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Enantioselektive Trennung von Hexobarbital
durch GC, SFC, LC und CEC an einer mit
Chirasil-Dex belegten Kapillarsiule **

Volker Schurig*, Martin Jung, Sabine Mayer,
Simona Negura, Markus Fluck und Hansjorg Jakubetz

Die vereinfachte Golay-Gleichung (a) beschreibt den chroma-
tographischen ProzeB in einer wandbelegten, offenen Saule!').

2
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Bei gegebenem Innendurchmesser ¢, sagt sie voraus, dali die opti-
male Effizienz (d. h. die minimale theoretische Trennstufenhdhe
H_,.) unabhingig von der Natur der mobilen Phase ist [Gl. (b)]

Hpo = 2)/BC = df,(8) 0

und daB die optimale Geschwindigkeit der mobilen Phase (u,,,)
bei einem definierten Retentionsfaktor k nur vom Diffusions-
koeffizienten D, abhingt [Gl. (c)}'* (Abb. 1). Deshalb sollte es

o = V—é = T ©
mdglich sein, kompetitive Substrate, z.B. Enantiomere, an einer
einzigen Siule mit unterschiedlichen chromatographischen Me-
thoden zu analysieren, indem ein Gas, eine {iberkritische Fliissig-
keit und eine Fliissigkeit mit variabler Polaritit, variablem pH-
Wert oder variabler Zusammensetzung als mobile Phasen
verwendet werden. Wir verifizieren diese Voraussage hier fiir die
Enantiomerentrennung an einer chiralen stationiren Phase.
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Abb. 1. Trennstufenhdhe # gegen lg der Geschwindigkeit « [ums™ '] der mobilen
Phasen nach Gleichung (a) fir eine Kapillarsiule mit einem Innendurchmesser (i.d.)
von 50pum. k=35 D, [um®s!]=10"7 (GC), 10* (SFC), 10°* (LC, CEC),

S parare = (1 + 6k +115%)/(96(1 + k)?) [zu beachten ist, daB sich H, ;. und Uyp 1N

der CEC wegen des nahezu flachen FluBprofils (punktierte Kurve) von den H,;,-
bzw. u,-Werten der anderen Chromatographien unterscheiden: f(k)q, = &2/

(16(1 + ©)3)].
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Wir haben bereits frither gezeigt, daB Chirasil-Dex (Sche-
ma 1) als eine immobilisierbare chirale stationiire Phase fiir die
Enantiomerentrennung in der Kapillar-GC und der SFC verwen-
det werden kann!*!, Dariiber hinaus fanden wir, daB sich Chirasil-
Dex sogar als kompatibel mit Puffern in der Kapillarelektro-
phorese erwies. So gelingt die Enantiomerentrennung an der
chiralen Oberfliche von Chirasil-Dex durch CEC!!,
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Schema 1. Struktur von Chirasil-Dex (permethyliertes f-Cyclodextrin, das che-
misch iber eine Octamcthylenbriicke an Dimethylpolysiloxan gebunden ist; n = 90}

(3.

Die Trennleistung von Chirasil-Dex-belegten Kapillarsiulen in
der SFC und CEC wurde routineméfig vor und nach den Mes-
sungen durch die Bestimmung der Retentionsfaktoren k von
Testsubstanzen nach Installation der Sdule in ein GC-Instru-
ment iiberpriifil* 3. Diese Untersuchungen veranlaften uns,
das Prinzip einer vereinheitlichten enantioselektiven Chromato-
graphie (,,unified enantioselective chromatography*) durch
Verwendung der gleichen mit Chirasil-Dex belegten Kapillar-
sdule in der GC, SFC, LC und CEC zu verallgemeinern.

Die Ausfithrbarkeit dieses Ansatzes wird mit Abbildung 2
gezeigt!®l, Racemisches Hexobarbital kann unabhéngig von der
Natur der mobilen Phase an der gleichen mit Chirasil-Dex be-
legten Quarzkapillarsiule mit allen vier gingigen chromatogra-
phischen Verfahren getrennt werden. Wegen der unterschiedli-
chen Diffusionskoeffizienten D, in Gasen und Flissigkeiten
(vgl. Legende zu Abb. 1) ist die optimale Geschwindigkeit der
mobilen Phase u,,, in der Kapillar-LC und der Kapillar-CEC
um vier GroBenordnungen geringer als in der GC (vgl. Abb. 1),
Allerdings hidngen H,_;, und u,, auch vom Retentionsfaktor &
ab [Gl. (b), (c)]. Wihrend k in der GC sehr und in der SFC
mittelgrof3 ist, waren die Werte (k < 1) in der CEC und der L.C,
vor allem fiir das zuerst eluierte Enantiomer, erfreulich klein
(vgl. Abstinde zu den jeweiligen Totzeiten in Abb. 2). Daher
sind die Analysenzeiten nicht zu lang, und die Elutionsbanden
sind insbesondere firr das zuerst eluierte Enantiomer schmal.
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Abb. 2. Trennung der Hexobarbitalenantiomere an einer 80 cm x 50 pm(i.d.)-
Quarzkapillarsdule, belegt mit Chirasil-Dex (Filmdicke ca, 0.15 um), durch GC,
SFC, LC und CEC. Bedingungen: GC: T =145°C, p =1.0bar (Hy); SFC: p =
0.25gmL™'CO,, T=60°C; LC: p =0.15bar, T = 20°C, Puffer (Borat/Phos-
phat; pH 7)/Acetonitril (90/10, v/v); CEC: U = 30 kV, Puffer (Borat/Phosphat;
pH 7)/Acetonitril (90/10, v/v), T = 20°C. Die Pfeile in den Chromatogrammen
markieren die jeweiligen Totzeiten.

Wie Abbildung 2 (links) zeigt, erweist sich die GC jedoch als
schnellste Methode in Ubereinstimmung mit Gleichung (c).

Nach unserer Kenntnis wurde die Kapillar-LC in einer offe-
nen Sdule hier erstmals zur Enantiomerentrennung eingesetzt.
Bedeutsam ist der Befund, daB sich ein CEC-Gerit mit Druck-
getriebenem Injektionssystem fiir die LC in offenen Kapillaren
eignet. Wichtige Vorteile im Vergleich zur HPLC mit gepackten
Sdulen sind geringe FlieBgeschwindigkeiten, die Kopplungs-
techniken erleichtern (LC-MS), eine hohe Siulenpermeabilitit,
die zu geringen Druckabfillen fiihrt, und eine geringe Warme-
kapazitit. Die Menge an chiraler stationdrer Phase und der
Lésungsmittelverbrauch sind in der offenen Kapillar-CEC und
-LC minimiert, Nach Gleichung (b) wird die Effizienz durch
kleinere Innendurchmesser d, weiter verbessert. Ein Nachteil
von engen Kapillarsdulen ist die begrenzte Probenkapazitit.
Kiinftig diirfte der laufende Innovationsschub bei Injektions-
und ,,On-column*-Detektionssystemen in CEC und LC diese
Probleme iiberwinden helfen. Ein wesentlicher Vorzug der Mi-
niaturisierung liegt in kurzen Analysenzeiten, die mit schmalen,
hohen, besser detektierbaren Peaks einhergehen.

Bisher wird fiir den hier anfgezeigten vereinheitlichten Ansatz
die gleiche mit Chirasil-Dex belegte Kapillarsdule in verschiede-
nen chromatographischen Arbeitsweisen eingesetzt. Weiterge-
hende Untersuchungen befassen sich zur Zeit mit der Verwen-
dung des gleichen apparativen Systems zur Durchfithrung von
GC, SFC, LC!" auch in der Enantiomeranalytik. Wie bereits
erwihnt, konnte mit Hilfe eines Druck-getriebenen Einspritzsy-
stems die enantioselektive Kapillar-LC und -CEC im glejchen
Geriit durchgefithrt werden. Der Verlust an Effizienz fir das
zuerst eluierte Enantiomer ist dabei beim Ubergang vom flachen
FluBprofil in der CEC zum parabolischen Profil in der LC klar
erkennbar (geringere CEC-Peakbreite in Abb. 2).

Auf Silicagel aufgebrachtes Chirasil-Dex kann auch fiir die
praparative Enantiomerentrennung von Hexobarbital durch
HPLC eingesetzt werden. Das Auffangen der ersten Fraktion,
die durch Vergleich mit einer authentischen Probe als (R)-(—)-
Hexobarbital identifiziert wurde!®, ermdglichte die Bestim-
mung der Elutionsreihenfolge der Enantiomere von Hexobarbi-
tal an Chirasil-Dex mit verschiedenen mobilen Phasen. Fir alle
finf Methoden, d.h. Kapillar-GC, -SFC, -LC, -CEC und
HPLC, ist die Konfiguration des zuerst eluierten Enantiomers
(R)-(—).
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Experimentelles

Chirasil-Dex wurde nach fritheren detaillierten Arbeitsvorschriften synthetisiert,
auf Quarzkapillaren aufgebracht und thermisch immeobilisiert [9]. Die Siulenlinge
betrug 1 m und der Innendurchmesser 50 pm. Fiir die UV-Detektion wurde durch
Abbrennen von etwa 3 mm der duBeren Polyimidbeschichtung ein optisches Fenster
im Abstand von 80 cm vom Injektor angebracht. Nuch den CEC- und LC-Messun-
gen wurde die Siule auf die Position des optischen Fensters bei 80 cm gekiirzt.

Es wurde ein Carlo-Erba-Gaschromatograph Fractovap (Fisons, Mainz,
Deutschland), der mit einem FI1D ausgeriistet war, verwendet. Das Trigergas war
Wasserstofl (99.999%) und das Splitverhaltnis 1:200. Die SFC wurde mit einem
Carlo-Erba-SFC-3000-System (Fisons, Mainz, Deutschland) wie frither beschrie-
ben!'" durchgefishrt. Die CEC und die LC wurden mit dem Kapillarelektrophore-
sg-System ,,PRINCE® (BischofT, Leonberg, Deutschland), das mit einem ,,On-co-
Jump“-UV-Detektor ausgeriiset war, durchgefiihrt. Die Probe wurde mit
Uberdruck (40 mbar, 5s) injiziert und bei 220 nm detektiert. Die belegte Siule
wurde mit Puffer {iber Nacht (30 kV) konditioniert und zwischen jeder chromato-
graphischen Messung mit Wasser und Methanol pewaschen.

Die Reihenfolge der Messungen war: CEC, LC, SFC, GC. Nach zwei Monaten
wurde die Sequenz in umgekehrter Reihenfolge wiederholt. Alle Trennungen konn-
ten reproduziert werden.
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Komplexe partiell flnorierter Makrocyclen mit
Metall-Fluor-o-Donorbindung und ihre Eignung
als Metall-Tonen-Indikatoren **

Herbert Plenio* und Raiph Diodone

Obwohl die Zahl der bekannten makrocyclischen Polyether
sehr hoch ist!'), sind nur wenige Kronenether beschrieben, die
Fluor enthalten'?!, und wenn, dann sind meist alle Wasserstoff-
atome durch Fluor ersetzt. Wegen der elektronenzichenden Wir-
kung der CF,-Einheiten sind die Sauerstoff- oder Stickstoffatome
in diesen perfluorierten Kronenethern nicht mehr Lewis-basisch
und kdnnen somit keine stabilen Metallkomplexe mehr bilden.
Das Ziel unserer Arbeiten ist daher die Synthese von Makrocy-
clen mit nur wenigen Fluoratomen in der cyclischen Struktur. Bei
der Komplexierung von Metall-Ionen soll Fluor die Rolle eines
Detektors itbernehmen und durch Verschiebung der **F-NMR-

[*] Dr. H. Plenio, Dipl.-Chem. R. Diodone
Institut fir Anorganische und Analytische Chemie der Universitat
AlbertstraBe 21, D-79104 Freiburg
Telaefax: Int. +761/203-5987
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Signale die Gegenwart eines Metall-Tons anzeigen!*. Die hohe
Empfindlichkeit, die grofe Signaldispersion und das Fehlen eines
natiirlichen Hintergrundes machen die ! *F-NMR-Spektroskopie
zu einer idealen Untersuchungstechnik ™!,

Kiirzlich haben wir iiber die Synthese eines partiell fluorierten
[2.2.2]Cryptanden berichtet™. Diese Verbindung komplexiert
zwar Metall-Tonen gut, aber die {*F-NMR-Signale verindern
ihre Lage bei der Komplexierung nur relativ wenig, da keine
direkten Metall-Fluor-Kontakte entstehen. Diese soliten wahr-
scheinlicher werden, wenn eine Kohlenstoff-Fluor-Bindung in das
Zentrum des Kronenetherringes gerichtet ist. Der relativ geringe
sterische Anspruch des Fluoratoms solite die Bindung von Me-
tall-Tonen nicht wesentlich behindern, vielmehr kann man sogar
darauf hoffen, daf sich eine o-Donorbindung der freien Elek-
tronenpaare am Fluor zum Metall-lon positiv auf die Stabilitdt
der Metallkomplexe auswirkt.

Als Baustein zur Synthese von fluorhaltigen Makrocyclen
verwendeten wir 1,3-Bis(brommethyl)-2-fluorbenzol 1, das mit
Tetraethylenglycol, Ethylenglycol oder Aza-Kronenethern zu
Fluor-Kronenethern umgesetzt wurde!® (Schema 1). In Aus-

o™

F 0 (e}
Br Br a

| o’

<Oy —
Lot I
o @g 3@ 3
46_,0\5) 0\__/0

4(n=1), 5 (n=2), 6 (n=3)

Schema 1. a: KO¢Bu, Tetraethylenglycol. b: KOrBu, Ethylenglycol. ¢: Na,CO,,
Aza[9 + 3nlKroune-(n+ 3).

beuten zwischen 30 und 80 % entstehen dabei die makrocycli-
schen Liganden 2-6, bei denen die Kohlenstoff-Fluor-Bindung
direkt in den Bereich gerichtet ist, der fiir die Bindung von
Metall-Ionen vorgeschen ist.

Bei der Reaktion der Verbindungen 2, 4, 5 und 6 mit Metall-
salzen wird ein Metall-Ton komplexiert, und die NMR-Signale
der Liganden im 'H-, 13C- und !*F-NMR-Spektrum verschie-
ben sich, wihrend mit 3 keine Effekte beobachtet werden. Bei
allen hier beschriebenen Metallkomplexen werden stets gemit-
telte *°F-NMR-Signale (300 K) fiir metallfreie und metallhaltige
Liganden gemessen, d.h. man befindet sich im Gebiet des schnel-
len Austausches. Die Absolutwerte dieser Signalverschiebungen
sind aber nur in den *F-NMR-Spektren grof3, wobei Werte bis
zu Ad = 8.8 auftreten.

In Abbildung 1 sind die Séttigungsendwerte aufgetragen, die
bei einem etwa zehnfachen molaren Uberschub an Metallsalz
gegeniiber den Fluoroxylol-Biskronenethern 4—-6 gemessen wur-
den. Zugabe von Metallsalz iiber einen doppelten UberschuB
hinaus verdnderte die Lage der Signale in den meisten Fillen
allerdings nur noch unwesentlich. Die Tonen der Erdalkali-
metalle zeigen deutlich hohere Verschiebungsdifferenzen als die
Alkalimetall-Ionen, was vermutlich mit der hoheren Ladungs-
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