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Zusammenfassung. - Als Hintergrund-Information zum Vortrag
des Autors werden vergleichend die fiir Enantiomerentrennun-
gen relevanten Ergebnisse der Gas- (GC) und fllissigkeitschro-
matogravhischen (LC) Trennung von diastereomeren Verbindungen
an achirvalen Phasen geschildert. Eine Methode zur gezielten
ILC-Enantiomerentrennung von Carbonsduren und Aminen iber dia-
stereomere Amide sowie ein einfaches System zur prdparativen
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (P-HPLC) wird in den
Grundziigen beschrieben und seine Effiziens an Beispielen
demonstrierxrt.

Das "klassische" Verfahren zur Enantiomerentrennung; ein neues

Konzept: "Gezielte Enantiomerentrennung". = Die Trennung von

Enantiomeren gehdrt zu den mithsamsten Aufgaben im Bereich der
organischen, speziell der Naturstoff- und der pharmazeutischen
Chemie. Im wesentlichen bedient man sich auch heute noch einer

von Pasteur vor mehr als 100 Jahren eingéfﬁhrten Methodik: Her-
stellung von diaétereomeren Derivaten durch Umsetzung mit chiralen
Reagentien, Trennung der Diastereomeren durch fraktionierte Kri-
stallisation und Riickspaltung in die Ausgangskomvonenten. Als
typisches Beispiel sei die Trennung einer racemischen Carbonsédure

via Salzbildung mit einem chiralen Amin angefiihrt (s. S. 2).

Wie alle auf der Kristallisation beruhenden Trennverfahren lei-

det auch dieses an drei Defekten:

1. Es ist ein Trial~and-error-Verfahren, d. h. der Erfolg kann
im Einzelfall nicht vorherbeurteilt werden. Ublicherweise
miissen mehrere Hilfsreagentien erprobt werden und man erhdlt
nux e%nfs der beiden Enantiomeren in hoher enantiomerer Rein-
heit |1 .

2. Falls man zu optisch aktiven Verbindungen gelangt, ist ihre

enantiomere Reinheit nicht bekannt. Sie muB durch andere Ver-
fahren separat ermittelt werden.

2, Ebenfalls unbekannt ist zunichst die absolute Konfiguration
der Enantiomeren. Auch zu ihrer Bestimmung mlissen weitere,

u. U. recht aufwendige Verfahren herangezogen werden.
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Offensichtlich beruhen diese Unvollkommenheiten auf der Tat-
sache, daB die fraktionierte Kristallisation ein Trennver-
fahren ist, welches keine quantitative Detektion erlaubt und
bei dem der Zusammenhang zwischen Struktureigenschaften
(Molekelstruktur, insbesondere rdumlicher Aufbau) und Trenn-
eigenschaften (L&slichkeit, Mischkristallbildung u. a.) der
Separanden unbekannt ist.

Wir haben schon vor léngerer Zeit ein Verfahren zur Enantio-
merentrennung, welches die obigen Defekte nicht besitzt, als

"gezielte Enantiomerentrennung" bezeichnet. In positiver For-

mulierung: Eine gezielte Enantiomerentrennung gestattet die
Trennung von Enantiomeren mit im voraus absché&tzbarem Erfolg
unter simultaner Bestimmung der enantiomeren Reinheit und ab-

soluten Konfiguration.

GC~ und LC-Untersuchungen zur Trennung von Enantiomeren. - Auf

der Suche nach besser geecigneten Verfahren als das "klassische"

wurden alle bekannten Trennverfahren herangezogen. Griindliche



Bearbeitung erfuhren jedoch nur die chromatographischen Metho-

den. Zweili Klassen werden im allgemeinen unterschieden:

- Trennung chiraler Stof¥e an chiralen stationiren
Phasen uUber diastereomere Asscziate.

- Trennung von vorgebildeten Diastereomeren an achiralen
stationdren Phasen [2].

Wir haben uns nur mit der zweiten Klasse befaBt und wollen die

Diskussion darauf beschrénken.

Gemd@fB eigenen eingehenden Literaturrecherchen wurden Trennungen
von kovalenten Diastereomeren, Amide und Ester, durch Fliissig-
adsorptionschromatographie bereits 1938 [5] (Kieselgel) und
1942 [6] (Aluminiumoxid) beschrieben. Bis 1970 wurden ca. 10
weitere prdparative Trennungen durchgefilihrt [7]. Als Beispiel

[6] seien die diastereomeren Mandels&urementhylester la,l1b

angefihrt.
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1959 begann ein intensives Studium der GC-Trennung von kovalen-
ten Diastereomeren, wiederum iberwiegend Ester und Amide. Diese
Untersuchungen sind in einem ausgezeichneten Ubersichtsartikel
von Gil-Av und Nurok [8] 1974 nahezu liickenlos zusammengefaBt
worden. Die filir unser Anliegen relevanten Ergebnisse sind fol-

gende:
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Abb. 1. Haufigkeit des Vorkommens von Diastereomerentrennung-
gen in verschiedenen Bereichen des Trennfaktors o;

H = Zahl der in [B]qangefﬁhrten GC~Trennungen nichtcyclischer
Diastereomeren im Intervall Ao = 0.01,

»

H = Zahl der von uns untersuchten LC-Trennungen nichtcyclischer
Diastereomeren im Intervall Aa = O.1.



- Diastereomere Ester und Amide lassen sich nahezu immer durch
GC trennen. In Abb. 1 (oben) ist die Haufigkeitsverteilung der
erzielten Trennfaktoren a [9] s&mtlicher Verbindungen (ca.
200) aus der Arbeit von Gil-Av und Nurok dargestellt. Die
Trennfaktoren sind klein, typisch ist der Bereich 1.03-1.1;
aber ausreichend, um quantitative Trennungen durch Kapillar-

~ GC zu gewdhrleisten.

- Trennungen von Substanzen mit a<1.71 durch préparative GC sind
im Routinebetrieb fir Nichtspezialisten kaum oder allenfalls
nur in sehr kleinem SubstanzmaBstab durchflihrbar. Hinzu kommt
die Schwerfliichtigkeit und Zersetzlichkeit vieler Diastereo-
merenpaare (Molmasse i. d. Regel >250).

- Die gaschromatographischen Trennungen stellen in vielen F&llen
' gezielte Enantiomerentrennungen dar: sie lassen sich, zumindest

in Mikromengen, nahezu immer durchfithren (Kriterium 1); sie

- lassen sich natiirlich immer quantitativ beurteilen (Kriterium
2); es wurden empirische Modellvorstellungen entwickelt, vor
allem durch Karger u. Mitarb. [8], welche in gewissen Verbindungs-
reihen eine Deduktion der Konfiguration aus der ElutlonSdbfolge
gestatten (Kriterium 3).

Obwohl GC-Amateur, sei dem Autor aus der Sicht des organischen
Chemikers die Beurteilung gestattet: Die GC-Trennung von diastereo-
meren Verbindungen ist eine hervorragende analytische Methode,

sie besitzt aber auBer in speziellen Fdllen kaum eine Zukunft fir

die prédparative Trennung von Enantiomeren.

Eigene Arbeiten zur gezielten Enantiomerentrennung durch LC von

diastereomeren Amiden.— Unsere Arbeiten zur LC-Trennung von Dia-

stereomeren wurden durch eine zuf&llige Beobachtung ausgeldst:
Ein flr 1H—NMR-—Untersuchungen benttigtes Gemisch von drei dia-
stereomeren Diamiden der Struktur 2 (pseudoasymmetrische Verbindun-

gen) lieB sich sowohl diinnschichtchromatographisch (DC)

2a,b,c 3a,b,c,d



als auch durch konventionelle Sdulenchromatographie (SLC) an
Kieselgel trennen [10] . Im noch komplizierteren Fall 3 sind
sogar vier Diastereomere mdglich [11] . Erstaunlicherweise
konnten selbst diese durch préd@parative Dinnschichtchromatogra-
phie (PDC) getrennt werden. Diese Ergebnisse, zusammen mit den
in der Literatur beschriebenen, schienen anzudeuten, daB dia-
stereomere Amide sich ungewShnlich gut durch LC trennen lassen.
Bedachte man die geringe Leistungsfdhigkeit der DC, PDC und
SLC (ca. 400 th. Bdden), so muBten die Trennfaktoren wesentlich
grbBer als die der analogen GC-Trennungen (routinemdfig 30C0-
100000 th. B&den) sein.

Eine eingehende Untersuchung dieses Trennphdnomens schien lohnens-
wert. Hierflir sind so komplizierte Verbindungen wie 2 und 3

nicht gut geeignet, da ihre Synthese recht aufwendig ist. Als
durchsichtige Modelle bearbeiteten wir zun#chst eine relativ

groBe Zahl (inzwischen ca. 100) von Diastereomerenpaaren des
folgenden, zu la,b analogen Typs (Ri, Ai = Alkyl, Aryl, OR, NRZ’

Halogen, H u. a.):

R ! R A
R-~>——~CONH—————<—\:—~H R--3>——CONH———~<3—-—H
R2 'A 1 R2 v 2
4a 4b

Die Trenneffekte wurden anfdnglich durch DC, ab 1971/72 durch
analytische HPLC (A-HPLC) bestimmt. Parallel wurden s&dmtliche
Verbindungen.einzeln durch 1H—NMR—- und IR-Spektroskopie unter-
sucht, um Aussagen lber ihre Konformation zu gewinnen. Diese
Aussagen wurden durch Rontgenstrukturanalyse und guantenchemische
Berechnungén gefestigt. Die Konfiguration der Verbindungen wurde
in jedem Fall unabh&ngig durch Synthese oder eine von uns ent-

wickelte Kernresonanzmethode [12] ermittelt.



Die Resultate dieser Untersuchungen sind grob skizziert folgende:

1.

Die Trennfaktoren a eines Teils unserer Untersuchungsobjekte
sind in Abb.1 denen der GC-Untersuchungen gegeniibergestellt.
Ein Kommentar eriibrigt sich. Neuerdings wurden Amine und Car-
bonsduren gefunden, die routinemidBig a = 2-3 ergeben, der
Maximalwert betrdgt 5. Um vergleichen zu k&nnen, wurden als
Eluentien lediglich Hexan-Athylacetat 8:2 und 1:1 verwendet.
Die angefilhrten Werte sind also nicht optimiert.

Mit Hilfe eines UV- oder Refraktometer-Detektors kann die
Zusammensetzung von Gemischen leicht gemessen werden [13].
Eine Eichung ist im allgemeinen nicht notwendig, da Diastereo-
mere sich in ihren optischen Eigenschaften nur wenig unter-
scheiden. Bei Trennfaktoren o>1.5 ist lberdies selbst mit
primitiven LC-Systemen (SLC, PDC) eine vollstdndige Trennung

erreichbar, so daB Gemische nicht anfallen.

Zwischen der Konfiguration der Diastereomeren und ihrer Elu-~

- tionsreihenfolge lieBen sich eindeutige Beziehungen fiir Klas-

sen von Amiden ableiten, deren Konformation in LOsung unab-
hidngig von der Natur spezieller Substituenten angegeben werden
kann 14]. Folgende allgemeine Regeln wurden in allen F&llen
bestdtigt gefunden:

- Sekunddre Amide RCONHR' besitzen in polaren L&sungen und
im adsorbierten Zustand auf Kieselgel [15] im wesentlichen
dieselbe Konformation.

= Im adsorbierten Zustand ist eine parallele Anordnung der
planaren Amidgruppe und der in Mikrobereichen ebenen Ober-
fldche des Kieselgels bevorzugt. Als Ursache stellen wir
uns eine doppelte Wasserstoffbrilickenbindung entsprechend
Abb. 2a vor.

~ Apolare Gruppen (Alkyl, Aryl) stdren die optimale Anordnung
umso mehr, je weiter sie aus der Amidebene herausragen.
Eine repulsive Wechselwirkung mit dem Adsorbens geht oft,
aber nicht immer(!) dem iblichen sterischen Effekt parallel.
Der LC-sterische Effekt muB empirisch ermittelt werden. Wir
sprechen von LC-sterisch kleinen (S) und LC-sterisch groBen.
(L) Gruppen. '

- Dasjenige Diastereomere eines Paares ist das frilher eluierte,
in dem beide Seitenfldchen der Amidgruppe besser LC-sterisch
abgeschirmt sind als die am schwdchsten .abgeschirmte Seiten-—
fldche des anderen Diastereomeren.

- Zwischen kleinen polaren Gruppen (OH) und dem Kieselgel be-
steht eine attraktive Wechselwirkung, besonders dann, wenn
diese Gruppen keine intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung
zur Amidgruppe ausbilden [16]. Formal betrachten wir solche
Gruppen als "sehr kleine Gruppen (VS)".

Fliir den einfachen, aber praktisch sehr wichtigen Fall i:R3=H sind



\ﬁa Abb. 2. Modell zur Bindung von

diastereomeren sekunddren
H.. Amiden an Kieselgel

a. Blick auf die Oberfldche des
Kieselgels; Bindung der pla-
naren Amidgruppe durch
doppelte Wasserstoffbrilicken.

b,c. Blickrichtung parallel zur
Oberflé&che; der groBe bzw.
kleine Kreis bezeichnet eine
LC-sterisch grofBe bzw.
kleine (apolare) Gruppe.

b. Friher eluiexte Verbindung
(infolge beidseitiger Ab=-
schirmung der Amidgruppe) .
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diese Regeln explicit in Abb. 2 dargestellt. Hier gilt die zu-
sdtzliche Regel, daB die stabilste Konformation solcher Ver-
bindungen durch eine im Mittel antiperiplanare Anordnung der
C-H-Bindung des Acylteils relativ zur Carbonyl-Gruppe gekenn-
zeichnet ist.

Pridparative Enantiomerentrennungen iiber diastereomere Amide. - Der

praktischen Anwendung der obigen Erkenntnisse standen anfinglich
zwel Hindernisse entgegen:

- Amide lassen sich sehr leicht in praktlsch guantitativer Aus-
beute herstellen (Peptidsynthese), aber in der Regel nur schwer
wieder in Carbonsdure und Amin zerlegen.

-~ Die prdparative HPLC (P-HPLC) wurde filir lange Zeit in rudimen-
tidrem und unbefriedigendem Zustand belassen. Die Entwicklung
eines eigenen Hochleistungssystems fir den Gramm- und Multi-
grammbereich kostete uns - organische Chemiker - viel Zeit und
Mihe,

- Wenden wir uns zundchst dem ersten Problem zu. Es wurde erst kiirz-
lich weitgehend befriedigend gelést<[17]. Wir fanden Carbonsduren
und Amine, die bei geeigneter Anordnung von polaren Gruppen (OH)
sowohl zu sehr hohen Trenneffekten als auch zu leichter Hydro-
lysierbarkeit (Nachbargruppeneffekte) ihrer Amide fiihren. Ein be-
sonders giinstiges Reagens zur Trennung enantiomerer Carbonsduren
ist das bei allen Feinchemikalienfirmen erh&ltliche D-(-)-Phenyl-
glycinol. In der Regel besitzen die abgeleiteten diastereomeren
Amide Trennfaktoren a=1.5-3. Die eingangs dargestellte Trennung
einer racemischen Carbonsdure wird nunmehr nach dem auf Seite 'O

formelmdBig beschriebenen Prinzip gezielt durchgefiihrt.

Entwicklung einer prédparativen Hochleistungstrennsidule. - Ausgangs-

punkt unserer Bemuhungen um ein brauchbares P-HPLC-System waren
die bekannten Merck—Lobar Fertigsdulen. Infolge einer Knappheit én
Verbrauchsmitteln trachteten wir danach, qualitativ &dquivalente
oder sogar bessere Sdulen aus billigem Kieselgel der KorngrofBe
60~70 u (~ 40DM/kg) selbst herzustellen. Da auch der apparative
Aufwand niedrig gehalten werden sollte, beschrénkten wir uns auf

den Niedrigdruckbereich, d. h. ca. 2-20 bar.
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Unter Anwendung modifizierter Standard-Trockenpacktechniken war
es nicht schwer, S&dulen mit Durchmesser >2 cm weitgehend optimal
herzustellen. (65 g, 270 g und 1 kg Kieselgel). Die HETP-Werte
betragen im Minimum der van Dempter-Kuive (Testbedingungen
>1O—4g Naphthalin und Nitrobenzol, Eluens:Petrolither (tiefs.)-
Athylacetat 95:5) 2-3 Korndurchmesser, sind also ausgezeichnet.
Die Trennsdule mit dem Inhalt 1 kg Kieselgel der Dimension

65x6 cm besitzt 3000 theoretische B&den (Naphthalin, 25 cm3/min)
und kann mit DurchfluBgeschwindigkeiten von .200 cm3/min unter-

halb 10 bar betrieben werden.

Eigentlicher Gegenstand des Referats des Autors wird eine Neu-
entwicklung sein. Ab Anfang dieses Jahres kam Kieselgel der
KorngrbB8e 15-25 p zum Preis von 175DM/kg auf den Markt. Wir be-
gannen sofort, dieses zu erproben. Trockenpackverfahren schieden

aus. Wie bei analogen Versuchen mit A-HPLC-Siulen fanden wir ein
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"antidogmatisches" Packverfahren, d. h. ein Verfahren das
etablierten Regeln widerspricht, hervorragend geeignet. Ein
Sedimentationsverfahren in Sdulen der Dimensionen 28x2,4 cm
(50 g Kieselgel) bzw. 40x4 cm (200 g Kieselgel) ergab reprodu-
zierbar Bodenzahlen von 7000 bzw. 9500 (Naphthalin, s. oben).
In Abb.3 ist die van Dempter—-Kurve sowie ein mit hoher Schrei-
bergeschwindigkeit aufgenommener Peak dargestellt. Dem Fach-
mann braucht nicht gesagt zu werden, daB8 es sich hier um eine

Trennsdule hochster Qualitdt handelt.

Ein Beispiel. - Flir die Synthese eines Pheromons bendtigen wir

enantiomer reine 2-Methyl-valeriansdure. Ihre Herstellung nach
einem klassischen Kristallisationsverfahren ist beschrieben wor-
den. Daher konnten wir unser Verfahren vergleichend beurteilen.

Der Arbeitsablauf war folgender:

1. Herstellung diastereomerer Amide (30 g) durch Umsetzung des
(i)—Séurechlorids mit D-Phenylglycinol; (Zéitbedarf 6 Std.,
Ausbeute quantitativ).

2. Trennung der Diastereomeren: .

a. DC~Tests zur Ermittlung des Eluens (Zeitbedarf 1 Std.)

b. Testruns auf der kleinen S&dule (28x2,4 cm) mit 250 mg
und 800 mg Substanz (Uberladungstest);vgl. Abb.4 (Zeit-
bedarf ca. 3 Std.)

c. Haupttrennung auf der groBSen Sdule (40x4 cm) mit finfmali-
ger Injektion von je 6 g (Zeitbedarf einschlieBlich Rick-
gewinnung von 80 % des LOsungsmittels ca. 10 Std.).

3. Hydrolyse der reinen diasterecomeren Amide (Ausb. >95%) und

Riickgewinnung des D~Phenylglycinols (Zeitbedarf ca. 5 Std.).

Dieses Beispiel zeigt, daB es nunmehr mdglich ist, in ca. 3 Tagen
ein Racemat quantitativ im 10 g-MaBstab in beide enantiomer reiﬂé
Komponenten unter Rilickgewinnung des Trennreagens zu zerlegen. Da-
bei konnte der Erfolg der Trennung ohne Ausprobieren vorherge-
sehen werden und aus dem Trennvorgang enantiomere Reinheit und

absolute Konfiguration bestimmt werden.
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© w O
H-3 CONH—H H- CONH—H
H3C ;C:HZ ' /\C H2
HO HC HO

Abb. 4. Prdparative Trennung diastereomerer Amide
(Trennsdule wie Abb. 3, Inhalt 50 g Kieselgel,
Substanzmenge 0.8 g, entsprechend ca. 30-facher
Uberladung); vgl. S. 11.
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Die Entwicklung der P-HPLC-S&ulen wurde in Zusammenarbeit
mit Herrn Dr.B.Glatz durchgefiihrt. Fir seine wichtigen Bei-
trdge bin ich ihm zu groBem Dank verpflichtet. Flr Hilfe

~ bei der Abfassung des Manuskripts danke ich Frau G.Kraschewski
und Frl. Diplom-Chemiker H.V&lter.

FUSSNOTEN UND REFERENZEN

[1] Als "enantiomere Reinheit" bezeichnet man den prozen-
tualen UberschuB der lberwiegenden Komponente eines
Enantiomerengemisches:

e p. = 100 _[a)=[n-]
[a4]+{a-]

[2] Weitere Fallunterscheidungen lassen sich durchfiihren,
z. B. Trennung chiraler Verbindungen in chiralen mobi-
len Phasen an achiralen station#ren Phasen (vgl. z. B.[3])
oder die Trennung vorgebildeter Diastereomere an chiralen
Phasen (vgl. z. B.[4]). Diese Verfahren besitzen bisher
keine praktische Bedeutung und werden deshalb im allge-
meinen nicht explizit behandelt.

[3] w.H.Pirkle und D.L.Sikklaga, J.Chromatography 123, 400
(1976) ‘

W.A.Koenig et al., Chromatographia 10, 444 (1977)

[4]
[5] A.stoll und A.Hofmann, Z.Physiol.Chem. 251, 155 (1938)
[ ] M.M.Jamison und E.E.Turner, J.Chem.Soc., 1942, 611

[ ] Uber die Geschichte der flissigkeitschromatographischen
Trennung von diastereomeren Verbindungen sind besonders

in der chromatographischen Literatur z. T. recht absurde
Angaben zu finden. So werden z. B. in einem verbreiteten
Lehrbuch "erste Ergebnisse" auf das Jahr 19273 (!) datiert.
Zu dieser Zeit waren allein in unserer Arbeitsgruppe mehr
als 30 Diastereomerenpaare, sogar -tripel und —-quadrupel
durch analiytische HPLC und prdparativ getrennt worden.

[8] E.Gil-Av und D.Nurok, Advances in Chromatography 10, 99
(1974)

[9] Der Trennfaktor o ist beil gegebenem Adsorbens und Eluens
eine Stoffpaarkonstante:

tps—t
a = R2 -0 t bzw. t.. = Retentionszeit des hinteren

e R2 R1

t..~t bzw. vorderen Peaks

RT "o

to = Totzeit = Retentionszeit

eine; nicht adsorbierten
Substanz

Der Trennfaktor darf nicht mit der Aufldsung R_ (Resclution)
verwechselt werden; diese ist eine Funktion def? Trennbedin-
gungen (Trennfaktor, Bodenzahl, Kapazitdtsfaktor).
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G.ilzlmchen und V.Prelog, Helv.Chim.Acta 55, 2599 (1972)

G.Helmchen, G.Haas und V.Prelog, Helv.Chim.Acta 56, 2255
(1973) .

G.Helmchen, Tetrahedron Lett.\1974, 1527
G.Helmchen und W.Strubeft, Chromatographia 7, 713 (1974)
G.Helmchen, R.Ott und K.Sauber, Tetrahedron Lett. 1972,

3873; G.Helmchen, H.VOlter und W.Schihle, Tetrahedron
Lett. 1977, 1417

Diese und die folgenden Aussagen beziehen sich auf Kiesel-
. gel als Adsorbens. Sie sind wahrscheinlich fiir analoge Ad-

sorbentien, wie Aluminiwnoxid, giiltig, flr andere, wie
Revergsed—Phase-Adsorbentien, nicht richtig.

Intramolekulare Wasserstoffbriicken lassen sich leicht
durch IR-Spektroskopie nachweisen.

G.Helmchen, G.Nill und D.Flockerzi, unver&ffentlichte Re-
sultate.



