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NMR-Spektroskopie medien: Polymergele, deren rdumliche Struktur beinahe

Gestreckte Gelatine als chirales Orientierungs-
medium zur Unterscheidung von Enantiomeren
durch NMR-Spektroskopie**

Kyryl Kobzar, Horst Kessler und Burkhard Luy*

Die Bestimmung von Enantiomereniiberschiissen ist eine
alltdgliche Aufgabe in der modernen organischen Chemie.
Daher ist die Entwicklung zweckméifiger Messmethoden
aufBerst wiinschenswert. Klassische NMR-Techniken zur Un-
terscheidung von Enantiomeren beruhen auf chiralen Zusét-
zen wie chiralen Derivatisierungsreagentien, Lanthanoid-
komplexen als chemischen Verschiebungsreagentien oder
chiralen Losungsmitteln.!"? Diese Methoden fiihren jedoch
nur bei funktionalisierten chiralen Molekiilen zum Erfolg, die
mit den Zusétzen detektierbare diastereomere Verbindungen
oder Addukte bilden. Hingegen unterscheiden chirale Ori-
entierungsmedien zwischen den Enantiomeren aufgrund von
Ordnungseffekten in der chiralen Phase.®Y So konnen
sowohl Enantiomere von Verbindungen ohne polare Grup-
pen, wie gesittigten Kohlenwasserstoffen,” als auch prochi-
rale Strukturelemente in symmetrischen Molekiilen™” mit-
hilfe von NMR-Spektroskopie differenziert werden.

Bisher wurde lediglich iiber Tensiddoppelschichten,%
verschiedene chirale fliissigkristalline Medien"'"*! und achi-
rale Fliissigkristalle mit chiralen Zusitzen!' als chirale
Orientierungsmedien berichtet. Diese Medien sind nicht
einfach zu handhaben, operieren nur in bestimmten Tempe-
raturbereichen, und die induzierte Orientierung héngt von
der Stdarke des statischen Magnetfelds ab. Mit kovalent
vernetzten, gestreckten Gelen!"™ konnen jedoch relativ
einfach Proben angesetzt werden, die eine magnetfeldunab-
hingige Orientierung zeigen.

Das Ziel der hier vorgestellten Studien war die partielle
Orientierung in einem gestreckten chiralen Gel. Zunéchst
wurde fiir Gelatine — in Form von Gummibirchen — nachge-
wiesen, dass eine Orientierung mit dieser Art Polymer
prinzipiell moglich ist. In weiteren Experimenten konnten
wir schlieBlich zeigen, dass gestreckte Gelatine als chirales
Orientierungsmedium nicht nur die Messung von Strukturin-
formationen via dipolare Restkopplungen ermoglicht,*?!
sondern auch die Unterscheidung von Enantiomeren und
die Bestimmung des Enantiomereniiberschusses. Gelatine
reprasentiert hierbei eine neue Gruppe von Orientierungs-
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ausschlieBlich durch Wasserstoffbriicken stabilisiert wird.
Gummibdrchen wurden in entionisiertem Wasser auf
etwa ihre doppelte GroBe gequollen (Abbildung1) und

Abbildung 1. Verschiedene Stadien der Priparation von gestreckten
Gelatineproben: A) Gummibirchen, B) Gummibérchen, in Wasser
gequollen, C) 10 Gew.-% Gelatine in H,O, in eine Pipettenspitze gegos-
sen, D) Gel nach der Trockung in der Pipettenspitze, E) dquilibrierte
Gelatineprobe mit einer D,0O-Deuteriumaufspaltung von 117 Hz (Abbil-
dung 2B). Links: Zentimeterskala.

anschliefend in eine grob zylindrische Form geschnitten.
Die auf einer Glaskapillare aufgespieSten Zylinder wurden
getrocknet und zusammen mit D,0O in ein NMR-Rohrchen
gegeben. Nach zwei Tagen konnten wir eine klar erkennbare
quadrupolare Aufspaltung von ca. 20 Hz messen (Abbil-
dung 2 A).

Nach diesem Beweis fiir partielle Orientierung mit Gela-
tine wurden weitere Proben mit Haushaltsgelatine herge-
stellt. HeiBe Gelatinelosung (ca. 10 Gew.-% in H,0) wurde in
Pipettenspitzen mit abgeschmolzenem Ende gegossen und im
Kiihlschrank acht Wochen getrocknet (Abbildung 1). Daraus
wurden Stdbchen mit ca. 1.9 mm Durchmesser erhalten, die
zum Quellen direkt mit D,O in ein NMR-Ro6hrchen gegeben
wurden (dhnlich der Prozedur zur Streckung von Polystyrol-
Gelen™). Nach einigen Tagen Quellen und einem Austausch
des iiberstehenden Losungsmittels, um Verunreinigungen zu
entfernen, zeigte das Gel eine quadrupolare Aufspaltung fiir
D,0O von 117 Hz bei 25°C (Abbildung 2B). Auf die NMR-
Probe wurde schliefllich eine Mischung aus 30 mg L-Alanin
und 25 mg D-Alanin (9% ee) gegeben, die binnen weniger
Stunden messbar in das Gel hineindiffundierte. Obwohl die
rdumliche Struktur von Gelatine weitgehend lediglich durch
Wasserstoffbriicken stabilisiert ist, wurde trotz polarer Sub-
stanzen im Gel iiber zwei Monate keine Verdnderung der
quadrupolaren Aufspaltung fiir die Deuteriumkerne des
Losungsmittels beobachtet. Ein speziell entwickeltes J-Expe-
riment (Abbildung 3) fiihrte schlieBlich zur Unterscheidung
der beiden Enantiomere.

Fir die Enantiomerenunterscheidung kann prinzipiell
jede orientierungsabhidngige NMR-GroBle verwendet
werden. Bisher wurde zumeist iiber 1D-3410.11.13.14.16.24-50]
und 2D-*H-Spektren™>*= yon nicht isotopenangereicher-
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Abbildung 2. NMR-Spektren von Proben mit gestreckter Gelatine:
A) *H-Spektrum eines in D,O gequollenen, gestreckten Gummibir-
chens. B) ?H-Spektrum einer Gelatineprobe (siehe Text fiir Details).
C) "H,"*C-BIRD**-J-Spektrum einer in die Gelatineprobe diffundierten
L-Ala/p-Ala-Mischung (1.2:1): Die beiden Enantiomere kénnen deutlich
unterschieden werden. Das Spektrum wurde mit der in Abbildung 3
gezeigten Pulssequenz mit 2048 t,-Inkrementen aufgenommen und in
beiden Dimensionen phasenempfindlich prozessiert.
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Abbildung 3. 'H,"*C-BIRD**.J-Experiment fiir die phasenempfindliche
und hochauflésende Detektion von (Dcy =+ 'Jcp)-Kopplungen. 90°- und
180°-Pulse sind durch schwarze bzw. weifle Rechtecke gekennzeichnet.
Wenn nicht anders markiert, haben die Pulse x-Phase. Phasenzyklen:
=NV Yy =V =P =N Y B =X X X =X By =X =X e =X, X, X,
—X, =X, X, —x, x. Delays: A=1/("Jcy+Dcy), T und 7’ sind Delays zur An-
wendung der Gradienten (1.2 ms). Das Verhiltnis der Gradientenstar-
ken betragt G1:G2:G3 =80:30:20.1. Das BIRD**-Element (grau unter-
legt) unterdriickt langreichweitige 'H,"*C-Kopplungen. Phasenempfind-
liche Aufnahme (States-TPPI) kann durch einen Zyklus auf ¢, erreicht
werden. Alternativ kann eine einfache t,-Inkrementierung mit der in
Lits. [22,23] beschriebenen Prozessierungsmethode durchgefiihrt
werden.
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ten Proben berichtet, die Unterschiede in den quadrupolaren
Restkopplungen im chiralen Orientierungsmedium nutzen.
Die geringe natiirliche H&ufigkeit und das relativ kleine
gyromagnetische Verhiltnis von Deuteriumkernen erfordert
jedoch lange Aufnahmezeiten oder die Verwendung von
deuteriumangereicherten Proben.

In jiingster Zeit wurde die J-Spektroskopie an 'H-P! und
BC-KernenP! als alternative Technik vorgestellt, mit der
Enantiomere durch unterschiedliche dipolare Restkopplun-
gen (residual dipolar couplings, RDCs) unterschieden werden
konnen. Die untere Grenze der Orientierung in bekannten
fliissigkristallinen Medien fiihrt aber zu betrédchtlichen RDCs,
die leicht in der GroBenordnung von 'J-Kopplungen liegen
konnen (siehe z.B. Lit. [35]), womit man auf einfache NMR-
Experimente mit bekannten Nachteilen beschriankt ist: So
konnen etwa 'H-J-Spektren nicht phasenempfindlich aufge-
nommen werden, und Linienverbreiterungen durch 'H,'H-
RDCs fiihren in vielen Fillen zu nicht interpretierbaren
Spektren. Direkt detektierte *C-J-Spektren haben den Nach-
teil eines niedrigen Signal-Rausch-Verhiltnisses.

Gestreckte Gele mit beliebig einstellbarer schwacher
Orientierung ermoglichen jedoch den Einsatz von optimier-
ten heteronuclearen Pulssequenzbausteinen, da die Bedin-
gung D¢y < 'Joy leicht erfiillt werden kann. Wir setzten daher
eine invers angeregte und detektierte *C,'H-korrelierte Puls-
sequenz mit zusitzlichem BIRD%X-Element?! ein, um lang-
reichweitige skalare *C,'"H-Kopplungen und dipolare Kopp-
lungen zu unterdriicken (Abbildung 3). Das Experiment hat
eine akzeptable Empfindlichkeit. Die phasenempfindliche
Detektion und die reduzierte Multiplettstruktur verringern
die Linienbreite in der indirekten Dimension, sodass selbst
kleine Unterschiede in Dcy-Kopplungen gut separiert
werden.

Die Anwendung der Pulssequenz auf L-Alanin/>-Alanin
(1.2:1) in gestreckter Gelatine resultiert in zwei Multipletts
fiir die 3-CH;-Gruppen, bei denen die jeweils duBeren Linien
mit etwa 2.5 Hz Abstand gut aufgelost sind (Abbildung 2 C);
ein Kontrollexperiment mit L-Alanin in einem identischen
Gel zeigt lediglich ein Signal an der Position der stirkeren
Komponente des Enantiomerengemischs. Dies ist ein klarer
Beweis dafiir, dass der Unterschied der D y-RDCs der
Enantiomere in chiraler gestreckter Gelatine die beiden
Multiplettstrukturen verursacht. Das Spektrum des Enantio-
merengemischs ist so gut aufgelost, dass durch Integration der
einzelnen Multiplettkomponenten ein Enantiomereniiber-
schusses von 745 % bestimmt werden kann. Hierbei sollte
beachtet werden, dass die beobachtete Signalintensitit nicht
nur von der Konzentration der einzelnen Enantiomere ab-
hingt, sondern auch von der Effizienz des Kohédrenztransfers
und damit von den skalaren und dipolaren Kopplungen mit
der Funktion sin®(st['Jey+-Deu]A2) cos(n['Joy+Dcy]A). Im
gezeigten Fall (Abbildung 2C) betrégt dieser systematische
Fehler jedoch weniger als 0.3 % ee, sodass der Fehler bei der
Integration deutlich tiberwiegt.

Wir haben gezeigt, dass Gelatine als chirales Polymer
Molekiile in wéssriger Losung partiell orientieren kann.
Gelatine besteht bereits aus einem dreidimensionalen Netz-
werk von Polypeptidketten aus renaturiertem Kollagen,®”
sodass keine zusitzliche Vernetzung erforderlich ist wie in
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anderen Gelen.'"340 Interessanterweise scheint diese

dreidimensionale Struktur, die fast ausschlieBlich durch Was-
serstoffbriicken zusammengehalten wird, den Kréften der
Streckung standzuhalten. Die eingesetzte Gelatine ist jedoch
nur bis ca. 35°C stabil,’’l und ob geloste Molekiile diese
Stabilitdt beeintrdchtigen, muss im Einzelfall untersucht
werden. Bei neutralem pH und Raumtemperatur jedenfalls
blieb die hier vorgestellte Gelatineprobe iiber zwei Monate
unverdndert.

In chiralen Orientierungsmedien unterscheiden sich Enan-
tiomere im Allgemeinen in ihren Orientierungstensoren und
sind daher NMR-spektroskopisch verschieden.! Unseres
Wissens ist Gelatine das erste chirale Orientierungsmedium,
das die Enantiomerenunterscheidung mit den Vorteilen der
partiellen Orientierung durch mechanische Streckung ver-
bindet. Da mit einem solchen Medium beliebig kleine
Orientierungen eingestellt werden konnen, ist die Anwen-
dung von modernen Pulssequenzbausteinen mit erhohter
Empfindlichkeit oder reduzierten Linienbreiten moglich.
Durch die Kombination aus chiralen Gel-Orientierungsme-
dien, magnetfeldunabhingiger partieller Orientierung und
ebenfalls feldunabhéngiger J-Spektroskopie konnten derarti-
ge Experimente sogar an NMR-Spektrometern mit niedrigem
Magnetfeld gelingen, sofern die chemischen Verschiebungen
nicht aufgelost werden miissen.

Die gezeigte Methode zur Enantiomerenunterscheidung
ist nicht auf Gelatine als Polymer beschrinkt, sondern ist
wahrscheinlich auf andere chirale Polymergele oder achirale
Gele mit chiralen Zusitzen iibertragbar, die auch mit anderen
Losungsmitteln als Wasser kombiniert werden konnen.
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