektren eini-
ger einfacher Aminosduren und Peptide lieferte die pK-
Werte der NHJ - und COOH-Gruppen in ausgezeichneter
Ubereinstimmung mit anderen Methoden!®2l. Mit zu-
nehmendem pH-Wert (Abdissoziation der Protonen von
COOH und NHY) verschieben sich die **C-Resonanzen
etwas nach tieferem Feld (2-4 ppm) infolge des Ladungs-
dichtewechsels an C-a. Die Ladungsdichteverteilung 148t
sich nach Del Re et al.t*®! halbempirisch fiir Aminoséuren
ermitteln®?. Die anomale Tieffeldverschiebung (Hoch-
feldverschiebung) der **C-Signale bei der Deprotonierung
(Protonierung) wird auch bei Aminen, Carbonsiduren und
Phosphorsiuresystemen beobachtet. Sie steht im Gegen-
satz zur Verschiebung der 'H-Signale nach héherem Feld
bei Erhohung des pH-Wertes. Dies kann nicht auf induk-
tive Effekte oder auf einen Hybridisierungswechsel zuriick-
gefiihrt werden, da kein Wechsel der Kopplungskonstan-
ten beobachtet wird. Die gegenldufige Verschiebung der
13C. und 'H-Signale kann in erster Niherung als Folge
einer Polarisation der C—H-Bindungen durch die Ammo-
nium- oder Carboxylatgruppe gedeutet werden, wobei die
Elektronendichte am Kohlenstoff ab- und am Wasserstoff
zunimmt®2,

Die Messung der pH-Abhingigkeit der **C-Spektren mul-
tifunktioneller Aminosduren und Peptide mit der PFT-
Technik gestattet eine neuartige Bestimmung dieser Ver-
bindungen®”. Da sich die !3C-a-Signale von Cystein
und Cystin um 13 ppm voneinander unterscheiden!®*],
148t sich die pH-Abhédngigkeit der Redoxgleichgewichte
dieser Aminosduren und von Peptiden wie Glutathion
untersuchen, was z. B. mit polarographischen und ande-
ren Methoden auBerordentlich schwierig ist[®!1,

7.7. Polypeptide und Proteine

Die Interpretation der 'H-NMR-Spektren von Polypep-
tiden und Proteinen bereitet trotz Entwicklung hochauf-
lésender, supraleitender Magnete und des CAT-Verfah-
rens erhebliche Schwierigkeiten'®?~ %81, Mehr Information
kann aus '"H-NMR-Spektren durch Verwendung partiell
deuterierter Enzyme!®®! oder durch Anwendung selektiver
Kontaktverschiebungs-Reagentien!”® erhalten werden,
was allerdings oft mit einem teilweisen Verlust an Auflo-
sung erkauft wird.

Dagegen lassen sich die Singuletts aller Kohlenstoffatome
in den !H-rauschentkoppelten PFT-13C-Spektren selbst
bei Decapeptiden noch erfassen und zuordnen. Wegen der
gegeniiber 'H-NMR-Signalen von Makromolekiilen um
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ca. '/ ¢ geringeren Linienbreite der '3C-Signale**! und
der groBeren chemischen Verschiebungen ist dabei die
Wahrscheinlichkeit der Uberlappung mehrerer Signale
aufler im Carbonylbereich duBerst gering. Vorlidufige Un-
tersuchungen zur Sequenzabhingigkeit der *3C-Signale
zeigen, daB eine eindeutige Sequenzanalyse hochstens bis
zu Tri- und Tetrapeptiden méglich ist!32- 367,

Bereits durch einfache Akkumulation unter Breitbandent-
kopplung gelang die Aufnahme der '*C-Spekiren des
Decapeptid-Antibiotikums Gramicidin S-AP®! und der
Kohlenhydrat-Hydrolase Lysozym (Mol.-Gew. 14300, 129
Aminosiuren, 87 Std. Akkumulation)!”!), Durch die PFT-
NMR-Technik lassen sich bedeutend aussagekriftigere
13C-Spektren von gréBeren Peptidhormonen wie Insu-
1in""?), von Enzymen wie Ribonuclease!”*! und von Prote-
inen (Carboxymyoglobin, Abb. 13) innerhalb kiirzerer
Akkumulationszeiten (10-20 Std. bei 0.02M Losungen)
erhalten. Langere Akkumulationszeiten sind weniger durch
die Langzeitstabilitdt des Magneten als vielmehr durch die
Kapazitit des Computers begrenzt. Sie ermoglichen kaum
eine wesentliche Verbesserung bei den '*C-Spektren kom-
plexer Biopolymerer.

Das PFT-!*C-NMR-Spektrum von Carboxymyoglobin
(153 Aminosduren, Abb. 13) zeigt bei tiefstem Feld den
typischen Absorptionsbereich der Peptid- und Seitenket-
ten-Carbonylgruppen. Daran anschlieBend folgen die Re-
sonanzen der Seitenketten aromatischer Aminosiduren,
vor allem die der zwdlf Histidine und sechs Phenylalanine.
Bei noch hoherem Feld erscheinen nacheinander die C-o-
Signale, dann die C-B-, C-y- und Methylresonanzen der
Seitenketten aliphatischer Aminosiuren. Die Signalinten-
sitdt im Bereich der Absorption der Guanidinium-Kohlen-
stoffatome (bei —155 ppm) ist bei Myoglobin (4 Arginine)
natiirlich geringer als z. B. bei Lysozym!’!! (11 Arginine).
Die Interpretation solcher '*C-Spektren von Biopolyme-
ren vereinfacht sich durch Vergleich mit einem computer-
simulierten Spektrum, wie man bereits am Lysozym zeigen
konnte!”*, Wie ein Vergleich der abgeschitzten Signalin-
tensititen der verschiedenen Resonanzbereiche mit dem
integrierten PFT-'*C-NMR-Spektrum der Ribonuclease
zeigt, stimmen diese gut mit den experimentell ermittelten
Werten iiberein'"3.

Die unterschiedlichen 'H-Resonanzen links- und rechts-
handiger Helices werden der magnetischen Anisotropie
der Carbonylgruppen zugeschrieben. Im Vergleich dazu
sollten bei der **C-NMR-Spektroskopie elektrische Feld-
effekte auf die '*C-Verschiebungen einen gréferen Ein-
fluf haben und iiber den magnetischen Anisotropie-Effekt
der Carbonylgruppen dominieren. Somit sollten zwischen
Random-coil-Konformationen von Polypeptiden und
links- sowie rechtshindigen Helices groBere !'*C-Signal-
verschiebungen auftreten. Ebenso sollten sich direkte ste-
rische Wechselwirkungen in Proteinen spezieller Konfor-
mationen in ausgeprigten, sterisch induzierten Verschie-
bungen duBern!*2.

Die wenigen vorliegenden !*C-NMR-Untersuchungen auf
dem Peptidgebiet lassen bereits jetzt den SchluBl zu, daB
die PFT-!3C-NMR-Spektroskopie eine Fiille wichtiger
biochemischer Fragen beantworten wird, die das Kohlen-
stoffskelett dieser Biopolymeren betreffen.
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8. 13C-NMR-Kontaktverschiebungen
und Asymmetrieeffekte

Neben den neuerdings aktuellen Anwendungen von Kon-
taktverschiebungs-Reagentien in der 'H-NMR-Spektro-
skopie wird auch bereits die Kontaktverschiebung 'H-ent-
koppelter '*C-NMR-Signale in Gegenwart paramagneti-
scher Metallkomplexe untersucht4~77],

13C-K ontaktverschiebungs-Studien an n-Elektronensyste-
men7%7%77 und o-Elektronensystemen!’®! zeigen, daB
analog zu den 'H-Resonanzen auch die '*C-Resonanzen
von der Konzentration des zugesetzten Verschiebungs-
reagens abhingig sind. Bei Nickelpentandionat-Piperidin-
und -N-Alkylpiperidin-Komplexen wurden die ‘3C-Ver-
schiebungen (bis zu 6 ppm) zur Untersuchung der Konfi-
guration und der Art der Elektronenspindichteverteilung
durch das o-Elektronensystem herangezogen®’*!. AuBer-
dem beeinfluBt die Kontaktwechselwirkung auch die !3C-
Relaxation. Deshalb werden paramagnetische Metall-
Ionen benutzt, um Intensititsinderungen von '*C-Signalen
aufgrund von Kern-Overhauser-Effekten wihrend der
'H-Breitbandentkopplung zu verhindern!* '\

Molekiilasymmetrieeffekte auf !3C-NMR-Verschiebun-
gen wurden bereits an Isopropylalkyl-alkoholen und Iso-
propylalkanen beobachtet!’®., Die durch die Nihe eines
Asymmetriezentrums bedingte Nichtiquivalenz (5, —85)
der Methylgruppen A und B der Isopropylgruppe nimmt
mit Alkyl=Methyl, Athyl, Isoproyl, tert.-Butyl von 0.1
bis 7.2 ppm zu. Dies wird durch die steigende Population
einer bevorzugten Konformation mit CH,, (8, > &, gegen
CS,) zwischen Wasserstoff und der Hydroxygruppe an
einer Hydroxymethylgruppe erkldrt'’®l. Diese Asymme-
trieverschiebung ist fiir *3C wesentlich groBer als fiir 'H.
Die Nichtidquivalenz der Methylgruppen im Isopropylrest
in der Nihe eines asymmetrischen C-Atoms labt sich be-
sonders deutlich in den PFT-'3C-NMR-Spektren von
Valin und Leucin sowie deren Derivaten beobachten!>6!.
Die PFT-'>C-NMR- kann die ‘H-NMR-Spektroskopie
insbesondere bei der Strukturaufklarung und Bestimmung
der enantiomeren Reinheit von Diastereomeren erginzen.

9. Isotopeneffekte und Aufklirung
von Biosynthesewegen

Zur Aufklirung von Strukturen und Reaktionsabliufen
filhrt man haufig Isotope, z. B. 2H oder '3C, an bestimmten
Positionen eines Molekiils ein. Zur analytischen Verfol-
gung solcher Versuche bietet sich die PFT-!*C-NMR-
Spektroskopie an: Zum einen ist die Isotopenverschiebung
von '?C-Signalen sehr groB3 — so liegt das '*C-Triplett des
Hexadeuteriobenzols um 13 ppm bei hoherem Feld als das
Benzolsingulett im !H-entkoppelten '*C-NMR-Spektrum
—, zum andern konnen in deuterierten Verbindungen die
Deuteriumpositionen durch Vergleich der *H-entkoppel-
ten mit den simultan 'H- und *H-entkoppelten PFT-!3C-
NMR-Spektren erkannt werden. Abbildung 14 illustriert
dies fiir ¢is-3,3,4,7,8,8-Hexadeuterio-tricyclo[ 5.1.0.0* *]oc-
tan (15)7°. Ist das '3C-NMR-Spektrum nur 'H-ent-
koppelt, so zeigen sich die mit H verkniipften C-Atome
wegen des fehlenden Overhauser-Effektes als schwache
Multipletts.
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Die PFT-'’C-NMR-Spektroskopie erlaubt auch die
schrittweise Verfolgung jedes C-Atoms eines Naturstoffes
bei seiner Biosynthese. Durch Verwendung '*C-angerei-
cherter Ausgangsstoffe (*3CO,, '*C-Acetat) oder **C-mar-
kierter Metaboliten in den Kulturmedien lassen sich spezi-
fisch markierte Metaboliten bzw. Endstufen gewinnen, die

al

™3

bl

F

WA PP

-10 -5 0
d [ppm] ——
Dy LD,
D D (15

Abb. 14. 22.63-MHz-PFT-!3C-NMR-Spektrum von cis-3,3,4,7,8,8-
Hexadeuterio-tricyclo[5.1.0.0*Joctan (15), 20-proz. in Hexafluor-
benzol/TMS, 4000 Impulse, Impulsbreite 40 ps, Impulsintervall 0.4s.
a) 'H-breitbandentkoppelt, b) 'H- und 2H-breitbandentkoppelt,
C-'H (%), C-2H (+). 8-Werte bezogen auf TMS = 0.

mit der '*C-NMR-Spektroskopie analysiert werden kon-
nen. Die !3*C-markierten Positionen erkennt man an der
hohen Intensitdt der zugehorigen Signale. In einem Dop-
pelexperiment wurde die Aflatoxin-Vorstufe Sterigmato-
cystin aus Kulturen von Aspergillus versicolor isoliert, die
zum einen mit Natrium-[1-!2C]-acetat, zum andern mit
Natrium-[2-!3C]-acetat als Kohlenstoffquellen geziichtet
worden waren. Die Interpretation der 'H-entkoppelten
akkumulierten 25.15-MHz-'3C-NMR-Spektren der bei-
den markierten Metaboliten erlaubte eine eindeutige Be-
stimmung der Herkunft jedes Kohlenstoffatoms in Ste-
rigmatocystin. Damit war eine kiirzlich veroffentlichte
Hypothese zur Biogenese des Sterigmatocystins bewiesen
worden!8%,

Trotz der fiir Biosynthesestudien immer noch erheblichen
Substanzmengen, die fir PFT-'3*C-NMR-Messungen er-
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forderlich sind, lassen sich die bisher iiblichen aufwendigen
Radioisotopenverfahren in vielen Fillen durch diese neue
NMR-Technik ersetzen.

10. PFT-'3C-NMR-Messungen
in nichtfliissigen Phasen

10.1. Nematische Phasen

In fliissiger Phase ist das NMR-Spektrum einer gelosten
Verbindung isotrop: Aquivalente Kerne verursachen ein
einziges Signal. Nematische Phasen (fliissige Kristalle) be-
schranken die Bewegung geloster Molekiile : Im Magnet-
feld orientieren sich die gelosten Molekiile in bestimmten
Richtungen, welche von der Molekiilgeometrie abhingen.
Das NMR-Spektrum wird daher anisotrop; dquivalente
Kerne verursachen Multipletts als Folge solcher Orientie-
rungen. Das '"H-NMR-Spektrum des 1,3,5-Trichlorben-
zols besteht in fliissiger Phase aus einem Singulett, in nema-
tischer Phase (4,4"-Di-n-hexyloxyazobenzol (17 bei 80°C)
aus einem Triplett!®!-82],

TkHz

Cl

H13C6-O©N=N—©-O-C6H13
c1 c1

(16) (17)

Abb. 15 PFT-!3C-NMR-Spektrum von 1,3,5-Trichlorbenzol (I6),
13-proz. in nematischer Phase 4 (Fa. Merck) bei 297°K; 85000 Im-
pulse, Impulsbreite 40 ps, Impulsintervall 0.4 s,

Wegen der geringen Empfindlichkeit der !'3C-Resonanz
war die Aufnahme von !*C-NMR-Spektren in nemati-
schen Phasen bisher erschwert, denn die Aggregate fliissi-
ger Kristalle brechen schon bei mittleren Konzentrationen
geloster Verbindungen (ca. 20%) zusammen!®2). Abbil-
dung 15 zeigt am Beispiel des 1,3,5-Trichlorbenzols, daf}
die PFT-Technik eine Aufnahme von !3C-Spektren in
nematischen Phasen ermdglicht!”?’. Die beiden etwa
3kHz voneinander entfernten Tripletts entsprechen den
C—H-Atomen. Dazwischen iiberlappen die C—Cl-Signale
mit dem breiten Signal der nematischen Phase. Das Spek-
trum wird gegenwirtig analysiert!”®).

10.2. Feste Phasen

Untersuchungen an Polymeren mit der hochauflosenden
Kernresonanz waren bisher aus Loslichkeitsgriinden er-
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schwert. Wegen der geringen Linienbreite von '3C-Signa-
len**! sind '?C-Messungen selbst in hochviskosen und
festen Phasen mdglich. Dies konnte durch Aufnahme von
PFT-'3C-NMR-Spektren vieler Polymerer in festem Zu-
stand demonstriert werden!’®l. Abbildung 16 zeigt als

3
14
"
5
50 ppm
2 — '
2
3
AB3.T
3 5
O,
HyC, , H HyC H
/C=C\4 y N
iCH, CH,- -CHy  CHp- |
(18) (19)

Abb. 16. 'H-breitbandentkoppeltes 22.63-MHz-PFT-!3C-NMR-Spek-
trum von Naturkautschuk mit 5% Isoprenoxid, 1009, fest, ext. D,O
als Locksubstanz, 8000 Impulse, Impulsbreite 40 ps, Impulsintervall
0.2 5. Die Zuordnung der Isopren-Einheiten (18) ist in das Gesamt-
spektrum eingetragen, die der Isoprenoxid-Einheiten (19) in das ver-
groBerte Teilspektrum.

Beispiel das ‘H-breitbandentkoppelte PFT-'*C-NMR-
Spektrum von Naturkautschuk, der 5% Isoprenoxid ent-
hilt. Alle Arten der in diesem Makromolekiil vorliegenden
C-Atome konnen leicht erkannt werden.

Wir danken den Herren Toni Keller, Dr. Christian Tinzer,
Dr. Roger Price und Dr. Victor Formacek (Fa. Bruker Phy-
sik AG, Karlsruhe-Forchheim) fiir viele Anregungen sowie
fiir die Aufnahme zahlreicher PFT-*3C-NMR-Spektren.
Herrn Dr. Roger Price danken wir herzlich fiir die Durch-
sicht des Manuskriptes.
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Systeme aus monomolekularen Schichten — Zusammenbau

und physikalisch-chemisches Verhalten

Von Hans Kuhn und Dietmar Mobius!’

Systeme aus monomolekularen Schichten kénnen Funktionseinheiten bilden, welche Eigenschaften
entfalten, die den Einzelschichten fehlen. So findet z. B. bei UV-Bestrahlung ein Energietibergang
von einer Sensibilisator-(S-)Schicht auf eine Acceptor-( A-)Schicht statt, der sich durch Fluores-
zenz von A zu erkennen gibt. S und A konnen Cyaninfarbstoffe sein. Monomolekulare Schichten

lassen sich vielfiltig manipulieren und zu neuartigen Systemen zusammensetzen; nach der Ener-
gieiibertragungsmethode kann gepriift werden, ob der gewiinschte Aufbau tatsichlich vorliegt.

Die Schichtaufbautechnik eignet sich auch zur Untersuchung der Desaktivierung angeregter
Molekiile; ein interessantes Beispiel ist die spektrale Sensibilisierung des photographischen

Prozesses.

1. Aufbau organisierter Systeme von Molekiilen
mit Monoschichten als Bauelementen

Durch Zusammenfligen von Molekiilen in vorgeplanter
Anordnung sollten sich Funktionseinheiten in molekularen
Dimensionen aufbauen lassen. Solche Systeme, die beson-
dere, durch die Anordnung bedingte Eigenschaften haben,
sind als Modelle fiir biologische Strukturen oder als Werk-
zeuge mit molekulardimensionierten Bauelementen inter-
essant. Thre Herstellung erfordert es, fiir den Bereich zwi-
schenmolekularer Bindungen Methoden zu entwickeln,
wie sie dem Chemiker fiir das planmiiBige Verkniipfen von
Hauptvalenzen zur Verfiigung stehen.

Man kann an mehrere Wege denken, diesem weitgesteckten
Ziel zuzustreben. Eine Moglichkeit besteht darin (Abb. 1),
eine monomolekulare Schicht von Molekiilen A auf einen
Triger zu bringen, diese Schicht mit einer monomolekula-

[*] Prof. Dr. H. Kuhn und Dr. D. Mébius

Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie
34 Gottingen-Nikolausberg
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ren Schicht der Molekiile B zu iiberdecken und auf diese
Schicht wiederum monomolekulare Schichten der Mole-
kiile C, D usw. zu bringen. So miif3ten sich einfache, orga-
nisierte Systeme von Molekiilen ergeben, die in der Rich-
tung senkrecht zur Schicht eine geplante Ordnung im
molekularen Bereich haben.

ABCD
ABCD

Wi

bb. 1. Zusammenbau von monomolekularen Filmen der Molekiile
, B, C,D.

A
A,

Monomolekulare Fettsdurefilme konnen durch Spreiten
auf einer Wasseroberfliche hergestellt werden!!l. Dazu
bringt man eine Losung der Fettsdure auf die Wasserober-
fliche. Das Losungsmitiel verdampft, und die auf der
Wasseroberfliche zuriickgebliebenen Fettsduremolekiile
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