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EINLEITUNG

1. Einleitung
1.1. UNTERSUCHTE SUBSTANZEN

Zur Untersuchung sind in der vorliegenden Arbeit vor allem Substanzen
gekommen, die in Zusammenarbeit des Pharmazeutische Institutes der Christian—
Albrechts-Universitat mit dem Landeskriminalamt Kiel synthetisiert und

massenspektrometrisch vermessen worden sind [1].
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Abb. 1.1.: Untersuchte Substanzen
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Abb. 1.1.: Untersuchte Substanzen (Fortsetzung)
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Die Verbindungen 26 und 27 sind Metabolite von 3,4-MDE bzw. 3,4.MDA.

Die meisten der untersuchten Verbindungen haben ein Assymetriezentrum an
dem zum Stickstoff a-standigen Kohlenstoffatom. Ausnahmen bilden hier die
3,4-Methylendioxy-Derivate 21 und 22 sowie die 2,3-Methylendioxy-Derivate 23
und 24, deren Chiralitdtszentrum sich am (-stadndigen Kohlenstoff befinden.

Die Verbindung 25 liegt wegen ihrer 2zwei Assymetriezentren als

Diastereomerenpaar vor.



EINLEITUNG

1.2. EIGENSCHAFTEN VON PHENYLALKYLAMINEN

Die Phenylalkylamine lassen sich aufgrund ihrer unterschiedlichen
pharmakologischen Eigenschaften in 3 Gruppen einteilen. Zum einen in die
Gruppe der Amphetamin-Derivate, die den Neurotransmittern Adrenalin und
Noradrenalin ahnlich sind, zum anderen in die Gruppe der Mescalin-Derivate und

zum dritten in die Gruppe der Entactogene (Abbildung 1.2).

AMPHETAMIN-TYP

Stimulantien

Phenylalkylamine > MESCALIN-TYP

Halluzinogene

(@]
< N ECSTASY-TYP
(@] / \
Rl RZ

Entactogene

Abb. 1.2.: Pharmakologische Klassifizierung der Phenylalkylamine aufgrund
ihrer chemischen Struktur

Wahrend die Amphetamine durch ihre zentralstimulierenden Eigenschaften
leistungssteigernd wirken, l6sen die Derivate der Mescalin — Gruppe
halluzinogene Wirkungen, ahnlich dem LSD, aus. Mescalin (3,4,5-Trimethoxy-
phenylethylamin) als Leitsubstanz dieser Gruppe ist der Hauptinhaltsstoff des
sogenannten Peyotl. Als Peyotl werden die getrockneten oberirdischen Teile von
Lophophora williamsii (Fam. Cactaceae) bezeichnet [2]. Die Entactogene
hingegen ,erzeugen im Inneren ein Gefiihl“. Dies ist die direkte Ubersetzung des
Wortstammes Entactogen (engriech.= VON innen, tactusiy= das Gefuhl, gengiech.=

erzeugen), der 1986 von Nichols [3] gepragt worden ist. Die Verbindungen
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3,4-BDB und 3,4-MBDB sind die Prototypen dieser Verbindungsklasse, wahrend
die Verbindungen 3,4-MDA und 3,4-MDMA zu der entactogenen Wirkung auch

noch stimulierende Eigenschaften aufweisen.

1.2.1. Enantioselektive Eigenschaften von Stimulanzien und

Halluzinogenen

Shulgin zeigte 1973 [4], daR eine Dosis von 8ug kg* R-(-)-2,5-Dimethoxy-4-
methylamphetamin am Menschen die gleiche Wirksamkeit besitzt wie die
zweifache Menge des Razemates. Das S-(+)-lsomer zeigte Uuber weite
Dosisbereiche keine zentralwirksamen Effekte. Auch bei 30pug kg™ konnte keine
sympathomimetischer Effekt wie Mydriasis, Bluthochdruck und Tachykardie
beobachtet werden. Shulgin weist dabei auf die Strukturahnlichkeit der Isomeren
R-(-)-DOM mit dem Halluzinogen (5R,8R)-(+)-LSD hin (Abbildung 1.3.). Damit ist
erstmals ein Zusammenhang zwischen Wirksamkeit und Konfiguration der

Phenylalkylamine hergestellt worden.

o N/ C2H5
GRS
NH,
H,CO H
CH,
H,CO
5R, 8R-(+)-LSD R-(-)-DOM R-(-)-DMA

NH,

CH

Abb. 1.3.:  Stereochemie und Ahnlichkeiten von LSD, DOM und DMA

In einer spateren Studie konnten Nichols et al. 1978 [5] diese Hypothese

bestatigen.
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Auch Harris et al. [6] konnten im Tierversuch zeigen, dal3 R-(-)-DOM wirksamer ist
als S-(+)-DOM. Barfknecht und Nichols [7] haben dem R-(-)-Enantiomer von DMA
die mescalinische Wirkung zugeordnet. Sowohl R-(-)-DOM wie auch R-(-)-DMA
haben damit deutliche strukturelle Ahnlichkeiten mit (5R,8R)-LSD hinsichtlich ihres
Stereozentrums, wenn man die Wirkungen dieser Enantiomere betrachtet
(Abbildung 1.3.).

An Nabelschnurarterien von Schafen kann der agonistische Effekt am 5-HT-
Rezeptor beobachtet werden, indem die Kontraktion der Arterie gemessen wird.
Dieser Effekt korreliert mit einer halluzinogenen Wirkung. Aus der Beobachtung
der Kontraktion kann also eine gewisser halluzinogener Effekt abgeleitet werden.
Es zeigte sich, dal’3 die R-(-)-lsomere der untersuchten Phenylalkylamine DOB,
DOET, DOM 2,5-DMA und PMA die grolRere Aktivitat besitzen [8, 9]. Dieser
Befund konnte auch mit anderen Testsystemen wie der Hyperthermie an Hasen
an zahlreichen Phenylalkylaminen bestatigt werden. Die R-(-)-Isomere der hier
untersuchten Phenylalkylamine waren hier 2 bis 12 mal aktiver als ihre S-(+)-
Isomere [9, 10]. An Testsystemen mit Ratten und Katzen sind das R-(-)-DOM und
das 1R,2S-(-)-DMCPA als wirksamere Isomere identifiziert worden [5, 11].

Affinitat zum 5-HT-Rezeptor

Bei der Ermittlung der Rezeptoraffinitat konnten Glennon, Young, Benington und
Morin 1982 [12] zeigen, dal3 die R-(-)-Enantiomere der Phenylalkylamine DOB,
DOI und DON eine grolRere Affinitat zu 5-HT—Rezeptoren haben. 1984 zeigte
Glennon, Titeler und McKenney [13], da3 R-(-)-DOB sowohl zum 5-HT; wie auch
zum 5-HT,-Rezeptorsubtyp eine grolRere Affinitdt besitzt als sein S-(+)-
Enantiomer. Gleichzeitig konnte in dieser Arbeit eine Korrelation zwischen der
experimentell ermittelten EDsy durch Bindungsstudien am 5-HT; und 5-HT,-

Rezeptorsubtyp und der halluzinogenen Wirkung im Menschen hergestellt werden.
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Freisetzung von Serotonin

Die Serotonin-Speicherentleerung durch die Isomere des p-Chloramphetamins ist
an Rattenhirnen untersucht worden. Beide Enantiomere reduzieren den Serotonin-
Spiegel im Rattenhirn. Das R-(-)-4-Chloramphetamin induziert jedoch eine

schnellere Entleerung der Serotonin—Speicher als sein S-(+)-Isomer [14].

Wiederaufnahmehemmung von Dopamin
S-(+)-Amphetamin (D-Amphetamin) ist in striatalen Synapsen des Rattenhirns ein
etwa 5 mal starkerer Wiederaufnahmehemmer fir Dopamin als das R-(-)- Isomer.

Mit den Enantiomeren des DOM konnte keine Hemmung beobachtet werden [15].

Wiederaufnahmehemmung von Norepinephrin

Beide Enantiomere des Amphetamins sind starke Wiederaufnahmehemmer fir
Norepinephrin in hypothalamischen Synapsen. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Amphetamin-Enantiomeren [15]. Auch DOM hat
keinen Effekt auf die Wiederaufnahmehemmung von Norepinephrin [15]. An
isoliertem Rattenhirn ist S-(+)-Amphetamin im Kleinhirn, Hypothalamus, Thalamus

und Mittelhirn starker wirksam als das R-(-)-Enantiomer [16].

Wiederaufnahmehemmung von Serotonin

S-(+)-Amphetamin ist ein Wiederaufnahmehemmer von Serotonin, jedoch ist
dieser Effekt schwacher als die Hemmung der Wiederaufnahme von Dopamin und
Norepinephrin. R-(-)-Amphetamin hemmt nicht die Wiederaufnahme von
Serotonin. Auch die Enantiomere von DOM sind keine Wiederaufnahmehemmer

von Serotonin [15].

Zusammenfassend laf3t sich sagen, dafl} die R-(-)-Enantiomere der diskutierten
Phenylalkylamine vom Mescalin—Typ in den jeweiligen Testsystemen in starkerem
Male Effekte auslosten, wahrend die S-(+-)-Enantiomere weniger wirksam sind.

Die Stimulanzien von Amphetamin—Typ reprasentieren ihre Eigenschaften

vornehmlich durch ihr S-(+)-Enantiomer.
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1.2.2. Enantioselektive pharmakologische Eigenschaften von Entactogenen

An optisch reinem 3,4-Methylendioxyamphetamin ist gezeigt worden, dal} das
R-(-)-Enantiomer im Tierversuch eher halluzinogene Effekte auslést, wahrend das
S-(+)-Enantiomer amphetaminartige Wirkungen zeigt [17, 18]. Beide Isomere des
3,4-MDA sind biologisch aktiv, jedoch unterscheiden sie sich hinsichtlich lhrer
Effekte [19]. Das R-(-)-Enantiomer ist den klassischen halluzinogenen Substanzen
ahnlich. Das S-(+)-Enantiomer ist in annahernd derselben Dosis aktiv. Es hat
jedoch keine halluzinogenen Wirkungen, sondern Effekte auf Gefuhl und
Einfihlungsvermdgen, also auf entactogene Eigenschaften, in etwa der gleichen
Konzentration wie das Razemat [20]. S-(+)-MDMA st starker aktiv als R-(-)-
MDMA. An mit (R,S)-(x)-MDA trainierten Ratten wurde das S-(+)-Enantiomer des
3,4-MDA als das wirksamere identifiziert [18].

Rezeptor-Affinitat
R-(-)-MDMA und R-(-)-MDA bindet mit etwa dreifach hdherer Affinitat als ihre

S-(+)-Isomere an Serotonin 5-HT,- und 5-HT;- Rezeptoren [21].

Freisetzung von Serotonin

Nichols et al. zeigten 1982 [22], daB S-(+)-MDA sowie S-(+)-MDMA ahnliche
Potenz besitzen, die R-(-)-Enantiomere jedoch weniger Serotonin freisetzen.
Johnson, Andrew et al. fanden 1986 [23] keine signifikante Erh6hung der
Serotoninfreisetzung fir die Enantiomere des 3,4-MDA und 3,4-MDMA.. Lediglich
fur 3,4-BDB konnte eine signifikant starkere Freisetzung von Serotonin durch das

S-(+)-Isomer beobachtet werden.

Neurotoxizitat

Schmidt beschrieb 1987 [24], dal} nach Gabe der 3,4-MDMA — Enantiomere
zunachst eine reversible Serotonin — Freisetzung durch beide Enantiomere zu
beobachten ist. In der Langzeitbeobachtung zeigt sich, dal nur das S-(+)-
Enantiomer eine Reduktion der Serotonin — Konzentrationen verursacht, welches

mit einem Untergang von Serotonin Neuronen oder Nervenzellen zu erklaren ist.
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Freisetzung von Dopamin

3,4-BDB und 3,4-MBDB sind nicht an einer Dopaminfreisetzung beteiligt. Fur 3,4-
MDA und 3,4-MDMA konnte die Freisetzung von Dopamin durch das Razemat
sowie durch die Enantiomere im Tierversuch nachgewiesen werden. Beide S-(+)-
Isomere der Verbindungen stellten sich dabei als die wirksameren Enantiomere
heraus [23]. Da die Vorbehandlung mit dem Serotonin Wiederaufnahmehemmer
Fluoxetin die Freisetzung von Dopamin durch S-(+)-MDMA abschwacht, kann
vermutet werden, dal3 die Dopaminfreisetzung indirekt auf einer Serotonin-

Freisetung beruht [25].

Wiederaufnahmehemmung von Dopamin

Die Wiederaufnahme von Dopamin in die striatalen Synapsen des Rattenhirns ist
von Steele et al. 1987 [15] untersucht worden. Die S-(+)-lsomere des 3,4-MDA
und 3,4-MDMA sind wirksamere Wiederaufnahmehemmer als ihre
R-(-) Enantiomere. Kein Unterschied in der Wiederaufnahme von Dopamin konnte
fur R-(-)- und S-(+)-3,4-MBDB beobachtet werden.

Wiederaufnahmehemmung von Norephedrin

Die Wiederaufnahmehemmung von Norephedrin in  hypothalamische
Rattenhirnsynapsen ist bei den S-(+)-Enantiomeren des 3,4-MDA,
3,4-MDMA und 3,4-MBDB intensiver als bei ihren R-(-)-Isomeren [15].

Wiederaufnahmehemmung von Serotonin

Auch bei der Wiederaufnahmehemmung von Serotonin in hippocampale
Synapsen des Rattenhirns sind die S-(+)-Enantiomere von Amphetamin, 3,4-MDA,
3,4-MDMA und 3,4-MBDB wirksamer [15].
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Stereotype Verhaltensweisen

Die Beobachtung stereotyper Verhaltensweisen werden auf dopamin- bzw.
serotoninabhangige Mechanismen zurlckgefuhrt [26]. S-(+)-MDMA verursacht bei
Ratten ein 5 bis 10 mal starkeres stereotypes Verhalten als das R-(-)-Enantiomer
[26].

In den aufgeftihrten Studien konnte also generell fur die S-(+)-Enantiomere der
Methylendioxyamphetamin-Derivate eine starkere Wirksamkeit hinsichtlich ihrer

entactogenen Eigenschaft beobachtet werden.

1.2.3. Enantioselektive Biotransformation von Entactogenen

Lim und Foltz fanden 1993 [27] in Rattenurin nach Fltterung von razemischen
3,4-MDMA mehr R-(-)-MDMA und mehr R-(-)-HMM, der an der
3,4-Methylendioxy—Gruppe geoffnete Metabolit des 3,4-MDMA, als die
entsprechenden S-(+)-Isomere. Nach Futterung von razemischen 3,4-MDA fand
die Arbeitsgruppe mehr S-(+)-MDA und S-(+)-HMA, der entsprechende
ringgeoffnete Metabolit des 3,4-MDA, im Rattenurin. Ebenfalls ist in dieser Arbeit
die Enantiomerenverteilung in verschiedenen Regionen des Rattenhirns
untersucht worden. Qualitativ wurde auch hier mehr R-(-)-MDMA und mehr
S-(+)-MDA gefunden. Nach intraperitonealer Injektion von 3,4-MDE konnte ein
derartig deutlicher Unterschied zwischen den Enantiomeren nicht beobachtet
werden [28]. Nach 1 Stunde wurde etwas mehr R-(-)-MDA nachgewiesen, nach
2 Stunden wurde mehr S-(+)-MDE und R-(-)-MDA im Rattenhirn gefunden. Nach
Futterung von (R,S)-3,4-MDA konnten Matsushima, Nagai und Kamiyanal998
[29] nachweisen, dald das R-(-)-Enantiomer in starkerem Mal3e ausgeschieden
wird als das S-(+)-Enantiomer (R/S-Verhéltnis fir Methylendioxyamphetamin:
1,2). Gleiches konnte die Arbeitsgruppe fir 3,4-Methylendioxymethamphetamin
nach Futterung von  3,4-Methylendioxymethamphetamin nachweisen
(R/S-Verhéltnis fur Methylendioxymethamphetamin 1,95). Bei der Analyse des
Rattenurins auf die Enantiomere des 3,4-Methylendioxy-amphetamin nach
3,4-Methylendioxymethamphetamin — Gabe wurde das S-(+)-Enantiomer in

verhaltnismalig groReren Mengen gefunden (R/S-Verhéltnis

10
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Methylendioxyamphetamin 0,6). Plasmauntersuchungen von mit 3,4-MDMA
intravends [30] vorbehandelten Ratten und mit 3,4-MDMA gefltterten Ratten [31]
sind durchgefihrt worden. Auch hier ist mehr R-(-)-MDMA und mehr S(+)-MDA
gefunden worden. Nach Gabe des S-(+)-Enantiomers von 3,4-MDMA konnten
Cho et al. [32] in vivo an Ratten zeigen, dal3 die Plasmakonzentration von
3,4-MDA signifikant hoher war. Anhand von Rattenlebermikrosomen wurde in
vitro von den Autoren das genau gegenteilige Ergebnis gefunden. Hier war die
Elimination nach Gabe des R-(-)-Enantiomers groR3er.

An acht mannlichen Probanden konnte der Befund aus den Tierversuchen fur eine
stereoselektive Biotransformation im Menschen durch Fallon et al. 1999 [33]
bestatigt werden. Die Plasma- und Urinkonzentration fur R-(-)-3,4-MDMA war
nach 40mg oraler Gabe des razemischen 3,4-MDMA groRer. Nach Gabe von
(R,S)-3,4-MDA waren die Konzentrationen des S-(+)-Enantiomers grol3er.
Ebenfalls mehr R-(-)-MDMA nach Gabe von (R,S)-3,4-MDMA konnten Lanz,
Brenneisen und Thormann [34] im Humanurin nachweisen. Die N-Demethylierung
kann damit als ein stereoselektiver Mechanismus bezeichnet werden.

Nach Gabe von 140 mg (R,S)-3,4-MDE konnten Brunnenberg und Kovar [35]
zeigen, dal3 weniger S-(+)-3,4-MDE im Serum zu finden war. Andererseits war
mehr S-(+)-Enantiomer des Hauptmetaboliten HME im Serum nachweisbar.
Zusammen mit den in vitro Untersuchungen von Hiramatsu et al. 1990 [36], die
nach Gabe von S(+)-3,4-MDMA mehr Metabolit N-methyl-a-methyldopamin (3,4-
Dihydroxymethamphetamin) als nach Gabe von R-(-)-3,4-MDMA gefunden haben,
kann eine bevorzugte Metabolisierung des S-(+)-Enantiomers von 3,4-MDE
vermutet werden. Gleiche Ergebnisse sind durch eine Studie an 6 mannlichen
Probanden von Brunnenberg [37] ermittelt worden. Nach Gabe von 140mg
MDE-HCI p.o. sind weniger R(-)-MDE bzw. weniger Metabolit R(-)-MDA gefunden
worden, jedoch war die Konzentration des Phase lI-Metaboliten S-(+)-HME im

Serum grol3er als das jeweilige Enantiomer.
Die Zusammenstellung der pharmakodynamischen und pharmakokinetischen

Daten zeigen den enormen Bedarf an einer enantioselektiven Analytik von

regioisomeren Methylendioxymethamphetaminen. Besonders die Erforschung der

11
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unterschiedlichen Wirksamkeit der Enantiomere setzt eine chirale Analytik voraus.
Denkbar ist auch der arzneiliche Einsatz eines Enantiomers, welches eine chirale

Analytik der Substanzen voraussetzt.

1.3. CHIRALE STATIONARE PHASEN IN DER HPLC

Chirale stationdre Phasen lassen sich zum Beispiel aufgrund der Wechselwirkung

des Analyten mit der stationdren Phase in 5 Gruppen einteilen [38, 39] (Tab. 1.1.).

Typ Trennprinzip Chemie
I Anziehende Wechselwirkungen, | Verschiedene chirale
Bursten- oder Wasserstoffbrickenbindungen, Selektoren, ionisch
Pirklephasen T-1-Wechselwirkungen, und kovalent

Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, gebunden

Charge-Transfer-Komplexe

I Anziehende Wechselwirkungen, | Cellulosederivate,

Polymere Helices | Wirt-Gast-Komplexe Amylosederivate
[l EinschluR3verbindungen, Cyclodextrine,
Kavitaten Wirt-Gast-Komplexe Kronenether,

Polyacrylamide,

Polymethacrylate

\Y Ligandenaustausch Aminoséaure-Metall
Liganden- Komplex
austausch

\% Hydrophobe und polare oi-saures

Proteine Protein-Wechselwirkungen, Glycoprotein (AGP)

Mesophasenwechselwirkungen Rinderserumalbumin

Tab. 1.1.:  Klassifizierung chiraler stationarer Phasen

12
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Typ | (Bursten- oder Pirkle-Phasen)

Die chiralen Phasen vom Typ | werden auch nach ihrem Erfinder ,Pirkle-Phasen*
genannt. Dabei handelt es sich um chirale Monomere, die kovalent oder ionisch
an Kieselgel gebunden sind [40, 41, 42, 43]. Hauptvertreter dieser Gruppe von
stationdren Phasen sind vor allem Derivate des Dinitrobenzoyls der Aminosauren
Phenylglycin und Leucin, die auf Silicagel aufgebracht wurden. Diese zunachst
ionischen Phasen zeigten eine hervorragende Selektivitat, sind jedoch nur fir
relativ unpolare FlieBmittel geeignet. Die Weiterentwicklung dieser Saulen zu
kovalent gebundenen Phasen [41] erlaubte den Einsatz einer grof3eren Anzahl an
Fliel3mitteln [44]. Abbildung 1.4. zeigt die Struktur der ,Pirkle-Phasen”.

O H H.C,0
O,N |C|: Y (CH,) Si °
— —Si
2 23
\N C/ \O—
| R |
H O
NO,
@
Y = NH, —O@ NH,—
R = Phenyl, i-Butyl, 3-Naphthyl, i-Propyl

Abb. 1.4.: Struktur von ,Pirkle-Phasen”

Dalgliesh beschrieb in einer ,Dreipunktregel” [45], zu welchen Wechselwirkungen
es zwischen Analyt und CSP bei der Enantiomerentrennung an diesen Phasen
kommen muf3, damit eine Enantiomerendiskriminierung erfolgen kann (Abbildung
1.5)).
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Achirale
Briicke

|

a)

chirale
Komponente

»

'S

\

Wechselwirkungenn

Wasserstoffbriickenbindungen

Dipol-Dipol

n/m

Sterische Hinderung

a'

4

r\
— 3
B

Bindungs- ‘
stellen

~

A Aktive
Stelle

b)

Abb. 1.5.: a) Schematische Darstellung der Wechselwirkungen von Typ | CSP

b) Dreipunktkontaktmodell [46]

Typ Il (Polymere Helices)

Die Typ Il = Phasen nutzen ebenfalls die anziehenden Wechselwirkungen der
Typ | Phasen. Sie erzielen jedoch ebenfalls eine Trennung der Enantiomere durch
Bildung von Einschlufikomplexen. Vor allem Derivate der Cellulose und Amylose

werden verwendet [47, 48, 49, 50, 51], die unter dem Namen CHIRALPAK" fir

CH,

CHIRALPAK" ADO]

OR
o
e 3
or © O H CH,
OR

—C—N—!T

|
H

R=

CHIRALPAK" AS[

CH,

Abb. 1.6.: Beispiele von Daicel-CSP auf Cellulosebasis

Amylose-Derivate (Abbildung 1.6.) und CHIRALCEL" fir Cellulose-Derivate
(Abbildung 1.7.) der Firma Daicel im Handel sind. Andere Polysaccharide wie

Chitosan, Xylan Curdulan, Dextran und Inulin sind als Phenylcarbamatderivat
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getestet worden [52]. Die Polysaccharidphasen werden wegen ihrer sehr guten
Trenneigenschaften sowohl auf Basis der Amylose [53] als auch auf Basis der

Cellulose [54] standig weiterentwickelt.

CHj
(@] H
R= _I(I:_’L CHIRALCEL" OoDO
OR CH
(e) 3
/&A/O\ (ﬁ
OR OR R= —c@—cm CHIRALCEL" 0J0
I
Re ——C—CHy CHIRALCEL" OAO
Il
R= —C@ CHIRALCEL" OB[
T
R= —c—NO CHIRALCEL"” ocO
1
R= —c—NO—C| CHIRALCEL" OF[
(@] H
Re _Q_L@C% CHIRALCEL" OG[
I
I S @ CHIRALCEL® OKO

Abb. 1.7.: Beispiele von Daicel-CSP auf Amylosebasis
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Typ Il (Inclusionsphasen)

Chirale Phasen vom Typ Il sind solche Phasen, die eine Trennung von
Racematen erreichen, indem selektiv Enantiomere in ihre chirale Kavitat
eingeschlossen werden kénnen. Dazu gehoren die Polysaccharide, Kronenether
und synthetische Polymere. Mikrokristallines Cellulosetriacetat (CTA) ist erstmals
von Hesse und Hagel zur Enantiomerentrennung eingesetzt worden [55].
Cyclodextrine sind a-1,4-glycosidisch verknlpfte Ringstrukturen aus D-Gluco-
pyranose-Einheiten. 6 Glucoseeinheiten verknipft bilden das a-Cyclodextrin, 7
das B-Cyclodextrin und 8 das y-Cyclodextrin. Das zylindrische Molekil besitzt
einen hydrophilen Rand sowie eine hydrophobe Kavitat. Die Grél3e des a-, 3,- und
y-Cyclodextrin - Ringes ist in Abbildung 1.8. wiedergegeben. Cyclodextrine sind
sowohl fur die Hochleistungsflissigchromatographie [56] wie auch die

Dunnschichtchromatographie geeignet [57].

1,37nm 1,53nm
=N
u u
o-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin

Abb. 1.8.: Kavitaten von a-, 3-, und y- Cyclodextrin

Cyclodextrin-Phasen eignen sich nicht nur zur Enantiomerentrennung, sondern

auch zur Diskriminierung von Diastereomeren und Strukturisomeren [58, 59, 60].

Kronenether sind macrocyclische Polyether, die aufgrund von lonen-Dipol-
Wechselwirkungen zu starken Komplexbildungen mit Ammonium-lonen fahig sind.
Abbildung 1.9. zeigt das chirale Derivat des Polyethers 18-Krone-6 mit
komplexiertem Amin. Entsprechend diesem Mechanismus werden insbesondere
Trennungen von Aminen, Aminoalkoholen und Aminosauren beschrieben [61, 62].
Unter dem Handelsnamen CROWNPAK" CR (+) und CROWNPAK" CR (-) sind

diese Saulen kommerziell erhaltlich. Ein Vorteil dieser Phasen ist, dafl die
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Analyten underivatisiert getrennt werden kénnen [61]. Auch diese Phasen werden

standig weiterentwickelt, so dal3 eine noch grofRere Anzahl an Substanzen

getrennt werden kénnen [63].

Die

Typs

Abb. 1.9.: Struktur von
18-Krone-6 mit Amin

0 0
]
R—CH—C—O0C,H; ~R—CH—C—O0C,Hs

NH—C=—O NH—C—0

~E(|3H—CH23—n *E(L(CH@—CHZS]

hergestellten

Abb. 1.10.: Polyacrylamid und Polymethacryl-
amid
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Blaschke

[64] erstmals

Polyacrylamide und

Polymethacrylamide werden ebenfalls zu
den helikalen Phasen des Typs Il gezahlt
(siehe Abbildung 1.10.).

Eine weitere synthetische Phase diesen
ist das von Okamoto 1979 [65]

hergestellte

(+)-Poly(triphenylmethyl)-

et —F

0

methacrylat (siehe Abbildung 1.11.).

CH,

n
C=0

Abb. 1.11.

(+)-Poly(triphenyl-
methyl)-methacrylat
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Typ IV (Ligandenaustausch — Phasen)
Optisch aktive Aminosauren, meist L-Prolin, sind bei dieser Art von Phasen Uber
einen Spacer an Kieselgel gebunden. Durch Beladung mit Schwermetallionen, z.

B. Kupfer, werden Metallkomplexe mit den

"""" HyC—CH- . u . .
Aminoséauren gebildet (Abbildung 1.12.).
Bei einer Enantiomerentrennung werden
diese  Aminosaurenliganden aus den
Komplexen verdrangt. Das Prinzip ist
cH : N
H,C—H,C_ / 2 demnach eine unterschiedliche Stabilitat der
| . /N.\ /O\C//O entstehenden Komplexe, wobei der Komplex

mit dem unterschiedlich konfigurierten Teilen

p LNHZ R stabiler ist [66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73]. Die
© Ligandenaustauschchromatographie  eignet
Abb.1.12.:  L-Prolin — Kupfer —  sjch auch zur praparativen
Komplex mit einer _
Aminosaure Enantiomerentrennung [73].

Typ V (Proteinphasen)

Vor allem Rinderserumalbumin [74, 75, 76], ai-saures Glycoprotein [77, 78, 79]
oder das Eiprotein Ovomucoid [80] werden flr diese Art von Saulen verwendet.
Immobilisierte Cellulase ist fur die Trennung von Propanolol eingesetzt worden
[81]. Die Proteinphasen sind hoch selektiv, haben aber eine geringe Kapazitat.
Grof3en Einflul auf die Trennleistung und Stabilitat der Retentionszeit haben pH,
lonenstarke, verwendeter Puffer, lonenpaarreagenz und organischer Modifier
[19].

Chirale Selektoren als Zusatz zu achiralen Trennsystemen

An achiralen Phasen kann unter Zusatz von Selektoren, wie z. B. Kupfersulfat an
lonenaustausch-HPLC-Saule [82], Cyclodextrin [83, 83, 85, 86, 87] oder auch
Kronenether [97] eine Enantiomerentrennung durchgefihrt werden. Auch
Stellungsisomere wurden an achiralen Phasen unter Zusatz von a- bzw. (-

Cyclodextrin getrennt [89, 90, 91].
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1.4. PROBLEMSTELLUNG UND ZIELSETZUNG

HPLC - Methoden zur enantioselektiven Analytik von Methylen-
dioxyamphetaminen sind fur  3,4-Methylendioxyamphetamin  (3,4-MDA),
3,4-Methylendioxymethamphetamin  (3,4-MDMA) und  3,4-Methylendioxy-
ethylamphetamin (3,4-MDE) [29, 92, 93] sowie dem Butanamin-Derivaten
1-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2-butanamin (3,4-BDB) bekannt [94]. Hashimoto,
Hirai und Goromaru [92] beschreiben die direkte Enantiomerentrennung von
3,4-MDMA an der kovalent gebundenen Pirkle—Phase Sumichiral” OA-4600
((S)-tert-Leucin und (S)-1-(a-Naphthyl)-ethylamin). Die Enantiomerentrennung
wird im Normalphasen-Modus durchgefiihrt. Matsushima, Nagai und Kamiyama
[29] beschreiben die Enantiomerentrennung von 3,4-MDA, 3,4-MDMA sowie
3,4-MDE an der Typ [I-CSP Chiralcel OB-H" ebenfalls im Normalphasen-Modus.
Direkt an B-Cyclodextrin chiralen stationaren Phasen sind 3,4-MDA, 3,4-MDMA,
3,4-MDE [35, 93, 94] sowie 3,4-BDB im Umkehrphasen-Modus getrennt worden
[50].

Eine systematische Untersuchung der vorliegenden Substanzen zur

Enantiomerentrennung an Cyclodextrinphasen ist nicht bekannt.

Mit der vorliegende Arbeit soll dargestellt werden, wie eine Enantiomerentrennung
der zur Verfugung stehenden regioisomeren Methylendioxyamphetamine an mit
Cyclodextrin chiral modifizierten HPLC - Phasen erreicht werden kann. Dabei war
ein wichtiges Ziel, eine Methode zu erarbeiten, die auf Basis der
Umkehrphasenchromatographie  beruht, um gegebenenfalls direkt aus
Korperflussigkeiten oder Asservaten eine Analytik gestalten zu konnen.
Desweiteren sollte systematisch der Einflul3 von Puffern, Temperatur und
Modifiern auf die Trennung der Substanzen untersucht werden. Ein Vergleich mit
einer alternativen Enantiomerentrennung durch Diastereomerenbildung wird
diskutiert.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1.

2.1.1.

WICHTIGE VORAUSSETZUNGEN

Chromatographische Kenngrol3en

Die Qualitat einer Trennung laf3t sich durch zwei Gro3en darstellen:

1. Auflésung R und

2. Trennfaktor a.

Abbildung 2.1 zeigt ein Chromatogramm mit zwei Peaks und deren Kenngréf3en

[95]:
Signal
Komponente 1 Komponente 2
tRo !
| |
> 1
R ! !
| |
| i
I
I 1
| i
! :
! i
e | :
iy, 5 |
' e -+ K —F -
. Y1 w2 Zeit
1 1 |
! !
kel \ —
I i tR2 I
Probenaufgabe
Abb. 2.1.: Parameter eines HPLC -

Chromatogrammes

tr1 =
tr2 =

t'rR1 =

t'ro =

Retentionszeit Komponente 1
Retentionszeit Komponente 2
relative Retentionszeit
Komponente 1

relative Retentionszeit
Komponente 2

Totzeit

FulRbreite Komponente 1

FulRbreite Komponente 2

Aus der Retentionszeit der Komponenten und der Ful3breite der Peaks laf3t sich

die Auflésung R ermitteln.

re—tre

W+ W2

R=2
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Unter Einbeziehung der Halbwertsbreite w, ergibt sich dann fir R

R :Llsﬁ Formel 2
w + W

w1 = Peabreite auf halber Hohe der Komponente 1

wy.o= Peabreite auf halber H6he der Komponente 2

Die sich daraus ergebenden Trennungen sind zur Orientierung schematisch in

Abbildung 2.2. wiedergegeben.

R=1,3 R=1,0 R=0,8

Abb. 2.2.: Schematische Darstellung von unterschiedlichen Auflosungen R

Fur die sichere Quantifizierung zweier Peaks genugt eine Auflosung von 1,25 [95].

Trennungen mit R<0,5 gelten in dieser Arbeit als nicht getrennt oder angetrennt.
Dieses ist zu den einzelnen Substanzen dann beschrieben worden. Als eine gute

Trennung werden Auflésungen von R>1,2 beschrieben.

Die relative Retention oder der Trennfaktor a wird aus den Kapazitatsfaktoren k'
berechnet [95].

Formel 3
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Der Trennfaktor ist der Quotient aus den k'-Werten der getrennten
Komponenten.
k',
a=— Formel 4
k',
k™= Kapazitatsfaktor
k1 = Kapazitatsfaktor Komponente 1
k> = Kapazitatsfaktor Komponente 2
tr = Retentionszeit
to = Totzeit
k 1= Kapazitatsfaktor Komponente 1

k 3= Kapazitatsfaktor Komponente 2

Die relative Retention ist ein Mal3 fir die Selektivitdt der stationdren Phase. Es

liegt keine Trennung vor, wenn o = 1 ist.

Die Qualitat eines detektierten Peaks lal3t sich an seiner Gauld - Verteilung
erkennen. Haufig ist die Verbreiterung der hinteren Flanke des Peaks, dem
»1ailing“. Seltener ist die Vorderseite des Peaks flacher. Diese Erscheinung wird
als ,Fronting“ bezeichnet [95]. Die Peaksymmetrie T wird bei 10 % der

gesamtem Peakhohe ermittelt:

Ao o1 ~_Jo.1h

Abb. 2.3.: Parameter fur die Berechnung der Symmetrie

T=22 Formel 5
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T sollte nicht groRer als 2,5 sein [95]. Uberschreitet das Tailing einen Wert von 3,
so wird die quantitative Flachenmessung fehlerhaft, weil der Nulldurchgang

ungenau erkennbar ist [95]. Bei Peaks mit Fronting ist T < 1 [95].

Die Bodenzahl N ist ein Mal3 fur die Gulte der Packung der Trennsaule bei nicht
retardierten Peaks. Bei den Ubrigen Peaks ist die Bodenzahl Kennzeichen fir die

zahlreichen Austauschvorgange [93].

N :16t—R Formel 6
W

Bei Einbeziehung der Halbwertsbreite erhalt man fur N:

N = 5,54%%% Formel 7
1/2

Die Kenntnis der chromatographischen Kenngrof3en ist im Weiteren wichtig fur die
Beurteilung einer Trennung und fur einen signifikanten Vergleich der Trennungen
mit Literaturangaben. In den Tabellen wird die zuerst eluierte Verbindung als

Peak 1 und die zuletzt eluierte Verbindung als Peak 2 bezeichnet.
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2.2. B-CYCLODEXTRIN - CSP
221 Ammoniumacetat — Puffer
2.2.1.1. Ammoniumacetat - Puffer mit Methanol

Einen 0,1 molaren Ammoniumacetat - Puffer pH 7,0 (Puffer 1) mit 5% Methanol

als Modifier haben Rizzi, Hirz, Cladrowa-Runge und Jonsson 1994 [93] unter

Verwendung der B-Cyclodextrinphase Chiradex” vorgeschlagen.

Die vorgestellten Trennungen sind mit einem Flul3 von 0,8ml/min und bei einem
Injektionsvolumen von zunachst 10ul durchgefiihrt worden. Die HPLC — Saule ist
auf 30°C temperiert worden. Alle Prozentangaben verstehen sich als

Volumenprozent.

N-Methyl-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDMA)
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Abb. 2.4.:  Trennung von 3,4-MDMA 2 mit unterschiedlichem Methanolanteil,
Chiradex"; 70-95% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 5-30% Methanol
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Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
Anteil [min] halber Hohe
Methanol [min]
[%] |Peak1l Peak2 Peakl1l Peak?2 Peakl Peak2 Peakl Peak2| R | a
5 27,90 | 29,66 | 0,82 0,81 0,73 0,78 8166 | 8009 |1,37|1,06
10 20,98 | 22,21 | 0,95 0,82 0,57 0,61 7594 | 7425 |1,23|1,06
15 16,35 | 17,26 | 0,84 0,96 0,44 0,48 7539 | 7063 |1,15|1,06
20 12,78 | 13,38 | 0,90 0,86 0,34 0,36 7822 | 7512 |1,01|1,05
30 8,60 0,93 0,99 0,83 0,27 0,29 5496 | 5065 |0,67 (1,04
Tab. 2.1.: Chromatographische Parameter fiir die Trennung von 2

Die Auflosung R in Abhangigkeit vom Pufferanteil ist in Abbildung 2.5. dargestellt.

3,4-MDMA
1,5 1,37 1,23
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Abb.: 2.5.: Auflésung R bei unterschiedlichem Pufferanteil

Da im allgemeinen eine niedrige Temperatur die Trennung ginstig beeinfluf3t [84,

96, 97], ist der EinfluR der Temperatur auf die Retentionszeit und die Trennung im

folgenden untersucht (Abbildung 2.5. und Tabelle 2.1.) worden.
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Absorption

Retentionszeit [min]

Abb. 2.6.: Trennung von 3,4-MDMA 2 bei unterschiedlichen Saulentemperaturen
Chiradex"; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Methanol

Retentionszeit = Peakbreite bei
[min] halber Hohe
Saulentemperatur [min]
[°C] Peak 1l  Peak?2 Peakl1l Peak2 | R
11 34,09 | 37,46 1,21 1,33 | 1,56
15 31,84 | 34,84 1,07 1,19 | 1,56
21 30,31 | 33,08 1,02 1,12 | 1,54
25 28,38 | 30,91 0,91 0,99 | 1,56
30 26,44 | 28,67 0,85 0,91 | 154
35 24,56 | 26,59 0,78 0,85 | 1,46
40 22,61 | 24,46 0,70 0,75 | 1,46
Tab. 2.2.:  Retentionszeit und Auflésung fur die Trennung von 2

Mit zunehmender Temperatur wird die Retentionszeit kirzer. Das heildt, die
Interaktion der Verbindung mit der Cyclodextrinphase ist kirzer. Entsprechend

verbessert sich die Auflésung bei abnehmender Temperatur.

Der von Rizzi, Hirz, Cladrowa-Runge und Jonsson 1994 [93] vorgeschlagene

Puffer enthalt flr derivatisierte Amphetamine noch 0,1% Triethylamin (TEA). Auch
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die Saulenspezifikationen schlagen zur Verbesserung der Trennung den Zusatz
von Triethylamin vor [96, 97]. TEA wird auch in der Chromatographie an
Cyclodextrinphasen zur Absattigung der freien Silanolgruppen verwendet [94]. Die
Ergebnisse der TEA-Zugabe bei diesem FlieBmittel sind exemplarisch an

3,4-MDMA untersucht worden.

ohne 0,1%

Triethylamin - Zusatz

mit 0,1%
Triethylamin - Zusatz

Absorption

L

10 20 30 40 50

Retentionszeit [min]

Abb. 2.7.:  Trennung von 3,4-MDMA 2 mit und ohne 0,1% Triethylamin-Zusatz
Chiradex"; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Methanol

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl

TEA [min] halber Hohe [min]

[%] | Peak 1| Peak 2 | Peak 1 Peak 2| Peak 1| Peak2 Peakl|Peak2| R o
0,1 | 33,04 | 34,91 0,67 0,52 1,31 1,55 3541 2798 | 0,77 |1,06
- 20,98 | 22,21 0,95 0,82 0,57 0,61 7594 7425 | 1,23 |1,06

Tab. 2.3.:  Chromatographische Parameter fur die Trennung von 2

Als Ergebnis dieser Untersuchungen wurde im weiteren grundsatzlich bei 21°C
gearbeitet, da die Temperatur eine sehr gute Trennung bei angemessener

Peakbreite mit 3,4-MDMA ergeben hat. Diese Temperatur ist durch den
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Saulenthermostaten reproduzierbar einzustellen. Es ist zu bedenken, dal3 eine
hohere Temperatur auch eine grol3ere Belastung fur die Saule darstellt. Auf den
Zusatz von Triethylamin ist bei diesem FlieBmittel verzichtet worden, da er
offensichtlich  keine  Verbesseruung darstellt  (Abbildung 2.7.). Das

Injektionsvolumen wurde zur Verbesserung der Empfindlichkeit auf 20ul erhdht.

1-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDA)

NH,

Absorption
N

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Abb. 2.8.: Trennung von 3,4-MDA 1
Chiradex"; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Methanol

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 | Peak 1 Peak?2 Peakl1l Peak?2 Peakl Peak2| R a

26,21 | 28,24 | 0,82 | 0,55 | 1,07 1,43 | 3302 | 2150 |0,95/1,08

Tab. 2.4.:  Chromatographische Parameter fiir die Trennung von 1
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N-Methyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDMA)
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Abb. 2.9.: Trennung von 3,4-MDMA 2
Chiradex"; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Methanol

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 | Peak 1 Peak?2 Peakl1l Peak?2 Peakl Peak2| R a

44,68 | 49,18 | 0,74 | 092 | 1,47 1,64 | 5142 | 4981 [1,70/1,10

Tab. 2.5.:  Chromatographische Parameter fiir die Trennung von 2

N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin

o
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Abb. 2.10.: Trennung von N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin 11
Chiradex"; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Methanol
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Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 Peak1l Peak?2 Peakl1l| Peak2 [Peakl1l Peak2| R a

61,99 | 70,51 | 0,46 0,77 4,13 3,53 1246 | 2214 |1,31|1,14

Tab. 2.6.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 11

Die Auflosung R in Abhangigkeit vom Pufferanteil ist in Abbildung 2.10.

dargestellt.
N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin
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Abb. 2.10.: Auflésung R bei unterschiedlichem Pufferanteil

1-(2,3-Methylendioxyphenyl)-2-butanamin (2,3-BDB)

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 | Peak 1 Peak?2 Peakl1l Peak?2 Peakl Peak2| R a

11,27 | 12,73 | 0,72 0,69 1,20 0,99 485 917 |0,78|1,13

Tab. 2.7.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 14
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N-Acetyl-1-(2,3-methylendioxyphenyl)-2-butanamin (2,3-AcBDB)
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Abb. 2.12.: Trennung von 2,3-AcBDB 17
Chiradex"; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Methanol

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 | Peak 1 Peak?2 Peakl1l Peak?2 Peakl Peak2| R a

23,13 | 28,60 | 1,00 0,90 1,17 1,53 2153 | 1944 |2,38|1,24

Tab. 2.8.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 17

N-Methyl-1-(4-hydroxyphenyl)-2-propanamin (para-Hydroxymethamphetamin)

NH

HO |
CHj

J

Absorption
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Abb. 2.13.: Trennung von para-Hydroxymethamphetamin 29
Chiradex”: 90% Ammoniumacetat 0.1M pH 7.0 / 10% Methanol
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Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 | Peak 1 Peak?2 Peakl1l Peak?2 Peakl Peak2| R a

18,28 | 20,01 | 0,69 0,69 0,86 1,10 2503 | 1833 |1,03|1,09

Tab. 2.9.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 29

2.2.1.2. Ergebniszusammenfassung der Trennung mit Methanol

Die Trennung von 3,4-MDMA nach Rizzi, Hirz, Cladrowa-Runge und Jonsson [93]
wurde nachvollzogen (Abbildung 2.4., 30°C). Durch Einstellung der Temperatur
ist die Trennung optimiert worden (Abbildung 2.6.). Die Unterschiede in der
Auflésung R von 1,54 (Tabelle 2.2., 21<C) und 1,70 (Tabelle 2.4., 21°C) bei der
Trennung von 3,4-MDMA mussen mit Veranderungen der Saule nach langerem
Einsatz erklart werden. Die Trennung von 3,4-MDMA (Abbildung 2.9.) bei 21<C
erfolgte mit einer neuen Saule, die lediglich mit dem Fliel3mittel konditioniert
wurde. Dagegen ist die Trennung aus Abbildung 2.6. in einer Serie entstanden,
die mit einer etwas alteren Saule erarbeitet worden ist. Die S&ule war ungefahr
3600 Minuten (2,5 Tage Dauerbetrieb) im Einsatz.

Mit diesem optimalen FlieBmittel sind wichtige chromatographische Bedingungen
festgesetzt worden. Die Saulentemperatur von 21°C ist ein Kompromif3 zwischen
einer optimalen Trennung, einer noch angemessenen Retentionszeit und einer
akzeptablen Peakbreite. Die Flie3geschwindigkeit ist bei 0,8ml/min belassen
worden. Die Injektion von 20ul erhéht die absolute Menge an Substanz auf der

Saule, ohne daR dabei Uberladungen zu beobachten sind.

Als weitere Verbindungen sind lediglich N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-
2-butanamin (Abbildung 2.10.), 2,3-BDB (Tabelle 2.7.), 2,3-AcBDB (Abbildung
2.12.) und para-Hydroxymethamphetamin (Abbildung 2.13.) mit Methanol als

Modifier getrennt oder angetrennt worden.

Da ebensfalls die Wahl des Modifiers eine grol3e Rolle spielt [96, 97], ist als

nachstes Methanol gegen Acetonitril ausgetauscht worden.
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2.2.1.3. Ammoniumacetat-Puffer mit Acetonitril

1-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDA)

Absorption
o

A~

0 5 10 15 20 25 30 35

Retentionszeit [min]

Abb. 2.14.. Trennung von 3,4-MDA 1
Cyclobond | 2000"; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Acetonitril

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 |Peak 1 Peak 2| Peak1l | Peak2 Peakl Peak?2| R a

22,22 | 21,72 | 0,32 0,36 0,62 0,88 5954 | 3376 |1,18|1,07

Tab. 2.10.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 1

Die Trennung von 3,4-MDA (Abbildung 2.14.) ist mit einer Auflésung von R = 1,18
nicht basisliniengetrennt. Die Peaks bei 16 bis 18 Minuten im Chromatogramm
sind unbekannte Verbindungen oder Systempeaks, die auch im Chromatogramm

dieser Verbindung von Brunnenberg, Kovar [35] zu beoachten sind.
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N-Methyl-

1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDMA)

Absorption

CHy j U
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Retentionszeit [min]

Abb. 2.15.: Trennung von 3,4-MDMA 2

Chiradex"”; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Acetonitril

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1

Peak 2 Peak 1 |Peak 2| Peak1l | Peak2 Peakl|Peak2| R a

32,59

35,60 | 0,97 0,86 1,39 1,55 3031 | 2910 |1,20|1,09

Tab. 2.11.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 2

N-Ethyl-

1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDE)

Absorption

0
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Abb. 2.16.: Trennung von 3,4-MDE 3

Chiradex"”; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Acetonitril
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Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl

[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 | Peak 1| Peak 2| Peak 1| Peak2 |Peak1l | Peak2| R a
18,00 | 19,42 | 0,55 0,29 1,27 1,64 1114 774 |0,57|1,09

Tab. 2.12.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 3

N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDPA)
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Abb. 2.17.. Trennung von ; 3,4-MDPA 4
Cyclobond | 2000"; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 /

10% Acetonitril

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 Peak1l Peak?2 Peakl1l | Peak2 |Peakl1l Peak?2| R a

22,73 | 24,81 | 0,28 0,38 1,08 1,89 2454 957 10,82|1,09

Tab. 2.13.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 4
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N-Methyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin (3,4-MBDB) und N-Ethyl-1-

(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin (3,4-EBDB)

7 2 M 2
< 2 |8
NH w
© | < <
c CHj ® ®
e}
I o)
o
n
2 <
o W
CoHs
5 10 15 20 25
Retentionszeit [min]
Abb. 2.18.: Trennung von 3,4-MBDB 8 und 3,4-EBDB 9
Chiradex"”; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Acetonitril
. Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
s [min] halber Hohe [min]
(2}
S |Peak 1 Peak?2 Peak1l Peak?2 Peakl Peak?2 | Peak1|Peak?2 R a
N
8 | 14,67 | 15,02 | 1,17 0,52 0,35 0,48 9958 | 5462 | 0,50 |1,02
9 | 17,53 | 18,20 | 0,84 0,69 0,58 0,63 5075 | 4563 | 0,65 1,04
Tab. 2.14.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 8 und 9

Eine Antrennung oder Trennung von 3,4-BDB 7 konnte unter diesen Bedingungen

nicht erreicht werden.
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N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin
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Abb. 2.19.: Trennung von N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin
11, Chiradex”; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Acetonitril

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 Peak1l Peak?2| Peakl1l Peak?2 Peakl1l Peak2| R a

55,70 | 61,18 | 0,55 0,50 1,94 2,35 4567 | 3766 |1,51(1,10

Tab. 2.15.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 11

Die Trennung von N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin ist mit
R = 1,51 basisliniengetrennt, jedoch mit nahezu 70 Minuten Gesamtlaufzeit sehr

lang.

Das N-Propyl-Derivat dieser Verbindung konnte mit den vorliegenden

chromatographischen Bedingungen nicht getrennt werden.
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N-Acetyl-1-(2,3-methylendioxyphenyl)-2-butanamin (2,3-AcBDB)
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Abb. 2.20.: Trennung von 2,3-AcBDB 17
Chiradex"”; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Acetonitril
Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 | Peak 1 | Peak 2 | Peak 1| Peak 2 |Peak1l | Peak2| R a

1491 | 16,68 | 1,10 1,15 0,80 0,90 1924 | 1904 |1,23|1,12

Tab. 2.16.:

Chromatographische Parameter fur die Trennung von 17

2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-butanamin
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Abb. 2.21.: Trennung von 2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-butanamin 22

Cyclobond | 2000"; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Acetonitril
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Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 Peak1l| Peak2 Peakl Peak2 |Peakl1l Peak2 R a

24,92 | 28,45 | 0,38 0,48 1,60 2,46 1344 741 |1,02|1,14

Tab. 2.17.:. Chromatographische Parameter fir die Trennung von 22

Auffallend bei der Trennung von 22 sind die sehr breiten Peaks, sowie deren

starkes Tailing.

1-(4-Methoxy)-2-propanamin (para-Methoxyamphetamin)

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 Peak1l Peak?2 Peakl1l | Peak2 |Peak1l Peak?2| R a

29,83 | 31,67 | 0,62 0,61 1,50 1,86 2199 | 1602 |0,65|1,06

Tab. 2.18.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von
para-Methoxyamphetamin 28

N-Methyl-1-(4-hydroxyphenyl)-2-propanamin (para - Hydroxymethamphetamin)

NH
HO |
CHj
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Abb. 2.22.: Trennung von para-Hydroxymethamphetamin 29
Cyclobond | 2000"; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 /
10% Acetonitril
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Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 Peak 1l Peak2 Peak1l| Peak2 |Peakl1l Peak2| R a

10,62 | 11,62 | 0,75 0,85 0,45 0,70 3177 | 1529 |0,86|1,08

Tab. 2.19.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 29

Zur Uberprifung, ob der richtige pH-Wert gewéahlt wurde, sind beispielhaft drei
unterschiedliche Einstellungen gewahlt worden. Die erfolgreiche Trennung von
N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin 11 wurde als
Modellverbindung getestet. Der untersuchte pH-Bereich ist auch nach der
Saulenspezifikation [94, 95] ausgewahlt worden. Aus diesem Grunde ist das
Flielmittel nicht saurer als pH 4,0 und nicht alkalischer als pH 7,0 eingestellt
worden. An dem Beispiel des N-lsopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-
butanamin (Abbildung 2.23.) zeigte sich ein optimaler pH bei neutralem Puffer.
Nicht nur die Trennung ist hier offensichtlich besser, sondern es konnte auch eine
ruhigere Basislinie beobachtet werden. Aus diesem Grunde ist zunachst im

neutralen Bereich gemessen worden.

pH 4,0

TSI

pH 7,0

Absorption
-

10 20 30 40 50 60 70

Retentionszeit [min]

Abb. 2.23.: Trennung von N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin
11, Chiradex”; 90% Ammoniumacetat 0,1M pH 7,0 / 10% Acetonitril
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Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]
pH |Peak 1 | Peak 2 | Peak 1 | Peak 2| Peak1l | Peak2 |Peak 1l Peak?2| R a

4,0 24,05 | 26,29 | 0,76 0,72 1,96 1,94 832 1012 |0,67 1,09

5,3| 31,69 | 34,70 | 0,89 0,83 1,89 2,17 1574 | 1421 |0,87|1,09

7,0/ 55,70 | 61,18 | 0,58 0,51 1,95 2,33 4536 | 3809 |1,50/|1,10

Tab. 2.20.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 11

2.2.1.4. Ergebniszusammenfassung der Trennung mit Acetonitril

3,4-MDA (Abbildung 2.14.) konnte mit diesem Fliel3mittel getrennt werden.

Eine Trennung von 3,4-MDMA wurde, auch unter Zusatz von Acetonitril,
beobachtet (Abbildung 2.15.). Die Homologe 3,4-MDE (Abbildung 2.16.) und
N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (Abbildung 2.17.) konnten
mit einer sehr viel schlechteren Auflésung lediglich angetrennt werden (Tabelle
2.12.und 2.13)).

Durch Einsatz von Acetonitril lieBRen sich auch 3,4-Methylendioxy-
Butanaminderivate antrennen. Eine Enantiomerentrennung von N-Methyl-1-(3,4-
methylendioxyphenyl)-2-butanamin (3,4-BDB) wurde zwar nicht erreicht, jedoch
trennten sich 3,4-MBDB und 3,4-EBDB an (Abbildung 2.18.).
N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin 11 konnte mit einem
hervorragenden R-Wert von 1,51 innerhalb von 70 Minuten getrennt werden
(Abbildung 2.19.).

Von den 2,3-Methylendioxybutanaminderivaten liel3 sich lediglich 2,3-AcBDB
trennen (Abbildung 2.20.). Die Verbindungen 22 liel3 sich mit einem R - Wert von
1,02 zwar trennen, jedoch sind die Peaks mit ungefahr 3 Minuten sehr breit
(Abbildung 2.21.) Ahnliches gilt fir die Verbindung 28. Auch diese Peaks sind breit

und zudem ist die Trennung schlechter (Tabelle 2.18.).

Der optimale pH-Wert fir die Trennung ist mit diesem Flie3mittelgemisch
beispielhaft getestet worden (Abbildung 2.23.). Eindeutig ist der verwendete Puffer
im neutralen pH-Bereich zu bevorzugen. Bei diesem pH ist weiter gearbeitet
worden, da die Lebensdauer der CSP vom eingestellten pH des FlieBmittels

abhangig ist und dieser pH Wert im Bereich pH 3,5 bis 7,5 der Saulenspezifikation
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[94, 95] liegt. Bei Verwendung von alkalischen Eluenten kann es zur Hydrolyse
des Silicagels kommen, bei sauren Eluenten kann wegen der Instabilitdt des

Cyclodextrins die CSP zerstért werden.

2.2.1.5. Vergleich der Modifier Methanol und Acetonitril

1 2 3 4 8 9| 11 17 22 28 29

Methanol | 0,95 | 1,70 - - - - 1,31 | 2,38 - - 1,03

Acetonitril | 1,18 | 1,20 | 0,57 | 0,82 | 0,50 | 0,65 | 1,51 | 1,23 | 1,02 | 0,65 | 0,86

Tab. 2.21.: Auflésung R der mit je 10% Methanol und Acetonitril getrennten
Verbindungen

Unter Acetonitril sind mehr Substanzen getrennt worden als mit Methanolzusatz
(Tabelle 2.21.). Die Retentionszeiten unter Einsatz von Acetonitril sind, soweit die
Verbindungen unter Methanol getrennt werden konnten, kirzer. Die Peaks sind
unter Acetonitril symmetrischer. Die Trennungen unter Acetonitril sind hinsichtlich
ihrer Auflosung fir die Verbindungen 2, 17 und 29 schlechter. Die Substanz 1 und
11 trennen sich jedoch besser. Die Trennung wird aber auch deshalb besser, da

die Peakbreite um die Halfte kleiner wird.

Trotz zum Teil verschlechteter Trennung werden mit Acetonitrii mehrere
Substanzen zumindest angetrennt. Dies |a3t auf eine zunehmende Affinitat der
Substanzen zum (-Cyclodextrin unter diesem Modifier schlieRen. Der
Acetonitrilzusatz hat also die Affinitat der Enantiomere zur B-Cyclodextrinphase
erhoht. Dies ist auch an der Anzahl der getrennten oder angetrennten Substanzen

zu erkennen. Desweiteren verbessert er die Peaksymmetrie erheblich.

Neben dem Modifier und der Temperatur, wie oben beschrieben, ist ebenfalls der
pH - Wert des Fliel3mittels von Wichtigkeit (Abbildung 2.23.).

Die gefundenen Trennungen mit diesem FlieBmittel stellen eine weitgehende

Optimierung der in der Literatur bislang bekannten Trennungen dar.
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2.2.2. Kaliumphosphat — Puffer

2.2.2.1. Kaliumphosphat - Puffer mit Methanol

Sadeghipour und Veuthey haben 1998 eine Trennung an [-Cyclodextrin von
3,4-MDA, 3,4-MDMA, 3,4-MDE und 3,4-MBDB veroffentlicht [94]. Als Puffer diente
den Autoren ein Kaliumphosphat-Puffer, 0,1M, pH 6,5 (Puffer 2). Als Modifier
wurde Acetonitril verwendet. Um die oben begonnene Systematik beizubehalten,
werden hier zunachst die Trennungen an Methanol beschrieben. Der Puffer
bestent aus Kaliumdihydrogenphosphat/ Dikaliumhydrogenphosphat 0,1M,
versetzt mit 1% TEA, eingestellt auf pH 6,5.

. Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl

s [min] halber Hohe [min]

§ Peak 1| Peak2 |Peak 1l |Peak?2| Peak1l |Peak 2 Peak 1| Peak 2 R a
(J,.) 52,29 | 56,39 1,04 1,25 2,17 2,26 3207 | 3449 | 1,09 (1,08
2 | 58,23 | 64,80 1,00 1,16 2,03 2,31 | 4543 | 4372 | 1,78 |1,11
3 | 67,67 | 75,09 1,00 0,96 2,58 2,93 3812 | 3630 | 1,58 |1,11
4 | 68,29 | 75,73 0,70 0,61 3,75 4,32 1834 | 1702 | 1,08 |1,11
7 | 24,23 | 25,32 0,22 0,12 0,95 2,08 3578 821 | 0,42 |1,04
8 | 80,71 | 83,93 0,96 0,47 3,24 3,72 3428 | 2817 | 0,54 (1,04
9 | 9948 | 104,97 | 1,24 1,00 5,22 4,67 2011 | 2788 | 0,65 |1,06
11 Retentionszeit > 120 min

16 | 10,31 | 11,00 0,81 0,71 0,51 0,65 2264 | 1611 | 0,71 |1,07
18, 9,97 | 10,46 1,14 0,8 0,71 0,49 3217 | 2529 | 0,64 |1,05
22| 71,21 | 81,36 1,01 0,85 3,98 4,73 1774 | 1637 | 1,37 |1,14
28| 26,86 | 28,23 1,02 0,70 1,28 1,41 2458 | 2238 | 0,61 |1,05
29| 29,53 | 32,72 1,03 1,03 1,09 1,21 | 4092 | 4029 | 1,63 1,11
30| 52,47 | 55,66 0,85 0,59 2,94 3,31 1762 | 1566 | 0,60 | 1,06
32| 17,41 | 18,28 1,14 0,37 0,93 1,42 1925 923 | 0,44 |1,05
33| 20,10 | 21,51 0,85 0,54 1,23 1,23 1480 | 1684 | 0,67 | 1,07
34 | 14,12 | 14,93 0,87 0,60 0,69 0,77 2296 | 2066 | 0,65 |1,06

Tab. 2.22.: Chromatographische Parameter fiir die Trennung an Chiradex" mit
90% KH,PO4/K;HPO, 0,1M + 1% TEA pH 6,5/ 10% Methanol
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Die Daten in Tabelle 2.22. zeigen, dal3 sich mit diesem Puffer zwar zusétzliche
Methylendioxyamphetamin-Derivate trennen lassen, die sich mit Ammoniumacetat
nicht trennen lieRen (Substanz 7, 16, 18, 30, 32, 33, 34), jedoch die Qualitat der
Trennung meistens schlecht geworden ist. Entweder sind die Retentionszeiten
sehr grof3 (Trennung von 3,4-MDMA 2 oder 3,4-MDE 3), oder die Trennung erfolgt
nur mit einer geringen Auflésung (Trennung von 3,4-BDB 7). Kommen beide
Faktoren gleichzeitig zum Tragen (Trennung von 3,4-MBDB 8 oder para-
Chloramphetamin 30), kann nicht davon ausgegangen werden, dafl} diese
Bedingungen zu einer Routinemethode fuhren. Bei genauerer Analyse der
Peakbreite fallt auf, dal3 einige Derivate (3,4-MDA 1, 3,4-MDMA 2, 3,4-MDE 3)
sehr gute Symmetriewerte aufweisen, einige jedoch wegen eines starken
Frontings (3,4-EBDB 9) oder Tailings (3,4-BDB 7 oder N-Propyl-1-(3,4-
methylendioxyphenyl)-2-propanamin 4) sehr schlecht sind. Eine Trennung von
N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin 11 konnte zwar erzielt
werden, jedoch war die Retentionszeit mit mehr als 120 Minuten ausgesprochen

lang. Die einzelnen Peaks waren mit mehr als 10 Minuten ungewdhnlich breit.

Als n&chstes ist die Menge des Modifiers Methanol erhdéht worden (Tabelle 2.23.).

. Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl

s [min] halber Hohe [min]

§ Peak 1| Peak2 | Peak 1 | Peak 2 | Peak 1| Peak 2 | Peak 1| Peak 2 R a
(J,.) 11,84 | 12,41 | 1,37 0,95 0,54 0,52 2652 | 3129 | 0,63 | 1,05
217,41 | 18,80 | 0,50 0,32 0,61 0,79 4561 | 3163 | 1,17 | 1,08
3 | 47,53 | 53,22 | 0,57 0,68 2,15 2,48 2700 | 2551 | 1,44 | 1,12
4 | 50,22 | 56,19 | 1,15 1,12 1,95 2,22 3662 | 3550 | 1,68 | 1,12
11| 26,60 | 29,13 | 0,65 0,59 0,89 1,06 4913 | 4185 | 1,52 | 1,10
22| 44,85 | 51,10 | 1,05 0,86 2,45 2,67 1862 | 2024 | 1,43 | 1,14
29| 9,00 9,33 0,39 0,21 0,28 0,56 5589 | 1565 | 0,47 | 1,04
33| 15,74 | 16,54 | 1,28 0,65 0,74 1,01 2487 | 1472 | 0,54 | 1,05
34| 7,05 7,20 0,86 0,30 0,13 0,27 16619 | 4037 | 0,44 | 1,02

Tab. 2.23.: Chromatographische Parameter fiir die Trennung an Chiradex" mit
80% KH,PO4/K;HPO, 0,1M + 1% TEA pH 6,5/ 20% Methanol
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Dies fuhrte bei den meisten Verbindungen 7, 8, 9, 16, 18, 28, 30, 33, 34 dazu, daf}
eine Trennung nicht mehr eintrat. Bei allen Verbindungen verkirzte sich die
Retentionszeit um etwa 20 Minuten. 3,4-MDMA 2 und N-Isopropyl-1-(3,4-
methylendioxyphenyl)-2-butanamin 11 werden nun in einer zufriedenstellenden
Zeit getrennt. N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin 4 weist ein
Fronting auf. Die Trennung dieser Substanz erfolgt zwar mit einer guten Auflésung

R, ist jedoch mit einer Laufzeit von ca. 60 Minuten noch sehr lang.

Methanol als Modifier verbesserte die Trennungen. Diese Versuche sind in
Tabelle 2.24. wiedergegeben. Die Pufferkonzentration wurde von 0,1 M auf 1 M
angehoben. Diese fir die HPLC sehr konzentrierten Puffer bereiten jedoch
erhebliche Schwierigkeiten. Insbesondere das Erzielen einer guten Basislinie war
aullerst schwierig. Desweiteren muf3 mit Auskristallisationen des Puffers in der
Anlage gerechnet werden. Auch die Belastung der Saule ist erheblich, so dal3 sich

die Lebensdauer stark verkirzt.

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]
Peak 1 Peak 2 Peak 1| Peak2 | Peakl1l Peak2 |Peak1l | Peak2 R a
22,80 | 25,30 | 0,85 0,88 1,31 1,59 1678 | 1401 | 1,01 | 1,11
15,51 | 17,58 | 0,60 0,57 0,71 0,87 2622 | 2255 | 1,54 | 1,13

= 'Substanz

N
N

Tab. 2.24.: Chromatographische Parameter fir die Trennung der Substanzen
11 und 22 an Chiradex” mit 90% KH,PO4/K;HPO4 1,0M + 1% TEA
pH 6,5/ 10% Methanol

2.2.2.2. Ergebniszusammenfassung der Trennungen mit Methanol

Methanol hat sich mit diesem Phosphatpuffer als problematisch herausgestellit.
Insbesondere das Peaktailing oder Peakfronting mul3 hier als Nachteil erwahnt
werden, da eine Quantifizierung nur schwer moglich wird. Aber auch die lange
Retentionszeit der Trennungen sind von Nachteil. Insbesondere ist die Trennung
von 11 hervorzuheben. Dennoch ist diese Trennung als bemerkenswert zu
benennen, da sie die Affinitdt der Verbindung zum (-Cyclodextrin mit dem

verwendeten FlieBmittel unter Beweis stellt.
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Einige Trennungen lassen sich mit einem héheren Methanolanteil in kirzerer Zeit
noch gut trennen. Dies gilt insbesondere fiir die Verbindungen 2, 3, 4, 11 und 22
(Tabelle 2.19.).

Die Erh6hung der Pufferkonzentration von 0,1 auf 1,0 M hat zu keinen weiteren
Trennungen gefuhrt. Lediglich 22 konnte mit einer gro3eren Auflésung von R=1,54
(Tabelle 2.24.) getrennt werden. Die Verbindung ist jedoch schon vorher mit einer
sehr guten Trennung von R=1,43 (Tabelle 2.23.) und R=1,37 (2.22.) getrennt
worden. Die Erh6hung des Pufferanteils ist somit flr diese Verbindungen nicht
sinnvoll. Durch den hohen Puffergehalt kommt es erfahrungsgemal zu
Schwierigkeiten, eine ruhige Basislinie in der Chromatographie zu erreichen.
Wahrscheinlich ist dies auf die Volumenkontraktion beim Mischen von Methanol
mit Wasser zurtckzufuhren. Dieser nachteilige Effekt wird durch die hohe
Pufferkonzentration noch verstarkt, da es moglicherweise zu Kristallisationen in
der HPLC — Anlage kommen kodnnte. Optimal ist folglich eine Pufferkonzentration
von 0,1M fur dieses Flielmittel.

Eine Gesetzmalligkeit hinsichtlich der Abh&ngigkeit des Alkylierungsgrades am
Stickstoffatom der 3,4-Methylendioxyamphetamine von dem Grad der Trennung
kann beobachtet werden (Tabelle 2.22.): Fir die 3,4-Methylendioxyverbindungen
der Propanaminreihe ist eine Methyl- 2 oder Ethyl- 3 N-Alkylierung fur eine
Basislinientrennung entscheidend. Die 3,4-Methylendioxy-Butanamine 7 - 9 lassen
sich mit zunehmendem Alkylierungsgrad besser trennen, wobei die nicht alkylierte
Verbindung 3,4-BDB lediglich angetrennt wird. Die N-Propyl-, N-Hydroxy und N-
Hydroxy-N-methyl- Derivate 10, 12, 13 lassen sich jedoch nicht trennen. Die
Trennungen der Propanamin-Reihe sind jedoch im Vergleich zu denen der
Butanamin-Reihe deutlich besser in ihrer Auflosung (Tabelle 2.22.). Bei
Betrachtung von Amphetamin 32 und Methamphetamin 33 fallt ebenfalls auf, daf}
das sekundére Amin besser getrennt wird als das primdre Amin. Als einzige
2,3-Methylendioxy — Derivate konnten die Verbindungen 18 und 22 getrennt
werden. Auch bei den Verbindungen 28, 29 und 30 ist die N-Methylverbindung

besser getrennt worden.
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2.2.2.3. Kaliumphosphat-Puffer mit Acetonitril

1-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDA)

S 8 8
] ] ]
Q Q Q
< < < (0]
X X X
3 X 2 \H
. | 2
C M
9
=
o
[%2]
Q
) “
WAt _
5 10 15 20 25
Retentionszeit [min]

Abb. 2.24.. Trennung von 3,4-MDA 1
Cyclobond | 2000"; 90-70% KH2PO/K,HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /

10-30% Acetonitril

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
E -*g - [min] halber Hohe
3 S, [min]
<

Peak 1| Peak 2 | Peak 1 | Peak 2 | Peak 1| Peak 2 | Peak 1 | Peak 2| R a

16,30 | 17,44 | 0,25 0,23 0,53 0,69 | 5304 | 3572 |1,10|1,07
8,31 8,62 0,51 0,46 0,21 0,30 | 9065 | 4518 |0,73|1,04
30 6,66 6,82 0,86 0,52 0,26 0,18 | 3535 | 7686 |0,40|1,02

=
o

N
o

Tab. 2.25.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 1 bei
unterschiedlichem Acetonitrilanteil
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Die Auflosung R in Abh&ngigkeit vom Pufferanteils ist in Abbildung 2.25.

dargestellt.
3,4-MDE
: 1,31
x L5 1.1
o
c 1
>
%2}
O 05-
=)
< : :
95 90 80 75 70 60
Puffer [%]

Abb.: 2.25.: Auflésung R bei unterschiedlichem Pufferanteil

N-Methyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDMA)

Da fur 3,4-MDMA ein Enantiomer zur Verfigung stand, konnte die

Enantiomerenreihenfolge festgestellt werden (Abbildung 2.24.).

Razemat

<O ﬂ 48-(+)—MDMA
NH '(/
o

CH,

Absorption

J

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Abb.2.26.. Trennung von 3,4-MDMA 2
Chiradex"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
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Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]
Peak 1 Peak 2 Peak1l Peak?2 Peakl1l | Peak2 |Peak1l Peak?2| R a
25,55 | 28,39 | 0,40 | 0,36 0,71 0,89 7105 | 5680 |2,09/1,11
Tab. 2.26.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 2

Die Auflosung R in Abh&ngigkeit vom Pufferanteils ist in Abbildung 2.27.

dargestellt.
3,4-MDMA
B 1,8
Ll 1,57
> 15 - 1,24
C 1
2 1-
o)
5 05-
2 0,48
0 1 1 1 1 1 1 1
95 90 85 80 75 70 65
Puffer [%]
Abb.: 2.27.: Auflésung R bei unterschiedlichem Pufferanteil
N-Ethyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDE)
0 n
.| ¢ ﬂ
o
0 o) '|\'H
g
o CoHs
>
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— J
0 5 10 15 20 25 30
Retentionszeit [min]
Abb. 2.28.: Trennung von 3,4-MDE 3

Cyclobond | 2000": 90% KH,PO4JK,HPO, 0,1M + 1% TEA pH 6,5/
10% Acetonitril
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Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 | Peak 1| Peak 2| Peak1l | Peak2 |Peak1l|Peak2 R a
23,51 | 25,76 | 0,82 0,82 0,75 0,80 5460 | 5757 |1,71/1,10

Tab. 2.27.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 3

Die Auflosung R in Abh&ngigkeit vom Pufferanteils ist in Abbildung 2.29.

dargestellt.

3,4-MDE

Auflésung R
[

90 85 80 75 70 60
Puffer [%]

Abb.: 2.29.: Auflésuna R bei unterschiedlichem Pufferanteil

N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDPA)

o
< NH
© |
[
g C3H7
o
o
[%2)
o}
< J
0 10 20 30 40 50
Retentionszeit [min]

Abb. 2.30.: Trennung von 3,4-MDPA 4,
Chiradex"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /

10% Acetonitril
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Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 Peak1l Peak?2| Peak1l Peak2 Peakl Peak2 R a

48,44 | 53,13 | 0,71 0,52 2,09 2,41 2986 2685 | 1,22 | 1,10

Tab. 2.28.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 4

Die Auflésung R in Abhangigkeit vom Pufferanteil ist in Abbildung 2.31. dargestelit.

3,4-MDPA

1,4 -
1,2 - 21

1- 0,75
0,8 |
0,6
0,4
0,2 |

—¢ 0,68

Auflésung R

90 80 75
Puffer [%]

Abb. 2.31.: Auflésung R bei unterschiedlichem Pufferanteil

N-Methyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin (3,4-MBDB) und N-Ethyl-1-
(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin (3,4-EBDB)

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]
Peak 1 Peak 2 Peak 1| Peak2 Peak 1| Peak2 |Peakl1l Peak2| R a
36,81 | 38,07 | 1,03 0,54 1,32 1,43 4287 | 3926 |0,54(1,03
43,95 | 46,06 | 1,25 1,12 1,61 1,95 4112 | 3087 |0,70(1,05

©| | Substanz

Tab. 2.29.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 3,4-MBDB 8
und 3,4-EBDB 9; Chiradex", 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA
pH 6,5/ 10% Acetonitril
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N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin

Da fur die Routineanwendung eine stabile Retentionszeit von grol3er Bedeutung
ist, wird in Abbildung 2.32. beispielhaft eine dreifache Injektion der Standardlésung

abgebildet. Tabelle 2.30. zeigt die ermittelten chromatographischen Parameter.

O ﬂ

c < NH
5 o I
8 CH
3 / \
2 CH,q CH,
<C

,‘__‘L'_J . o _ y

0 10 20 30 40 50

Retentionszeit [min]

Abb. 2.32.: Trennung von N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin 11,
drei Ubereinandergelegte Laufe
Cyclobond | 2000"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /

10% Acetonitril
Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak2 Peak 1l Peak2 Peak1l| Peak2 |Peakl1l Peak2| R a

Lauf1| 32,03 | 35,50 | 0,38 0,33 0,99 1,20 5838 | 4849 |1,87| 1,11
Lauf 2| 32,04 | 35,53 | 0,39 0,36 0,99 1,20 5841 | 4856 (1,88 1,11
Lauf 3| 32,00 | 35,50 | 0,39 0,37 1,01 1,19 5598 | 4957 |1,87| 1,11

Tab. 2.30.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 11

Die Auswertung der Retentionszeit des zuerst eluierenden Peaks mit einer
relativen Standardabweichung von lediglich 0,2% zeigt die Stabiliat der HPLC-
Saule (Tabelle 2.31.).
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Mittelwert [min] | 32,02

Standardabweichung [min]| 0,02

relative Standardabweichung [%]| 0,06

Tab. 2.31.: Statistische Parameter der
Retentionszeit fur die
Dreifachinjektion von 11

Die Auflosung R in Abh&ngigkeit vom Pufferanteils ist in Abbildung 2.33.

dargestellt.
N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin

2 _
nd
o 15
c
2 1
Q
5 . 0,52
2 0,5

0

90 80 75 70 60
Puffer [%]

Abb.: 2.33.: Auflésung R bei unterschiedlichem Pufferanteil
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N,N-Dimethyl-1-(2,3-methylendioxyphenyl)-2-butanamin (2,3-MMBDB), N-Ethyl-
1-(2,3-methylendioxyphenyl)-2-butanamin (2,3-EBDB) und N-Acetyl-1-(2,3-
methylendioxyphenyl)-2-butanamin (2,3-AcBDB)

FO
(@]
o

a @ 3
g m 1) CH, CH,
= o 5

) ™
™ N N
N

Absorption
?v
|
0O—2
'\El: I

0 5 10 15 20 25

Retentionszeit [min] CH,

Abb. 2.34.. Trennung von 2,3-EBDB 16, 2,3-AcBDB 17 und 2,3-MMBDB 18
Chiradex"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /

10% Acetonitril
N Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
ﬁ [min] halber Hohe [min]
(}; Peak 1 Peak 2 Peak 1| Peak2 Peak 1| Peak2 |Peakl1l Peak?2| R a
16 |7,856 8,454 | 0,92 0,85 0,39 0,44 2210 | 2045 |0,84|1,08
17 |16,14 17,41 | 1,34 0,78 1,26 1,05 912 1527 |0,65|1,08
18 9,92 10,64 | 0,96 0,91 0,48 0,53 2333 | 2207 |0,84|1,07

Tab. 2.32.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 16, 17 und 18

Wie hier gezeigt wurde besteht flir diese 3 Razemate der 2,3-Methylendioxy-
Verbindungen aus der Butanamin-Reihe eine  Affinitdt zu der
B-Cyclodextrinkavitat. Bemerkenswert ist, dal’ die Verbindungen 14 und 15, also
die am Stickstoff nicht substituierte Verbindung 2,3-BDB und die am Stickstoff
methylierte Verbindung 2,3-MBDB, nicht angetrennt werden konnten.
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2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-butanamin

5 o NH,
e <
o}
é o)
1'\"' J
0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 18
Retentionszeit [min]
Abb. 2.35.: Trennung von 2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-butanamin 22
Cyclobond | 2000"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
10% Acetonitril
Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]
Peak 1| Peak 2 | Peak 1 | Peak 2| Peak 1l | Peak2 |Peak1l Peak2| R o
13,93 | 15,57 | 0,57 0,53 0,39 0,45 7071 | 6736 |2,31|1,12
Tab. 2.33.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 22

Die Auflosung R in Abhangigkeit vom Pufferanteils ist in Abbildung 2.36.

dargestellt.

Auflésung R

2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-butanamin

2,41

2,31

95 90 85 80 75 70 65 60
Puffer [%]

Abb.: 2.36.: Auflésung R bei unterschiedlichem Pufferanteil
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Die Abhéangigkeit der Trennung und der Aufldsung von der Konzentration zeigen
Abbildung 2.37. und Tabelle 2.34..

920pug/ml Razemat

Z

Absorption

73pg/ml Razemat

0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 18

Retentionszeit [min]

Abb.: 2.37.: Trennung von 2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-butanamin 22
unterschiedlicher Konzentrationen
Cyclobond | 2000"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /

10% Acetonitril
Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
= E [min] halber Héhe
R m
8 2 [min]

Peak 1 | Peak 2 | Peak 1 | Peak 2 | Peak 1 | Peak 2 | Peak 1 | Peak 2| R a
920| 12,97 | 14,49 | 0,23 0,19 0,58 0,77 2771 | 1946 |1,32|1,12
73 13,93 | 15,57 | 0,57 0,53 0,39 0,45 7071 | 6736 |2,31|1,12

Tab. 2.34.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 22
unterschiedlicher Konzentrationen

Bei einer ausgesprochen guten Trennung, wie sie hier fur die Verbindung 2-(3,4-
Methylendioxyphenyl)-butanamin 22 vorliegt, lalt sich der Einsatz der
B-Cyclodextrinphase fur eine semipraparative Trennung diskutieren. Wie aus
Abbildung 2.37. hervorgeht, so ist auch bei 920ug/ml Razemat die Saule noch in
der Lage, eine Basislinientrennung zu erreichen. In Verbindung mit der kurzen
Laufzeit in diesem Fall konnten die Enantiomeren bei entsprechender

Fraktionierung gut gesammelt werden.
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1-(4-Methoxyphenyl)-2-propanamin (para-Methoxyamphetamin)

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl

[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 | Peak 1| Peak 2| Peak1l | Peak2 |Peak1l|Peak2 R a
21,96 | 23,02 | 0,93 0,74 0,93 1,08 3094 | 2512 |0,62|1,05

Tab. 2.35.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 28

N-Methyl-1-(4-hydroxyphenyl)-2-propanamin (para-Hydroxymethamphetamin)

NH

HO |
CHj

Absorption

J\

0 5 10 15 20 25 30 35

Retentionszeit [min]

Abb. 2.38.: Trennung von para-Hydroxymethamphetamin 29
Chiradex"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
10% Acetonitril

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl

[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 | Peak 1| Peak 2| Peak1l | Peak2 |Peak1l|Peak2 R a
22,30 | 24,62 | 0,73 0,72 1,09 1,15 2306 | 2525 |1,21/1,10

Tab. 2.36.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 29
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Die Auflosung R in Abhangigkeit vom Pufferanteils ist in Abbildung 2.39.
dargestellt.

para-Hydroxymethamphetamin
x 2 1,51
€ 15 1,14 1.02
:§ 1 0,87 0.64
% 0,5 0,56
< 0 -
95 90 85 80 75 65
Puffer [%0]
Abb. 2.39.: Auflésung R bei unterschiedlichem Pufferanteil
1-(4-Chlorphenyl)-2-propanamin (para-Chloramphetamin)
c Amphetamin- NH,
o
I3 Verunreinigung Cl
2
<
‘IW M J
0 5 10 15 20 25 30 35
Retentionszeit [min]

Abb. 2.40.: Trennung von para-Chloramphetamin 30

Cyclobond | 2000": 90% KH,POJ/K,HPO, 0,1M + 1% TEA pH 6,5/
10% Acetonitril

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 | Peak 1| Peak 2| Peak1l | Peak2 |Peak1l|Peak2 R a

20,89 | 22,20 | 0,22 0,24 0,83 1,27 3539 | 1693 |0,73 /1,06

Tab. 2.37.. Chromatographische Parameter fir die Trennung von 30
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1-(Phenyl)-2-propanamin (Amphetamin) und N-Methyl-1-(phenyl)-2-propanamin

(Methamphetamin)

£
IS
©
@
<
3
c
g &
g 5]
% =
I NH
< |
CH,
NH,
c
9
=
o
(2]
Q
<
b 5 iO i5 éO 25
Retentionszeit [min]
Abb. 2.41.: Trennung von Amphetamin 32 und Methamphetamin 33
Cyclobond | 2000"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
10% Acetonitril
N Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
g [min] halber Hohe [min]
(}; Peak 1| Peak 2 | Peak 1 | Peak 2 Peak 1| Peak 2 [ Peakl1l Peak2| R a
32 11,72 12,39 | 0,23 0,21 0,42 0,68 4249 | 1837 | 0,70 |1,06
33 |[15,06 16,13 | 0,33 0,21 0,42 0,61 7010 | 3918 | 1,22 |1,07
Tab. 2.38.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 32 und 33
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2-(Methylamino)-propiophenon (Methcathinon)

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl

[min] halber Hohe [min]
Peak 1 Peak 2 Peak1l Peak?2 Peak1l | Peak2 |Peak1l Peak?2| R a

9,22 9,69 0,80 0,67 | 0,3831 | 0,4569 | 3208 | 2492 |0,66|1,05

Tab. 2.39.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 34

2.2.2.4. Ergebniszusammenfassung der Trennung mit Acetonitril

Alle untersuchten 3,4-Methylendioxyamphetamine vom Propanamin-Typ konnten
mit Acetonitril gut getrennt werden. Es trennt sich auch hier das primare Amin
3,4-MDA am schlechtesten. Auch N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-
propanamin trennt sich wie schon unter Methanol beobachtet etwas schlechter
innerhalb dieser homologen Reihe. Die Elutionsreihenfolge fir 3,4-MDMA konnte
mit Hilfe der enantiomerenreinen Verbindung S-(+)-MDMA ermittelt werden
(Abbildung 2.26.). Das R-(-)-Enantiomer eluiert vor dem S-(+)-Enantiomer. Die
Enantiomerenreihenfolge ist damit gleich der in der Literatur fir B-Cyclodextrin
chiralen stationaren Phasen beschriebenen [35, 94].

Die gefundene Elutionsreihenfolge der Verbindungen 3,4-MDA, 3,4-MDMA und
3,4-MDE ist analog der von Sadeghipour und Veuthey an der Cyclobond | 2000"
gefundenen Elution der Enantiomerenpaare [94]. Da in der veroffentlichten Arbeit
keine genaue Auflésung R flr die Enantiomerentrennung angegeben ist, kann die
Auflésung der Peaks lediglich abgeschatzt werden. Die Auflésung der hier
getrennten Verbindungen sind unter Abschétzung etwas besser als die in der
Literatur beschriebenen [94]. Der Vergleich mit den Trennungen von 3,4-MDA und
3,4-MDE an Chiradex” [35] zeigen die gleiche Elutionsreihenfolge der
Enantiomerenpaare. Ein Unterschied zwischen den Saulen, die beide
Arbeitsgruppen verwendet haben, scheint nicht zu bestehen. Die Saulen
Cyclobond | 2000 und Chiradex” unterscheiden sich nicht in ihren
Trenneigenschaften oder ihrer Elutionsreihenfolge. Auch die Stabilitat der beiden
Phasen sind gleich. Aus diesem Grunde sind die hier prasentierten Trennungen

sowohl auf Cyclobond | 2000" wie auch Chiradex” entstanden.
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Die literaturbekannten Trennungen der 3,4-Methylendioxypropanamine mit diesem
Flielmittel [35, 94] wurden hinsichtlich der Auflosung verbessert.

Die 3,4-Methylendioxybutanamine 3,4-MBDB 8 und 3,4-EBDB 9 konnten nur
angetrennt werden (Tabelle 2.29.). N-lsopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-
butanamin 11 wurde mit R = 1,8 ausgezeichnet getrennt (Tabelle 2.30.).
Verbindungen des 2,3-Methylendioxybutanamin-Typs lieRen sich antrennen
(Abbildung. 2.34.).

Para-Methoxyamphetamin 28 konnte nur angetrennt werden (Tabelle 2.35.),
wohingegen die parastandig hydroxylierte und am Stickstoff methylierte
Verbindung 29, para-Hydroxymethamphetamin, sich sehr gut trennen liel3
(Abbildung 2.38.)

Vergleicht man die Trennungen von Amphetamin und Methamphetamin
(Abbildung 2.40.) sowie die Amphetaminderivate para-Hydroxymethamphetamin
(Abbildung 2.38.), para-Methoxyamphetamin (Tabelle 2.35)) und
para-Chloramphetamin (Abbildung 2.40.), so fallt auf, dal3 wie auch bei den
3,4-Methylendioxyamphetaminen vom Propanamin-Typ die primaren Amine
besser getrennt werden als die sekundaren Amine.

Die Trennung von Amphetamin und Methamphetamin ist &hnlich der von Makino
und Suzuki 1996 [93] vorgestellten Trennung auf einer Ultron-ES-CD — Phase

ebenfalls einer native 3-Cyclodextrinphase [95, 98].

2.2.2.5. Vergleich der Modifier Methanol und Acetonitril
Substanzen von Propanamin- Substanzen von Butanamin-
Typ Typ
1 2 3 4 7 8 9 11
Methanol 1,09 1,78 1,58 1,08 0,42 0,54 0,65 -
Acetonitril 1,10 2,09 1,71 1,22 - 0,54 0,70 1,87

Tab. 2.40.: Auflésung R der mit Methanol und Acetonitril getrennten
3,4-Methylendioxy-Verbindungen
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Substanzen von

Butanamin-Typ

16 17 18 22
Methanol | 0,71 - 0,64 Methanol | 1,37
Acetonitril| 0,84 | 0,65 | 0,84 Acetonitril| 1,32

Tab. 2.41.: Auflésung R der mit Methanol Tab. 2.42.: Auflésung R der

und Acetonitril getrennten 2,3- mit Methanol und

Methylendioxy-Verbindungen Acetonitril
getrennten
Verbindung

Substanzen vom Amphetamin-Typ

28 29 30 32 33 34
Methanol | 0,61 | 1,63 | 0,60 | 0,44 | 0,67 Methanol | 0,65
Acetonitril| 0,62 | 1,21 | 0,73 | 0,70 | 1,22 Acetonitril| 0,66

Tab. 2.43.: Auflésung R der mit Methanol Tab. 2.44.: Auflésung R der

und Acetonitril getrennten mit Methanol und

Amphetamin-Derivate Acetonitril
getrennten
Verbindung

Der Phosphat-Puffer ist als FlieBmittel weitaus erfolgreicher als das
Ammoniumacetat-FlieBmittel. Die Trennungen sind mit R > 1,3 ausgesprochen
gut. Methanol ist als Modifier fur dieses FlielBmittel offensichtlich nicht so gut
geeignet. Die Auflésungen und Symmetriewerte fur die angetrennten und
getrennten Substanzen sind unter Acetonitril meistens besser. Ausnahmen bilden
hier das 3,4-BDB 7 sowie das para-Hydroxymethamphetamin 29, deren
Auflésungen R unter Methanol besser sind. Fur die Beurteilung der Modifier
kommt hinzu, dal3 trotz kirzerer Retentionszeit mit Acetonitril die Trennungen

besser sind. Damit ist Acetonitril im vorliegenden Fall zu bevorzugen.

Die Lebensdauer einer [-Cyclodextrinsdule mit Phosphat-Puffer ist deutlich
kurzer. Dieses ist zunachst daran zu erkennen, dal} der Gegendruck der Saule
ansteigt und die Trennungen schlechter werden. Desweiteren kann bei einer
defekten Saule keine ruhige Basislinie erzeugt werden. Die beschriebene

drastische Verschlechterung der Trennung nach 100 Injektionen [94] kann
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bestatigt werden. Der Unterschied in den Trennleistungen einer neuen und einer

alten Saule ist in Tabelle 2.45. aufgezeigt.

Substanz
1 2 3 4 8 22
AuflosungR| 1,35/ 2,09 1,76/ 1,15/ 0,65 1,86
Saule Retentionszeit 21,99 2555 28,71 2827 31,96 2570

[min] | 23,71| 28,39| 31,80 31,25| 33,83| 29,74
AuflosungR 1,09 1,74 1,71| 1,22 0,54 1,32
Retentionszeit| 16,30 41,65 23,51 48,44 36,81 12,97
[min]| 17,44| 46,10 25,76 53,13| 38,07 14,49

gebrauchte
Saule

Tab. 2.45.: Vergleich von Trennungen auf einer neuen und einer gebrauchten
CSP.

Die Trennungen auf der neue Phase haben bessere Auflésungen und langere
Retentionszeiten. Aber es gibt auch Ausnahmen. So wird Verbindung 4 nicht mit
einer schlechteren, sondern mit einer besseren Auflésung getrennt.

Eine Abschatzung lber die Anzahl der Injektionen, die mit dem FlieBmittel auf
einer Saule moglich sind, ist schwer zu treffen, da im vorliegenden Fall viel
ausprobiert worden ist und Puffer gewechselt wurden. Derartige Erhebungen
lassen sich aber leicht bei der Routineanwendung machen, wenn eine
entsprechend gute Dokumentation vorhanden ist. Unbedingt ist dieses bei
Enantiomerentrennungen zu empfehlen, um beurteilen zu kénnen, ob eine CSP
noch regeneriert werden kann oder entsorgt werden muf3. Auch die Fehlersuche
ist bei derartiger Dokumentation erleichtert, da Abnutzungen objektiv beurteilt

werden konnen.

Ein Unterschied zwischen der Cyclobond | 2000 und der Chiradex” wurde nicht

beobachtet.
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2.2.3. Natriumphosphat - Puffer mit lonenpaarzusatz
2.2.3.1. Natriumphosphat - Puffer mit lonenpaarzusatz und Methanol

Den Applikationssammlungen zu chiralen Trennungen von Merck ist ein
FlieBmittel zu entnehmen, welches das in der RP-Chromatographie Ubliche
lonenpaarreagenz Tetrabutylammoniumphosphat [99] enthalt. Literatur zu
Trennungen an Cyclodextrinphasen mit lonenpaarreagenzien ist nicht verflgbar.
Analog den Applikationsbeispielen von Merck ist ein Puffer aus
Natriumdihydrogenphosphat 0,025 M mit Tetrabutylammoniumphosphat 0,005 M
auf pH 3,5 (Puffer 3) eingestellt worden. Dieser Puffer ist mit 2 und 10% Methanol

eingesetzt worden.

1-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDA)

© ©

C C

@ IS

= S

© ﬂ 3
c = = O
9 X X
g = : <
2 o NH
Q
) “

10 20 30 40
Retentionszeit [min]

Abb. 2.42.. Trennung von 3,4-MDA 1
Chiradex”; NaH,PO,4 0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat pH 3,5
mit 2 und 10% Methanol
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9 Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl

= [min] halber Hohe

s [min]

g Peak 1 |Peak 2 |Peak 1 Peak 2| Peak 1| Peak?2|Peakl1l|Peak2| R a

2 2294 | 24,77 | 0,57 0,56 0,84 1,03 | 4132 | 3225 |1,15| 1,08
10 | 18,32 | 19,62 | 0,72 0,68 0,65 0,79 | 4399 | 3446 |1,07| 1,07

Tab. 2.46.: Chromatographische Parameter fiir die Trennung von 1

N-Methyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDMA)

NH

10% Methanol
2% Methanol
PN

CH,

Absorption

J

0 5 10 15 20 25 30 35

Retentionszeit [min]

Abb. 2.43.. Trennung von 3,4-MDMA 2
Chiradex”; NaH,PO,4 0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat pH 3,5
mit 2 oder 10% Methanol

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]
Peak1l Peak2 Peakl1l|Peak2| Peakl Peak2 Peakl1l Peak2| R a
2| 23,28 26,02 | 0,89 0,88 0,91 1,04 3653 | 3467 |1,65|1,12
10| 14,06 14,75 | 0,56 0,13 0,75 1,38 1959 633 |0,38|1,05

Methanol
[%0]

Tab. 2.47.: Chromatographische Parameter fiir die Trennung von 2
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Bei der Trennung von 3,4-MDMA (Abbildung 2.43.) fallt auf, dal3 der Methanol-
Anteil im Gegensatz zu der Trennung von 3,4-MDA (Abbildung 2.42.) von
entscheidender Bedeutung ist. Wahrend sich bei 10% Methanolanteil bei der

Trennung von 3,4-MDA nur eine unwesentliche Verschlechterung ergibt, ist die

Anderung bei 3,4-MDMA erheblich.

N-Ethyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDE)

Retentionszeit [min]

° °

C C

< : :

NH S =

Q (8}

S © | = =

= CoHs X X

] o N
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< ‘]'l J VL

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Abb. 2.44.. Trennung von 3,4-MDE 3
Chiradex”; NaH,PO,4 0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat pH 3,5
mit 2 oder 10% Methanol

S Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
g [min] halber Héhe [min]
g - Peak 1| Peak2 | Peak1l |Peak2| Peakl | Peak2 |Peak1l|Peak2| R a
2| 31,89 | 35,27 0,69 0,69 1,21 1,38 3826 | 3620 |1,53|1,11
10| 23,80 | 26,13 0,75 0,77 0,89 0,99 3991 | 3885 |1,46|1,10

Tab. 2.48.:

Chromatographische Parameter fur die Trennung von 3
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N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDPA)

o
s <
9 NH
S © |
8 C3H7
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<
0 5 10 15 20 25 30 35
Retentionszeit [min]

Abb. 2.45.: Trennung von N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin 4
Chiradex”; NaH,PO,4 0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat pH 3,5
mit 2% Methanol

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 Peak 1l Peak2 Peak1l| Peak2 [Peakl1l Peak2| R a

29,10 | 32,62 | 0,66 0,59 1,41 1,73 2348 | 1998 |1,43|1,13

Tab. 2.49.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 4

Eine Trennung mit 10% Methanolanteil konnte nicht erzielt werden. Hier liegt der
gleiche Effekt der starken Verschlechterung der Trennung vor wie bei der oben

beschriebenen Trennung von 3,4-MDMA.
3,4-BDB 7, 3,4-MBDB 8, 3,4-EBDB 9 und N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-

2-propanamin 10 konnten lediglich angetrennt werden, was auf eine

entsprechende Selektivitat der CSP auch mit diesem Flie3mittel hinweist.
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N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin

Absorption

: 10% Methanol
]

2% Methanol
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CH,
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=
o

N
o

30 40
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Retentionszeit [min]
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Abb.

2.46.:

Trennung von N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin
11, Cylobond | 2000"; NaH,PO, 0,025M + Tetrabutylammonium-

phosphat pH 3.5 mit 2 oder 10% Methanol

S Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
g [min] halber Héhe [min]
g - Peak 1| Peak 2| Peak 1l |Peak?2| Peak1l Peak?2|Peakl1l|Peak2| R a
2| 49,56 | 56,00 0,18 0,17 3,23 4,37 1302 909 |0,99|1,13
10| 27,13 | 29,84 0,29 0,24 1,24 1,57 2652 | 2009 |1,13|1,10
Tab. 2.50.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 11

Bei dieser Trennung eine Verbesserung der Auflosung mit 10% Methanolanteil zu

beobachten. Wesentlichen Einflul3 auf die Gute der Trennung hat nattrlich die

Peakbreite (Formel 1 und 2), die sich hier mit Einsatz von 10% Methanol

wesentlich verbessert, was sicher auch in diesem Fall zu einer verbesserten

Auflésung fuhrt.
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N-Acetyl-1-(2,3-methylendioxyphenyl)-2-butanamin (2,3-AcBDB)
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Abb. 2.47.. Trennung von 2,3-AcBDB 17
Chiradex”; NaH,PO,4 0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat
pH 3,5 mit 2 oder 10% Methanol
S Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
c
S [min] halber Hohe [min]
% Peak 1| Peak 2| Peak 1l |Peak?2| Peak1l Peak?2|Peakl1l|Peak2| R a
2| 28,63 | 34,83 0,48 0,54 1,07 1,27 3941 | 4145 |3,10|1,22
10| 19,64 | 23,73 0,72 0,66 0,77 0,86 | 03574 | 4217 |2,94|1,21
Tab. 2.51.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 17

Wird der R-Wert betrachtet, so ist die Trennung mit 2% Methanol besser. Unter

Berlchsichtigung der Gesamtretentionszeit bietet sich in diesem Fall der Einsatz

von 10% Methanol an, da die Trennung dann schon nach etwa 26 Minuten

abgeschlossen ist.
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2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-butanamin

Absorption

NH,

10% Methanol
2% Methanol
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Abb. 2

.48.. Trennung von 2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-butanamin 22

Chiradex”; NaH,PO,4 0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat pH 3,5
mit 2 oder 10% Methanol

S Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
g [min] halber Héhe [min]
g - Peak 1| Peak 2| Peak 1l |Peak?2| Peak1l Peak?2|Peakl1l|Peak2| R a
2| 31,98 | 35,79 0,48 0,50 1,28 1,51 3459 | 3126 |1,61|1,12
10| 23,32 | 25,85 0,58 0,54 0,87 1,01 3949 | 3653 |1,58|1,11
Tab. 2.52.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 22

N-Methyl-1-(4-hydroxyphenyl)-2-propanamin (para - Hydroxymethamphetamin)

c
.% NH
= HO |
3 CHj
<
0 5 10 15 20 25 30 35
Retentionszeit [min]
Abb. 2.49.. Trennung von para-Hydroxymethamphetamin 29

Chiradex”; NaH,PO,4 0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat pH 3,5
mit 2 % Methanol
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Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 Peak 1l Peak2 Peak1l| Peak?2 [Peakl1l Peak2| R a

12,86 | 14,32 | 0,84 0,70 0,53 0,62 3222 | 2957 |1,49|1,11

Tab. 2.53.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 29

1-Phenyl-2-propanamin (Amphetamin), N-Methyl-1-Phenyl-2-propanamin
(Methamphetamin)

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak?2 [Peakl1l|Peak?2 Peakl Peak?2 Peakl1l Peak2 R a
32| 7,67 8,16 0,73 0,67 0,29 0,42 3848 | 2087 |0,81 1,06
33| 8,61 9,23 0,81 0,70 0,33 0,34 3747 | 4000 (1,07 1,07

Substanz

Tab. 2.54.: Chromatographische Parameter flr die Trennung von
Amphetamin 32 und Methamphetamin 33, Chiradex"; NaH,PO,4
0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat pH 3,5 mit 2 % Methanol

2.2.3.2. Ergebniszusammenfassung der Trennung mit Methanol

Die Trennungen mit diesem Flielmittel sind durch gro3e R-Werte, das heil3t sehr
gute Auflésungen, gekennzeichnet. Insbesondere die Trennung von 2,3-AcBDB
mit R=3,10 bei 2% und R =2,94 bei 10% Methanol (Abbildung 2.47.) ist die grofite
Auflésung der hier vorgestellten Trennungen. Eine Erh6hung des Methanolanteils
Uber 10% ist hier noch auszuprobieren, sollte ein schnelle Analytik fur diese
Verbindung notwendig sein. Diese Erhohung wird die Gesamtretentionszeit
verklrzen, aber eine Basislinientrennung ist noch zu erwarten.

Allgemein kann gesagt werden, dal3 mit Erhdhung des Methanolanteiles sich die
Trennung verschlechtert. Die Retentionszeiten der Verbindungen werden kirzer,
wie die dargestellten Trennungen zeigen.

Wie auch schon bei den vorher beschriebenen Fliel3mitteln ist die Trennung von
3,4-MDA (Abbildung 2.42.) bei den 3,4-Methylendioxyamphetaminderivaten vom
Propanamin-Typ im Vergleich der N-Methyl- (Abbildung 2.43.) und N-Propyl-
Homologe (Abbildung 2.45.) die schlechteste. Auffallend ist, dal3 sich die

Retentionszeiten dieser Verbindungen nicht so stark unterscheiden wie mit dem
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Kaliumphosphat — FlielBmittel (Kapitel 2.2.2.). Eher befinden sich die Peaks hier in
einem ,Zeitfenster von 16 - 36 Minuten, wohingegen die Verbindungen 1 — 4 mit
Puffer 2 und Methanol in einem ,Fenster” von 50 — 78 Minuten eluieren. Obwohl
die Interaktionen mit der CSP wegen der langeren Retentionszeiten mit Puffer 2

grofRer sind, sind die Trennungen mit diesem hier beschriebenen Puffer besser.

2.2.3.3. Natriumphosphat - Puffer mit lonenpaarzusatz und Acetonitril

Acetonitril ist mit diesem Fliedmittel ebenfalls als Modifier getestet worden. Ein
Anteil von 98% des Puffers wie bei Methanol konnte jedoch nur schwer erreicht
werden, da bei dieser Konzentration die Saule nicht konditioniert werden konnte
bzw. schnell ihre Kapazitat verlor. Bei einem Anteil von 10% Acetonitril war eine

Trennung fur lediglich zwei Substanzen maoglich.

N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin

“ o
5 0 "
s N
/
g CH, CHy
oo A,
L
0 5 10 15 20 25

Retentionszeit [min]

Abb. 2.50.: Trennung von 3,4-iPropBDB 11
Cyclobond | 2000"; 90% NaH,PO,4 0,025M + Tetrabutylammonium-
phosphat pH 3,5 mit 10% Acetonitril

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 Peak 1l Peak2 Peak1l| Peak2 [Peakl1l Peak2| R a

13,96 | 14,96 | 0,51 0,49 0,43 0,53 5929 | 4414 |1,23|1,07

Tab. 2.55.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 11
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2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-butanamin

Absorption
AN

0 5 10 15 20 25

Retentionszeit [min]

Abb. 2.51.: Trennung von 2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-butanamin 22
Cyclobond | 2000"; NaH,PO, 0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat
pH 3,5 mit 10% Acetonitril

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 Peak 1l Peak2 Peakl1l| Peak2 Peakl1l Peak2| R a

10,00 | 10,81 | 0,46 0,42 0,30 0,36 5973 | 4993 |1,44|1,08

Tab. 2.56.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 22

2.2.3.4. Ergebniszusammenfassung der Trennung mit Acetonitril

Die erfolgreichen Trennungen der Substanzen 11 und 22 sind beide mit 10%
Acetonitril entstanden. Sie zeichnen sich vor allem durch scharfe Peaks aus mit
einer Peakbreite bei halber Hohe von ungefahr 0,4 min und dennoch sehr guten
R - Werten sowie kurzen Retentionszeiten (Tabelle 2.55. und 2.56.). Schmale
Peaks bedeuten in chromatographischen Verfahren eine Verbesserung der
Empfindlichkeit, da im Bereich der Nachweisgrenze ein unginstiges Signal zu
Rausch - Verhéltnis erst spéter erreicht wird als bei breiteren Peaks. Somit ist

das Ziel in der HPLC, mdglichst schmale Peaks zu erreichen.
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2.2.3.5. Vergleich der Modifier Methanol und Acetonitril

1 2 3 4 11 17 22 29 32 33
Methanol2% 1,15| 1,65 | 1,53 | 1,43 0,99 | 3,20 | 1,61 | 1,49 | 0,81 | 1,07
Methanol 10 % | 1,07 | 0,38 | 1,46 - 1,10 | 2,94 | 1,58 - - -
Acetonitri 10 % - - - - 1,23 - 1,44 - - -

Tab. 2.57.: Auflésung R der mit Methanol und Acetonitril getrennten
Substanzen

Methanol ist fur dieses Flie3mittel offensichtlich besser geeignet. Mit Acetonitril
konnten langst nicht die Trennungen erreicht werden wie mit Methanol. Liegt
jedoch eine ausgezeichnete Selektivitat fir eine Verbindung vor, wie es flr N-
Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin 11 und 2-(3,4-Methylen-
dioxyphenyl)-butanamin 22 der Fall ist, kann auch mit Acetonitril getrennt werden.

Die Retentionszeiten sind unter Acetonitril kiirzer.
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2.2.4. Ammoniumacetat - Puffer mit lonenpaarzusatz
2.2.4.1. Ammoniumacetat - Puffer mit lonenpaarzusatz und Methanol

Analog dem Phosphat-FlieBmittel mit Tetrabutylammoniumphosphat ist auch ein
Amminiumacetat-FlieBmittel 0,1M mit Tetrabutylammoniumphosphat 0,005M bei
einem pH von 4,2 (Puffer 4) eingestellt und mit Methanol und Acetonitril getestet

worden.
1-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDA), N-Methyl-1-(3,4-methylen-

dioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDMA) und N-Ethyl-1-(3,4-methylendioxy-
phenyl)-2-propanamin (3,4-MDE)

3,4-MDA

3,4-MDMA
h 3,4-MDE
c
]
S
o
[%2]
Q
<
————ﬁ J}
0 5 10 15 20 25
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Abb. 2.52.: Trennung von 3,4-MDA 1, 3,4-MDMA 2 und 3,4-MDE 3
Chiradex”; Ammoniumacetat 0,1M + Tetrabutylammoniumphosphat
0,005M pH 4,2 mit 2% Methanol

N Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl

g [min] halber Hohe [min]

% Peak 1| Peak?2 Peakl Peak?2 Peak1l| Peak?2 Peakl1l| Peak2| R a
1 | 1447 | 15,54 0,84 0,71 0,61 0,71 3085 | 2628 |0,94 1,07
2 | 1495 | 16,46 0,54 0,52 0,85 1,32 1726 868 |0,82|1,10
3 | 19,26 @ 21,40 0,78 0,78 0,78 0,91 3379 | 3041 |1,48|1,11

Tab. 2.58.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 1, 2 und 3
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N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDPA)

Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 Peak1l| Peak2 Peakl1l| Peak?2 |Peakl1l Peak2| R a

50,22 | 56,19 | 1,14 1,12 1,95 2,22 3687 | 3550 |1,69|1,12

Tab. 2.59.: Chromatographische Parameter fir die Trennung von 4

Bei diesen Trennungen der 3,4-Methylendioxyamphetamine ist, wie auch schon
bei einigen oben diskutierten Fliemitteln, interessant, dal3 mit zunehmendem
Substitutionsgrad am Stickstoff eine bessere Enantiomerendiskriminierung eintritt.
Wahrend bei den oben beschriebenen FlieBmitteln im Falle des 3,4-MDPA die
Trennung wieder schlechter wurde, so wird sie hier noch besser. Das N-Propyl-1-
(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin 4 hat offensichtlich die grol3te Affinitat
zum (B-Cyclodextrin, zu erkennen an der sehr langen Retentionszeit (Tabelle 2.58.)
bei gleichzeitig sehr guter Enantiomerendiskriminierung, jedoch sehr breiter Peaks
(Tabelle 2.59.).

1-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2-butanamin (3,4-BDB), N-Methyl-1-(3,4-methylen-
dioxyphenyl)-2-butanamin (3,4-MBDB) und N-Ethyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-
2-butanamin (3,4-MBDB)

34-BDB 34 mBDB
M “ 3,4-EBDB
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Abb. 2.53.: Trennung von 3,4-BDB 7, 3,4-MBDB 8 und 3,4-EBDB 9
Chiradex”; Ammoniumacetat 0,1M + Tetrabutylammoniumphosphat
0,005M pH 4,2 mit 2% Methanol
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N Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
g halber Hohe [min]
a Peak1l  Peak2 |Peakl1l Peak?2 Peakl1l Peak?2 |Peak1l Peak2| R a
7 17,60 18,24 0,84 0,50 0,62 0,73 4432 | 3482 |0,56|1,04
8 22,32 23,29 1,01 0,52 0,93 0,98 3184 | 3138 |0,60 1,04
9 28,08 29,99 0,81 0,83 1,02 1,14 4198 | 3833 |1,04|1,07
Tab. 2.60.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 7, 8 und 9

Auch bei den Verbindungen des 3,4-Methylendioxybutanamin — Typs ist die

zunehmende Verbesserung der Trennung gut in Abhangigkeit des Substituenten

am Stickstoffatom zu beobachten (Tabelle 2.60.).

N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin und N-lsopropyl-1-(3,4-

methylendioxyphenyl)-2-butanamin

T
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Abb. 2.54.. Trennung von N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin 10

und N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin 11
Chiradex”; Ammoniumacetat 0,1M + Tetrabutylammoniumphosphat
0,005M pH 4,2 mit 2% Methanol
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N Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl

g [min] halber Hohe [min]

% Peak 1 | Peak 2 Peak 1| Peak 2| Peak 1| Peak2 | Peak1l|Peak2 R a
10 | 29,55 | 31,36 | 0,93 0,79 1,54 1,61 2039 | 2094 | 0,68 | 1,06
11 | 34,92 | 39,29 | 0,98 1,03 1,47 1,65 3112 | 3153 | 1,64 | 1,12

Tab. 2.61.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 10 und 11

2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-propanamin

Absorption

Retentionszeit [min]

o NH,
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|
!
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Abb. 2.55.: Trennung von 2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-propanamin 21

Chiradex”; Ammoniumacetat 0,1M + Tetrabutylammoniumphosphat
0,005M pH 4,2 mit 2% Methanol

Retentionszeit

Symmetrie

Peakbreite bei
halber Hohe [min]

Bodenzahl

[min]
Peak 1 | Peak 2 | Peak 1 | Peak 2 | Peak 1| Peak 2 | Peak 1| Peak 2 R a
13,80 | 15,19 | 1,36 0,96 1,16 1,29 783 773 0,67 | 1,10

Tab. 2.62.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 21

2.2.4.2. Ammoniumacetat - Puffer mit lonenpaarzusatz und Acetonitril

Eine Trennung mit Acetonitril als Modifier konnte nicht erreicht werden.

78




ERGEBNISSE UND DISKUSSION

2.2.4.3. Ergebniszusammenfassung

Die Verbesserung der Trennung mit zunehmendem Substitutionsgrad ist bei
diesem Flie3mittel sowohl bei den 3,4-Methylendioxypropanamin- wie auch bei
den 3,4-Methylendioxybutanaminderivaten deutlich zu beobachten.

Die Enantiomere des N-Propyl-Derivates der 3,4-Methylendioxyamphetamine aus
der Butanamin-Reihe haben eine nicht so starke Affinitat zu der
B-Cyclodextrinphase, wie das N-Propyl-Derivat der 3,4-Methylendioxy-
amphetamine aus der Propanamin-Reihe.

Bemerkenswert ist auch, dafd sich mit diesem Flie3mittel erstmals N-Propyl-1-(3,4-
methylendioxyphenyl)-2-butanamin 10 und 2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-propan-
amin 21 antrennen lie3en. Dies ist mit den vorher beschriebenen Fliel3mitteln nicht

moglich gewesen.
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2.2.5. Triethylammoniumphosphat - Puffer

Der einmolare Triethylammoniumphosphat - Fertigpuffer der Firma Merck ist 1:100
verdinnt worden und mit Methanol und Acetonitril getestet worden. Die
eingesetzte Endkonzentration ist 0,001M Triethylamin mit ortho-Phosphorsaure
auf pH 3,0 (Puffer 5) eingestelit.

2.2.5.1. Triethylammoniumphosphat-Puffer mit Methanol

N-Methyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDMA)

O
[
= < NH
2 O |
2
o CH,
< ' Y
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Retentionszeit [min]

Abb. 2.56.. Trennung von 3,4-MDMA 2
Chiradex"; 90% Triethanolammoniumphosphat 0,01 M, pH 3,0 /
10% Methanol

Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 |Peak 1| Peak?2|Peak1l| Peak2 Peakl | Peak2| R a
28,73 31,81 0,93 0,92 1,09 1,25 3826 | 3567 |[1,54|1,11

Tab. 2.63.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 2
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N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDPA)
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Abb. 2.57.: Trennung von N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin 4
Chiradex"; 90% Triethanolammoniumphosphat 0,01 M, pH 3,0 /
10% Methanol

Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 |Peak 1|Peak?2|Peak1l| Peak2 Peakl | Peak2| R a
20,85 22,90 1,38 1,56 0,77 0,99 4096 | 2944 |1,37|1,10

Tab. 2.64.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 4

N-Acetyl-1-(2,3-methylendioxyphenyl)-2-butanamin (2,3-AcBDB)
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Abb. 2.58.. Trennung von 2,3-AcBDB 17
Chiradex"; 90% Triethanolammoniumphosphat 0,01 M, pH 3,0 /
10% Methanol
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Retentionszeit [min]

Symmetrie

halber Hohe [min]

Peakbreite bei

Bodenzahl

Peak1l | Peak2 |Peakl | Peak?2| Peakl1l| Peak?2 |Peakl|Peak2| R a
19,71 23,67 1,39 1,42 1,05 1,32 1940 | 1783 1,96 1,20
Tab. 2.65.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 17
2-(3,4-Methylendioxyphenyl)butanamin
Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe [min]
Peak 1 | Peak 2 |Peak 1| Peak?2| Peak1l | Peak2 |Peak1l|Peak2| R a
6,33 6,80 1,47 0,65 0,49 0,55 919 838 (0,52 1,07

Tab. 2.66.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 22

1-(4-Methoxyphenyl)-2-propanamin (para-Methoxyamphetamin)

c NH2
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Abb. 2.59.: Trennung von para-Methoxyamphetamin 28
Chiradex"; 90% Triethanolammoniumphosphat 0,01 M, pH 3,0 /
10% Methanol
Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
halber Hohe [min]
Peak1l | Peak2 |Peakl | Peak?2| Peakl1l| Peak?2 |Peakl|Peak2| R a
13,60 14,25 1,01 | 0,65 0,62 0,65 2643 | 2683 |0,60 1,05

Tab. 2.67.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 28
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1-(4-Hydroxyphenyl)-2-propanamin (para - Hydroxymethamphetamin)

NH
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Abb. 2.60.. Trennung von para-Hydroxymethamphetamin 29
Chiradex"; Triethanolammoniumphosphat 0,01 M, pH 3,0 /
10% Methanol

Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
halber Hohe [min]
Peak1l | Peak?2 |Peak1l Peak?2 Peakl Peak?2 Peakl Peak2| R a

13,98 15,40 0,71 0,71 0,58 0,70 3184 | 2682 |1,30|1,10

Tab. 2.68.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 29

2.2.5.2. Ergebniszusammenfassung der Trennungen mit Methanol

Trotz der Kenntnis, daf3 ein saurer pH-Wert sich eher nachteilig auswirkt (Kapitel
2.2.1.3.), wurde nochmal mit einem Phosphatpuffer bei pH 3,0 gearbeitet, da mit
Phosphat-Puffern sehr gute Trennungen erzielt wurden (Kapitel 2.2.2. und 2.2.3.).
3,4-MDMA konnte hervorragend getrennt werden (Abbildung 2.56.). Auch die
chromatographischen Parameter (Tabelle 2.63.) sind ausgesprochen gut. Nach
knapp 35 Minuten ist die Trennung abgeschlossen. 3,4-MDPA 4 liel3 sich gut
trennen (Abbildung 2.57.). Aber auch schon bei dieser Trennung liel3 sich ein
Peakfronting beobachten, das bei 2,3-AcBDB (Abbildung 2.58.) besonders
ausgepragt ist. Mdoglicherweise werden durch das saure FlielBmittel bereits
Hydroxy - Gruppen des [B-Cyclodextrin protoniert, die ihrerseits das Eindringen

einiger Verbindung in die Kavitat verhindern. 2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-
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butanamin 22, welches sich immer gut trennen liel3, konnte mit diesem Flie3mittel
lediglich angetrennt werden (Tabelle 2.66.). Para — Methoxyamphetamin ist
angetrennt worden (Abbildung 2.59.). Das para — Hydroxymethamphetamin

konnte mit R = 1,30 (Tabelle 2.68.) basislinien getrennt werden.

2.2.5.3. Triethylammoniumphosphat - Puffer mit Acetonitril

N-Acetyl-1-(2,3-methylendioxyphenyl)-2-butanamin (2,3-AcBDB)
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Abb. 2.61.: Trennung von 2,3-AcBDB 17

Chiradex"’; Triethanolammoniumphosphat 0,01 M, pH 3,0 / 10%
Acetonitril

Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
halber Hohe [min]
Peakl | Peak2 |Peakl|Peak?2|Peakl1l| Peak?2 |Peakl|Peak2| R o
15,11 16,33 1,74 0,93 0,85 0,83 1738 | 2162 |0,85|1,08
Tab. 2.69.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 17
1-(4-Methoxyphenyl)-2-propanamin (para - Methoxyamphetamin)
Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
halber Hohe [min]
Peakl | Peak2 |Peakl|Peak?2|Peakl1l| Peak?2 |Peakl|Peak2| R 0
8,96 9,28 1,12 0,55 0,32 0,37 4276 | 3540 0,54(1,04
Tab. 2.70.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 28
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N-Methyl-1-(4-hydroxyphenyl)-2-propanamin (para - Hydroxymethamphetamin)
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Abb. 2.62.: Trennung von para - Hydroxyamphetamin 29
Chiradex"’; Triethanolammoniumphosphat 0,01 M, pH 3,0 / 10%
Acetonitril

Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl

halber Hohe [min]

Peak1l | Peak?2 |Peak1l Peak?2 Peakl Peak?2 Peakl Peak2| R a
8,65 9,34 0,78 0,66 0,34 0,41 3685 | 2921 |1,08|1,08

Tab. 2.71.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 29

2.2.5.4. Ergebniszusammanfassung der Trennungen mit Acetonitril

Eine Trennung von 3,4-MDMA und 2-(3,4-Methylendioxyphenyl)-butanamin
konnte mit Acetonitril nicht erreicht werden. Das sich andeutende Peakfronting bei

der Verbindung 17 ist mit Acetonitrii noch schlechter geworden. Die ubrigen

Trennungen sind unter Acetonitril ebenfalls schlechter geworden.
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2.2.5.5. Vergleich der Modifier Methanol und Acetonitril

2 4 17 22 28 29
Methanol | 1,54 | 1,37 | 1,96 | 0,52 | 0,60 | 1,30
Acetonitril - - 0,85 - 0,54 | 1,08

Tab. 2.72.: Auflésung der mit Methanol und Acetonitril
getrennten Verbindungen

Der Einsatz von Acetonitril mit diesem Puffer hat eine deutliche Verschlechterung
der Trennung gebracht. Bei den getrennten Verbindungen ist die Retentionszeit
gegenuber den Methanol — Trennungen kirzer geworden. Bemerkenswert ist hier
der Unterschied in der Trennung der Verbindung 28 und 29, die sich lediglich darin
unterscheiden, dal3 eine Methylgruppe als N-Methyl-Gruppe bei Verbindung 29
und als Methoxy-Gruppierung in Verbindung 28 vorliegt.

2.2.6. Natriumacetat - Puffer

Natriumacetat 0,025M pH 4,4 (Puffer 6) ist mit 10% Methanol und 10% Acetonitril

an einer Chiradex getestet worden. Keine der Verbindungen konnte getrennt

werden.
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2.2.7. Kalibrierung der Enantiomere

2.2.7.1. Fluoreszenzdetektion

Methylendioxyamphetamine besitzen native Fluoreszenzeigenschaften. Zahlreiche
Autoren nutzen diese Eigenschaft, da der Nachweis dieser Verbindungen damit
spezifischer und empfindlicher erfolgen kann [35, 37, 94, 100, 101, 102]. Tabelle
2.73. zeigt die in der |Literatur verwendeten Anregungs- und

Emissionswellenlangen.

Fluoreszenzdetektion
Literatur | Anregungswellenlange [nm]| Emissionswellenlange [nm]
35/37 286 320
94 285 320
100 285 320
101 288 324
102 285 320
X 285 320

Tab. 2.73.: In der Literatur verwendete Anregungs- und Emissionswellenlange
fur 3,4-Methylendioxyderivate (X in dieser Arbeit verwendete
Wellelangen)

Mit den Verbindungen 2 und 22 sind exemplarisch Kalibrierungen mit Flie3mittel 2
(10% Acetonitril) und anschlieBender Fluoreszenzdetektion vorgenommen
worden. (Tabelle 2.74.).

Verbindung Arbeitsbereich [ng/ml] | Geradengleichung
2 (R-(-)-Enantiomer) y=8887,0x + 64,9

2 (S-(+)-Enantiomer) 0,026 - 0,545 y=8563,6x + 88,7
22 (R-(-)-Enantiomer) y=6097,1x + 895,7
22 (S-(+)-Enantiomer) 0,106 - 0,800 y=5965,1x + 960,3

Tab. 2.74.: Arbeitsbereich und Geradengleichung der Enantiomeren von
Verbindung 2 und 22 unter Fluoreszenzdetektion
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2.2.7.2. UV - Detektion

Die Enantiomere der Verbindungen 2 und 22 sind bei 288nm kalibriert worden
(Tabelle 2.75.)

Verbindung Arbeitsbereich [ng/ml] | Geradengleichung
2 (R-(-)-Enantiomer) y=13,1x + 36,6
2 (S-(+)-Enantiomer) 2,5-108,0 y=13,9x + 34,9
22 (R-(-)-Enantiomer) y=12,4x + 23,7
22 (S-(+)-Enantiomer) 0.8-2175 y=12,7x + 20,8

Tab. 2.75.: Arbeitsbereich und Geradengleichung der Enantiomeren von
Verbindung 2 und 22 unter UV-Detektion

2.2.7.3. Ergebniszusammenfassung

Die dargestellten Kalibrierungen im Fluoreszenzkanal zeigen die gute
Empfindlichkeit dieser Detektionsart. Substanzmengen von 0,52 pg (absolut) der
Verbindung 2 sowie 2,12 pg (absolut) der Verbindung 22 sind gut detektierbar.
Damit liegt auch fir die enantioselektive Detektion ein hochempfindliches
Verfahren vor, das sich sowohl fir die forensische Analytik wie auch fur eine

pharmakodynamische Forschungsarbeit eignet.
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2.2.8. On-line Detektion des Cirkulardichroismus

2.2.8.1. Cirkulardichroismus

Naturliches Licht ist eine transvasale Welle. Die Lage der Schwingungsebenen
dieser Welle &ndern sich standig, erfolgen aber senkrecht zur
Forpflanzungsrichtung. Linear polarisiertes Licht schwingt nur in einer Ebene.
Erzeugt wird linear polarisiertes Licht durch Doppelbrechnung oder Reflexion.
Optisch aktive Substanzen (Enantiomere) vermodgen die Schwingungsebene
dieses Lichtstrahles um einen Winkel a zu drehen. Das Verfahren wird als

Polarimetrie bezeichnet. Der Drehwert a wird Grad angegeben (Formel 8).

[a]2 = % Formel 8
a Drehwinkel in Grad
I Schichtdicke in dm
C Konzentration in g-ml™

Da die optische Drehung aul3er von der Chiralitat der Verbindung noch von der
Wellenldnge und der Temperatur abhéngt, wird Ublicherweise bei der Natrium D-
Linie (589,3 nm) bei 20°C gemessen. Dieses wird als hoch- bzw. tiefgestellte
Indices bei der spezifischen Drehung angegeben. Mit Hilfe der molaren Drehung

lassen sich Verbindungen besser vergleichen (Formel 9).

(o] 1004 _[a]y Mg

b = Ic 100 Formel 9
®, a Drehwinkel in Grad
I Schichtdicke in dm
C Konzentration in mol-I*
Mg Molekulargewicht

Linear polarisiertes Licht 143t sich in eine rechts- und eine linkscirkulare Welle

gleicher Frequenz, Geschwindigkeit und Intensitdt zerlegen. Die einzelnen
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elektrischen Feldvektoren des Lichtstrahles, die sich in einer Cosinusfunktion
fortbewegen, beschreiben in Fortpflanzungsrichtung eine Schraubenlinie. Der
Betrag der Feldstarke bleibt zu jedem Zeitpunkt gleich. Betrachtet man diesen
Verlauf des Vektors zum Beispiel in Richtung seiner Fortpflanzung so beschreibt
eine Welle eine Linksdrehung (linkscirkulare Welle), wahrend die andere eine
Rechtsdrehung (rechtscirkulare Welle) beschreibt. Der Cirkulardichroismus tritt an
der Stelle auf, an der die optisch aktive Verbindung elektromagnetische Strahlung
absorbiert. Die beiden cirkular polarisierten Lichtstrahlen werden durch die chirale
Verbindung unterschiedlich stark gebrochen und unterschiedlich stark absorbiert
(Formel 10).

AA =AL - Ar Formel 10
AA = zirkulardichroistische Absorption
A = Absorption des linksdrehenden polarisierten Lichtes
Ar= Absorption des rechtsdrehenden polarisierten Lichtes

Der Cirkulardichroismus kann dann berechnet werden mit Formel 11.

AA
Ne=¢g -eg= — Formel 11
cl
Ae = molarer Zirkulardichroismus oder molarer differenz-

dichroistischer Absorptioinskoeffizient in I-mol™-cm™

eL= molarer Absorptionskoeffizient des linksdrehenden
polarisierten Lichtes

ErR= molarer Absorptionskoeffizient des rechtsdrehenden
polarisierten Lichtes

c= Konzentration der Untersuchungslésung in mol-I™

| = Schichtdicke der Kivette in cm
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2.2.8.2. Messung des Cirkulardichroismus

Ein HPLC - Detektor (Jasco Model CD-1595) zur Detektion des
Cirkulardichroismus stand fur eine Woche zur Verfigung. Zunachst ist das CD-

Spektrum von 3,4-MDEA aufgenommen worden (Abbildung 2.63.), um eine

CD-Spektrum 3,4-MDEA

0,600 1
0,400 1

0,200 A

0,000

CD [mdeg]

-0,200

-0,400 o

-0,6005%0 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Wellenlange [nm]

Abb. 2.63.: CD - Spektrum von 3,4-MDEA (Peak 1 blau, Peak 2 rot)

geeignete Wellenlange fir die Beobachtung herauszufinden. Die Messung ist am
HPLC — Gerat wahrend der Trennung erfolgt. Der Flul3 ist dabei im Peakmaximum
zur Messung des Spektrums angehalten worden. Gleichzeitig ist auch ein UV-

Spektrum aufgezeichnet worden (Abbildung 2.64.).

UV - Spektrum 3,4-MDEA
600,00 =
500,00 =
400,00 =
5 300,00 =
<
€ 200,00 o
100,00 +
0,00 =
'100,00 L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L} L}
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Wellenlange [nm]

Abb.: 2.64.: UV — Spektrum von 3,4-MDEA (Peak 1 blau, Peak 2 rot)
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Der Cirkulardichroismus wurde bei 288nm gemessen.

Abbildung 2.65. bis Abbildung 2.74. zeigen die gemessenen Trennungen.

Absorption

_

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Abb. 2.65.: Trennung von 3,4-MDMA 2
Cyclobond | 2000"; NaH,PO, 0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat

pH 3,5 / mit 2% Methanol

Absorption

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Abb. 2.66.: Trennung von ; N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin 10
Cyclobond | 2000"; NaH,PO, 0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat
pH 3,5/ mit 2% Methanol
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Absorption

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Abb. 2.67.: Trennung von 2-(3,4-Methylendioxyphenyl)butanamin 22
Cyclobond | 2000"; NaH2,PO, 0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat
pH 3,5/ 2% Methanol

vV

Absorption

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Abb. 2.68.: Trennung von 3,4-MDA 1
Cyclobond | 2000"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
10% Acetonitril
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Absorption

\

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Abb. 2.69.: Trennung von 3,4-MDMA 2
Cyclobond | 2000"; 90-70% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /

10% Acetonitril

vV

Absorption

—

0 5 10 15 20 25 30 35

Retentionszeit [min]

Abb. 2.70.: Trennung von 3,4-MDE 3
Cyclobond | 2000"; 90-70% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /

10% Acetonitril
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vV

Absorption

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Abb. 2.71.: Trennung von ; N-Propyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin 10
Cyclobond | 2000"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
10% Acetonitril

c
)
S
o
[72]
Q
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Retentionszeit [min]

Abb. 2.72.: Trennung von 2-(3,4-Methylendioxyphenyl)butanamin 22
Cyclobond | 2000"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
10% Acetonitril
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vV

Absorption

L }

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Abb. 2.73.: Trennung von 3,4-MBDB 8
Cyclobond | 200"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
10% Acetonitril

Absorption

4 JU

0 10 20 30 40 50 40

Retentionszeit [min]

Abb. 2.74.: Trennung von N-Isopropyl-1(3,4-methylendioxypheny)-2-butanamin 11
Cyclobond | 2000"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
10% Acetonitril
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2.2.8.3. Ergebniszusammenfassung

Die abgebildeten Chromatogramme zeigen, dald eine Zuordnung der Enantiomere
mit Hilfe des Cirkulardichroismus moéglich wird. In Verbindung mit der Kenntnis,
dalR das S-(+)-Enantiomer des 3,4-MDMA als letzter Peak eluiert, 143t sich
postulieren, dal3 die Elution in der Reihenfolge R-(-)- vor S(+)- Enantiomer bei den
Methylendioxyamphetaminen erfolgt.

Auch chirale Verbindungen, die chromatographisch nicht getrennt werden, kbnnen
als solche erkannt werden. Die Abbildungen 2.75. und 2.76. zeigen die nicht
getrennten Verbindungen 2,3-BDB 14 und 2,3-EBDB 16; mit der Detektion des

Cirkulardichroismus kdnnen diese Verbindungen als chiral erkannt werden..

vV

Absorption

2 4 6 8 10 12

Retentionszeit [min]

Abb. 2.75.: Trennung von 2,3-BDB 14
Cyclobond | 2000"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
10% Acetonitril
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vV

aniall ity

Absorption

; -

0 2 4 6 8 10 12

Retentionszeit [min]

Abb. 2.76.: Trennung von 2,3-EBDB 16
Cyclobond | 2000"; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
10% Acetonitril

Der Cirkulardichroismus kann folglich eine weitere zusatzliche wichtige
Informationsquelle fiir neue Substanzen sein. Da die Kopplung mit der HPLC kein
Problem darstellt, kénnte der Detektor bei entsprechenden Fragestellungen

schnell zusatzlich eingebaut werden.

Weitere Hinweise hinsichtlich der Konfiguration der Moleklle kénnen hier nicht

getroffen werden, da die spezielle Software zur Berechnung nicht vorlag.
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2.3. POLYMER GEBUNDENE B-CYCLODEXTRIN - CSP

Eine polymer gebundene [-Cyclodextrin-CSP ist von der Firma Showa Denko im
Handel [103]. Es handelt sich dabei um eine an Polymethacrylat gebundene
Phase [104] (Abbildung 2.77.).

' Diese Phase hat einen
‘_/\MN“COCHZ pH-Arbeitsbereich von 3-10 [103].

Der Vorteil dieser Phase liegt

Abb. 2.77.. Bindung von 3 -Cyclodextrin also in der Verwendbarkeit von

an der polymerer Matrix alkalischen Puffern zur Trennung.

2.3.1. Natriumacetatpuffer

Mit einem leicht alkalischen Flieldmittel Natriumacetat 0,005M pH 8,0 ist eine
Trennung der Verbindungen versucht worden. Keine der Verbindung liel3 sich

trennen oder antrennen.

Da nicht einmal eine Antrennung beobachtet werden konnte, ist davon
auszugehen, dafd auch bei noch starker alkalischer Losungen keine Trennungen
eintreten werden. Umgekehrt &3t sich postulieren, dal3 ein saures Flie3mittel fir
die Trennung von Amphetamin-Derivaten an (3-Cyclodextrinphasen notwendig ist,
denn auch an dieser polymer gebundenen Phase konnten mit dem Puffer 2 eine

enantioselektive Trennung beobachtet werden (Kapitel 2.3.2.).

2.3.2. Phosphatpuffer

Der Phosphatpuffer (Puffer 3) ist als FlielBmittel wie oben beschrieben eingesetzt

worden. Jedoch ist mit 2% Methanol gearbeitet worden, da mit dieser

Zusammensetzung die besten Ergebnisse erzielt wurden.
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1-(3,4-Methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDA)

O
& <
..§ o NH>»
o
(%)
Qo
<
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Retentionszeit [min]

Abb. 2.78.. Trennung von 3,4-MDA 1
Shodex CDB-435-HQ"; 90% KH;PO4/K,HPO, 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /

2% Methanol

Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 |Peak1l|Peak?2| Peak1l |Peak2 Peakl1l | Peak2| R a
36,206 39,331 0,86 0,69 3,07 3,18 771 845 10,59(1,09

Tab. 2.76.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 1

1-N-Methyl (3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDMA)

o
5 o I
g CHy
o
[%2)
o}
) J
10 20 30 40 50 60 70 80
Retentionszeit [min]

Abb. 2.79.. Trennung von 3,4-MDMA 2
Shodex CDB-435-HQ" ; 90% KH,PO4/K;HPO4 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /

2% Methanol
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Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
halber Hohe [min]

Peak 1 Peak 2 |Peak 1| Peak?2|Peakl1l| Peak2 Peakl | Peak2| R a
28,28 32,41 0,55 0,59 2,62 3,76 645 412 10,76|1,15

Tab. 2.77.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 2

1-N-Ethyl (3,4-methylendioxyphenyl)-2-propanamin (3,4-MDE)

o}
< NH

S © |

§- j C2H5

o

[%2)

Q

<

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Retentionszeit [min]

Abb. 2.80.: Trennung von 3,4-MDE 3
Shodex CDB-435-HQ"; 90% KH;PO4/K,HPO, 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
2% Methanol

Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
halber Hohe [min]
Peak1l | Peak?2 |Peakl1l Peak?2 Peakl1l Peak?2 Peakl Peak2| R a

34,30 38,82 0,90 0,82 2,85 3,41 804 719 |0,85|1,13

Tab. 2.78.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 3
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2.2.3. Ergebniszusammenfassung

Der Einsatz einer polymer gebundenen 3-Cyclodextrin CSP mit leicht alkalischem
FlieBmittel ergab keine Trennung oder Antrennung der untersuchten
Verbindungen. Dagegen konnte mit dem Puffer 2, der bei den auf Kieselgel
immobilisierten [-Cyclodextrin CSP erfolgreich eingesetzt werden konnte,
enantioselektive Effekte beobachtet werden. Die Trennungen sind jedoch im
Vergleich wesentlich schlechter (Tabelle 2.79.). Dal3 Trennungen auf diesen

Phasen schlechter sind, ist bekannt [103].

Trennung mit Trennung mit an

N
é polymer gebundener Kieselgel gebundener
U%) B-Cyclodextrin CSP* | 3-Cyclodextrin CSP**
1 0,59 1,09
2 0,76 1,78
3 0,85 1,58

Tab. 2.79.: Auflésung R der an einer polymer und
einer an Kieselgel gebundenen
3-Cyclodextrin CSP mit Puffer 2

*2% Methanol
**10% Methanol

Das Ausbleiben einer enantioselektiven chromatographischen Trennung im
alkalischen Milieu 13t den Schlufd zu, daf3 fur die Trennungen an (-Cyclodextrin

far die hier untersuchten Verbindungen ein saures bzw. neutrales Fliel3mittel eine

notwendige Bedingung darstellt.

102



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

2.4. MODIFIZIERTE B-CYCLODEXTRIN - CSP

Zahlreiche derivatisierte (-Cyclodextrinphasen sind z. B. von der Firma Astec
verfugbar [105] (Abbildung 2.81.).

R ROR acetyliert Cyclobond | 2000 Ac”

——COCHs

APV Cyclobond | 2000 RP oder SP”

—CHZJ:HCHg

naphihylethylcarbamat  Cyclobond | 2000 RN oder SN

g
W

- i o -dime enylcarbamat
[B-Cyclodextrin > 4 35dimethylphenylcarbamat Cyclobond | 2000 DMP®
R R ——CONH
Silica Gel .

proluoyiester Cyclobond | 2000 PT"

7(;04@7 CHs

Abb. 2.81.: Derivate des [3-Cyclodextrin als CSP

Sofern mit chiralen Resten derivatisiert worden ist, sind beide mdglichen
Konfigurationen verfiigbar (Cyclobond | 2000” RP, SP und RN und SN). Der
Einsatz dieser Phasen ist dann sinnvoll, wenn Reinheitsprifungen von
Enantiomeren durchgefihrt werden missen. Die Minorkomponente mul3 dabei vor
dem Hauptenantiomer eluieren, damit eine sachgemalRe Quantifizierung bei der
Reinheitsprifung erfolgen kann. Bei Phasen, die in verschiedenen Konfigurationen

vorliegen, sollten sich die Elutionsreihenfolgen bei einem Wechsel umdrehen.

Die derivatisierten B-Cyclodextrin - Phasen Cyclobond | 2000 Ac” und Cyclobond |

2000 SN" sind im folgenden verwendet worden.
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2.4.1. Acetylderivat des [3-Cyclodextrin

1-(3,4-Methylendioxyphenyl)-propanamin (3,4-MDA)

o]
s <
Q
8 o NH;
(@)
(%2}
Qo
) b

N\
2.5 5 7.5 10 125 15 17.5 18
Retentionszeit [min]

Abb.2.82.. Trennung von 3,4-MDA 1
Cyclobond | 2000 Ac”; 90% KH;PO4/K,HPO, 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
10% Acetonitril

Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
halber Hohe [min]
Peak1l | Peak?2 |Peak1l Peak?2 Peak1l Peak?2 Peakl Peak2| R a

11,42 12,60 0,46 0,39 0,43 0,59 3972 | 2557 |1,37|1,10

Tab. 2.80.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 1

Die acetylierte Phase ist offensichtlich fir die Enantiomere des 3,4-MDA sehr
spezifisch. Die Trennung ist mit einem guten R-Wert (Tabelle 2.80.) schon nach
15 Minuten beendet. Leider konnten nur wenige Verbindungen getrennt werden.
2,3-BDB 14 wurde nicht getrennt, jedoch wird die Verbindung unter diesen
Bedingungen reteniert. Der bei 17 Minuten erscheinende Peak weist eine geringe
Antrennung, ersichtlich aus der Peakform, auf. Bei 2,3-EBDB 16 konnte ebenfalls
bei 25 Minuten eine leichte Peakdeformation beobachtet werden. Verbindungen,
die nicht getrennt sind, erscheinen erfahrungsgemal in unmittelbarer Nahe des
Injektionspeaks. Die sehr geringen Effekte fur 2,3-BDB und 2,3-EBDB deuten auf

eine Selektivitat der Phase fur diese Verbindungen hin.

104



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

N,N-Dimethyl-1-(2,3-methylendioxyphenyl)-2-butanamin (2,3-MMBDB)

Absorption

Retentionszeit [min]

Abb. 2.83.: Trennung von 2,3-MMBDB 18
Cyclobond | 2000 Ac”; 90% KH;PO4/K,HPO, 0,1M + 1% TEA pH 6,5 /
10% Acetonitril

Retentionszeit [min] Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
halber Hohe [min]
Peak1l | Peak2 |Peak1l Peak?2 Peakl Peak?2 Peakl Peak2| R a

26,20 29,57 0,42 0,36 2,12 2,39 846 423 10,72|1,13

Tab. 2.81.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 18

Das starke Tailing dieser Trennung von 2,3-MMBDB (Tab. 2.83.), die Tatsache,
daf} keines der vorhergehenden Trennsysteme eine Enantiomerendiskriminierung
dieser Substanz erlaubten und keine weiteren Trennungen zeigen die veranderten
Verhaltnisse fur diese stationdre Phase. Die Acetylierung der Hydroxyfunktionen
des B-Cyclodextrin haben die Kavitat derartig verandert, daf3 die zuvor mit diesem

Fliel3mittel getrennten Verbindungen nun nicht mehr getrennt werden.
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2.4.2. Naphthylethylcarbamatderivat des [3-Cyclodextrin

Mit verschiedenen FlieBmitteln konnten nachfolgende Verbindungen getrennt

werden.

N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin

Absorption

B L N A E
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retentionszeit [min]

Abb. 2.84.. Trennung von N-Isopropyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin 11
Cyclobond | 2000"; NaH,PO, 0,025M + Tetrabutylammoniumphosphat
pH 3,5/ 20% Acetonitril

Retentionszeit [min] Bodenzahl
Peak 1 Peak 2 |Peak 1| Peak 2 R a
6,36 6,70 12950 | 23993 | 1,73 | 0,39

Tab. 2.82.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 11
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N-Hydroxy-N-methyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-butanamin

o H,C  OH

Absorption
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Abb. 2.85.: Trennung von N-Hydroxy-N-methyl-1-(3,4-methylendioxyphenyl)-2-
butanamin 13; Cyclobond | 2000 SN; NaH,PO,4 0,025M +
Tetrabutylammoniumphosphat pH 3,5 / 20% Acetonitril

Retentionszeit [min] Bodenzahl

Peak 1 Peak 2 |Peak 1| Peak 2 R a
17,96 19,01 7100 5529 1,12 | 1,06

Tab. 2.83.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 13

N-Acetyl-1-(2,3-methylendioxyphenyl)-2-butanamin

/'\O

o

e

Absorption
2

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Retentionszeit [min]

Abb. 2.86.: Trennung von N-Acetyl-1-(2,3-methylendioxyphenyl)-2-butanamin 17

Cyclobond | 2000 SN”; NaH,PO,4 0,025M +
Tetrabutylammoniumphosphat pH 3,5 / 20% Acetonitril
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Retentionszeit [min] Bodenzahl
Peak 1 Peak 2 |Peak 1| Peak 2 R a
17,88 18,65 6385 5243 0,80 | 1,05
Tab. 2.84.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 17

2-(Methylamino)-propiophenon (Methcathinon)

Acetonitril
CHs
0 |
N
SH

S

o

0

Q0

< Methanol

0 5 10 15 20 25 20
Retentionszeit [min]
Abb. 2.87.. Trennung von Methcathinon 34
Cyclobond 1 2000 SN"; 90% NH.Ac 0,1M + pH 7,0 /
10% Acetonitril bzw. Methanol
Retentionszeit Symmetrie Peakbreite bei Bodenzahl
[min] halber Hohe
[min]
Modifier Peak 1| Peak 2 | Peak 1 | Peak 2 | Peak 1 | Peak 2 Peak 1 |Peak 2| R a
Acetonitrill 8,39 9,00 0,63 0,31 1,21 0,63 267 1121 |0,39/|1,07
Methanol| 14,94 | 17,57 | 0,24 0,20 1,74 2,66 408 243 10,70|1,18

Tab. 2.85.: Chromatographische Parameter fur die Trennung von 34

Anschaulich ist auch bei dieser Trennung wieder der Einflul3 des Modifiers zu

erkennen. Die Enantiomerentrennung mit Acetonitril ist auch mit dieser Phase

durch anndhernd symmetrische Peaks und kirzere Retentionszeit
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gekennzeichnet. Durch Injektion des R-(+)-Enantiomers ist die Elutionsreihenfolge
der Enantiomere bekannt. Der zuerst eluierte Peak ist das R-(+)-Enantiomer von

Methcathinon.

2.4.3. Permethylierte B—Cyclodextrin - CSP

Eine Trennung an der permethylierten B-Cyclodextrinphase Nucleodex 3-PM"

konnte nicht erreicht werden.

2.4.4. Ergebniszusammenfassung

Die Trennungen an derivatisierten B-Cyclodextrinphasen hat in nur wenigen Fallen
funktioniert. Wenn jedoch eine Enantiomerentrennung eingetreten ist, dann sind
die Verbindungen innerhalb kurzer Zeit getrennt worden. Die Tatsache, dal3 einige
Verbindungen nicht getrennt werden, jedoch auf der CSP reteniert werden und
eine Peakdeformation in Richtung Antrennung aufweisen, zeigt, dal3 die Phase flr
eine Enantiomerentrennung geeignet sein kdnnte. Antrennungen konnten mit den
Verbindungen 9, 16, und 22 erreicht werden.

Die vollkommen unterschiedlichen Eigenschaften dieser derivatisierten Phasen
zeigen, dal3 sich die Polarititen geandert haben. Damit sind die
Wechselwirkungen des Analyten mit der CSP unterschiedlich, und naturlich
gelangen andere Enantiomere in die Kavitat der 3-Cyclodextrinphase.

Um eine Basislinientrennung zu erreichen, sollte mit anderen Fliel3mitteln, die den

Polaritaten dieser Phase entsprechend, gearbeitet werden.

2.5. a-CYCLODEXTRIN UND MODIFIZIERTE PHASEN

Eine Trennung an einer a-Cyclodextrinphase (Cyclobond I11”) konnte nicht erreicht

werden.

Auch die permethylierte a-Cyclodextrinphase Nucleodex a-PM" fiihrte zu keiner

Trennung.
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2.6. y-CYCLODEXTRIN UND MODIFIZIERTE PHASEN

Eine Trennung an y-Cyclodextrinphasen (Cyclobond [1” und Chiradex GAMMA®)
und der polymer gebundene ODC-435 HQ" konnte nicht erreicht werden.

Auch die permethylierte y-Cyclodextrinphase Nucleodex a-PM" fiihrte zu keiner

Trennung.
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2.7. 'H-NMR — UNTERSUCHUNGEN

Anhand von 'H-NMR — Untersuchungen koénnen die Einlagerungen von
Substanzen in die Cyclodextrin — Kavitét, auch im wassrigen System, beobachtet
werden [106, 107]. Die Unterscheidung von Enantiomeren anhand von *H-NMR —
Spektren ist beschrieben worden [108]. Unterschiede zwischen a-, (- und y-
Cyclodextrine sind beobachtet worden [109]. Die chemische Verschiebung der

Signale ist bei den untersuchten Verbindungen unterschiedlich ausgepréagt.
2.7.1. 'H-NMR in D,O

Mit Hilfe der 'H-NMR sollte versucht werden, eine Korrelation zwischen der
HPLC— Trennung und der Einschluf3komplexierung in die Cyclodextrinkavitat
herzustellen. Zu diesem Zweck sind einige der Verbindungen in Form ihrer
Hydrochloride in D.O 'H-NMR - spektroskopisch mit Unterdriickung des
Losungsmittelsignales untersucht worden. Die Zumischungen der Cyclodextrine
erfolgte im Verhdltnis 1:1. Als gut beobachtbar stellten sich die diastereotopen
Protonen der Methylendioxygruppe &=5,9ppm heraus. Abbildung 2.88. zeigt das
'H-NMR - Spektrum von 3,4-BDB mit der AusschnittsvergroRerung der
Methylendioxyregion.

B

6,1 6 5.9

Ausschnitt

!

8 7,5 7 6,5 6 55 5 4,5 4 3,5 3 2,5 2 15 1 0,5 0

Abb. 2.88.: Ausschnitt aus *H-NMR — Spektrum von 3,4-BDB-HCI in D,O
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Abbildung 2.89. zeigt das 'H-NMR — Spektrum von 3,4-BDB-HCI mit
B-Cyclodextrin.

Ausschnitt

e Sanea IJ\

8 7,5 7 6,5 6 55 5 4,5 4 3,5 3 2,5 2 15 1 0,5

Abb. 2.89.: Ausschnitt aus *H-NMR — Spektrum von 0,5mg 3,4-BDB-HCI mit
0,5mg B-Cyclodextrinin in DO

Die diastereotopen Protonen der 3,4-Methylendioxygruppe erscheinen in
Gegenwart der chiralen Umgebung als Dublett. In Gegenwart von a- oder y-
Cyclodextrin ist dieser Effekt nicht zu beobachten. Aus der Tatsache heraus, dal
ein Dublett beobachtet wird und dal3 bei a- und y- Cyclodextrin keine
Aufspaltungen der Methylendioxyprotonen zu beobachten sind, darf geschlossen
werden, dafl das Molekul mit seiner aromatischen Seite in die Kavitat des

B-Cyclodextrin gelangt (Abbildung 2.90.).

Abb. 2.90.: Einschlul? von 3,4-BDB in die
B-Cyclodextrinkavitat
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Tabelle 2.86. zeigt die 'H-NMR — spektroskopisch untersuchten
Methylendioxyderivate mit Dublett-Bildung (Spalte 1) in Korrelation mit den HPLC-
Trennungen (Spalte 2).

Dublett der HPLC-Trennung an

Verbindung 3,4-Methylendioxyprotonen | Cyclodextrin CSP
3,4-BDB + a-Cyclodextrin nein nein
3,4-BDB + [3-Cyclodextrin ja ja
3,4-BDB + y-Cyclodextrin nein nein
3,4-MBDB + a-Cyclodextrin nein nein
3,4-MBDB + B-Cyclodextrin ja ja
3,4-MBDB + y-Cyclodextrin nein nein
3,4-EBDB + a-Cyclodextrin nein nein
3,4-EBDB + B-Cyclodextrin ja ja
3,4-EBDB + y-Cyclodextrin nein nein
3,4-MDMA + a-Cyclodextrin nein nein
3,4-MDMA + B-Cyclodextrin ja ja
3,4-MDMA + y-Cyclodextrin nein nein
3,4-MDE + a-Cyclodextrin nein nein
3,4-MDE + (3-Cyclodextrin ja ja
3,4-MDE + y-Cyclodextrin nein nein
2,3-MDE + B-Cyclodextrin nein nein

Tab. 2.86.: 'H-NMR untersuchte Verbindungen mit a-, B- oder y-Cyclodextrin
2.7.2. Ergebniszusammenfassung

Die Einlagerung der Methylendioxy — Verbindung in die 3-Cyclodextrinkavitat kann
beobachtet werden. Die Aufspaltung der diastereotopen Protonen an der

3,4-Methylendioxy — Gruppe kann nur mit dem Cyclodextrinen beobachtet werden,

welches auch eine HPLC — Trennung hervorruft. Folglich kann die *H-NMR —
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Untersuchung dazu dienen, eine geeignete CSP fur die HPLC zu finden. Denn
wenn eine Einlagerung der zu untersuchenden Verbindung in die
Cyclodextrinkavitat tber ein 'H-NMR — Experiment durch Zumischen des
Cyclodextrins zu der Probe beobachtet werden kann, so ist eine Trennung auf
einer entsprechenden HPLC-S&aule sehr wahrscheinlich (Tabelle 2.86.). Ein
solches Experiment hat ebenfalls den Vorteil, dall es einfacher und

kostenginstiger durchzufiihren ist.
2.8. GC/MS - UNTERSUCHUNGEN

Eines der am haufigsten verwendeten Verfahren, die Enantiomere von
3,4-Methylendioxyamphetaminen zu trennen, ist die Bildung von Diastereomeren
mit anschlieender massenselektiver Detektion [30, 110, 111, 112, 113]. Dabei
werden S-(-)-N-(Trifluoroacetyl)-L-prolylchlorid [30, 110, 111, 112] und N-Hepta-
fluorobutyl-(S)-prolylchlorid [113] als Derivatisierungsreagenzien benutzt. Als
lonisierungsverfahren ist in den genannten Arbeiten meistens die Elektronenstol} -
lonisierung (ElI) zum Einsatz gekommen [30, 110, 111, 112]. Die positive
chemische lonisierung (PCI) ist bei de Boer et al. [113] mit N-Hepta-fluorobutyl-
(S)-prolylchlorid beschrieben.

2.8.1. PCI — Technik

Bei der PCI mit Methan als Reaktandgas handelt es sich um eine sogenannte
~,weiche" lonisierung, das heil3t dass intensive Peaks von protonierten Molekilen
vorherrschen. Aus diesem Grunde wird die Methode auch zur
Molekulargewichtsbestimmung herangezogen. Methan ist das am héaufigsten
verwendete Reaktandgas. Es werden weiterhin Propan, Isobutan oder Ammoniak
als Reaktanden verwendet. Nach Elektronenstof3 mit Methan kommt es zunachst
zu Methanradikalkationen, die mit Methan protoniertes Methan bilden. Die
weiteren Reaktionen sind in Abbildung 2.91. dargestellt

Als charakteristische Peaks sind in PCI — Massenspektren haufig die Addukte des
Molekiils mit protonierten Ethylen (C,Hs": m/z=29) und Propadien (C3Hs": m/z=41)

zu beobachten. Die gebildeten CHs'-Kationen reagieren als starke Sauren mit
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dem Probenmolekil. Die lonisierung des Probenmolekils erfolgt dann durch
Protonentransfer (Abbildung 2.92.).

+ .
cH, J9€V, cH, +e

+ - + )
CH, +CH, —— CHg +CH;

+
CHy, +CH, ——> C,Hi+H;

+ -

*
2 *CHy —— G+,

CH 4

+ .
— - GCHy;+H,+H

+
+
C,Hy, * CH, » CgHg +H,

Abb. 2.91.: Reaktionen nach Elektronenstof}
Mit dem Reaktandgas Methan

Neben dem Protonentransfer kann bei der PCIl aber auch die Hydridabstraktion
[M-H]" beobachtet werden (Abbildung 2.93.).

CHe +M| —  M+H' +  CH,

Abb. 2.92.: lonisierung des Probenmolekils

2.7.2. Diastereomerenbildung mit S-(-)-N-(Trifluoroacetyl)-L-prolylchlorid

Nach Extraktion der Base mit Natronlauge (4 mol L), Ausschiitteln mit
Dichlormethan und Waschen mit Wasser ist die Verbindung bei Raumtemperatur
15 Minuten mit S-(-)-N-(Trifluoroacetyl)-L-prolylchlorid (TPC), 0,1M umgesetzt

worden. Die Diastereomeren wurden direkt fir die GC/MS eingesetzt.

Die Verbindungen 1 - 4, 7 - 11, 13 - 16, 19, 20, 25, 28, 31 - 34 konnten in Form
ihrer Diastereomeren getrennt werden. Fir die Verbindungen 21 und 22 konnte
lediglich eine Antrennung erreicht werden. Die Ubrigen Verbindungen zeigten
keine Reaktion zu den Diastereomerenderivaten oder haben sich mdglicherweise

im Injektorblock zersetzt.
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Die Identifizierung der TPC — Derivate erfolgte anhand des typischen protonierten
Molpeaks sowie der Addukte mit protonierten Ethylen (Molmasse + 29) und
Propadien (Molmasse + 41). Tabelle 2.87. zeigt die entsprechenden Molmassen
sowie die m/z — Werte der Addukte aller getrennten und angetrennten
Verbindungen. Alle Massenspektren dieser Verbindungen sind im Anhang
abgebildet (Kapitel 5.4.). Verbindung 31 ist mit je zwei Massenpeaks in der
Tabelle aufgefihrt, da Brom als Isotop mit der Molmasse 79 und 81 in nahezu der
gleichen Haufigkeit auftritt. Daher zeigt das Massenspektrum die
Isotopenverteilung von Brom auch bei den entsprechenden Peaks der Addukte

und Fragmente, sofern sie Brom enthalten.

N M m/z m/z m/z
% TPC- | [M+H]"- | [M+CoHs]"  [M+CsHel" -
-ug) Derivat Kation - Kation Kation
1 372 373 401 413
2 386 387 415 427
3 400 401 429 441
4 414 415 443 455
7 386 387 415 427
8 400 401 429 441
9 414 415 443 455
10 428 429 457 469
11 428 429 457 469
14 386 387 415 427
15 400 401 429 441
16 414 415 443 455
19 416 417 445 457
20 416 417 445 457
21 372 373 401 413
22 386 387 415 427
25 400 401 429 441
28 358 359 387 399
31| 466/468 467/469 495/497 507/509
32 328 329 357 369
33 342 343 371 383
34 356 357 385 397

Tab. 2.87.: Molmasse und m/z - Werte der
Addukte der getrennten Diastereomere
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Abbildung 2.94. zeigt das Massenspektrum des 3,4-MDA — TPC — Derivates.
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Abb. 2.94.. CI - Massenspektrum des 3,4-MDA — TPC — Derivates

Einige der Fragmente konnten identifiziert werden. Ausgehend von der Molmasse
sind bei allen untersuchten Verbindungen die Ethylen und Propadien — Addukte zu
identifizieren. Der Verlust von 20 Masseneinheiten vom protonierten Molpeak aus
gesehen ist wahrscheinlich auf den Verlust von HF (m/z=20) zuriickzufuhren. Der
Peak mit m/z=163 wird aus der homolytischen Spaltung einer C-N — Bindung

hervorgegangen sein dessen Fragment diese Masse aufweist.

0
< +
T
m/z=163

Analog konnte das entsprechende Fragment auch bei den 3,4-Methylen-

dioxyverbindungen vom Butanamin — Typ mit m/z= 177 identifiziert werden.
0
< +
o CoHs
m/z=177
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In den Massenspektren der isomeren 2,3-Derivate kbnnen diese Peaks ebenfalls
beobachtet werden.

/\O /\O

0] O

CoHs

m/z=163 m/z=177

Zur massenspektrometrischen Untersuchung ist auch ein deuteriertes Derivat von
3,4-MDMA, das 3,4-Methylendioxymethamphetamin-d,-(N-methyl-d3), gekommen,
da diese deuterierten Verbindung in der forensischen Analytik gerne zur
Quantifizierung bei massenspektrometrischer Detektion eingesetzt werden. Die
m/z-Werte der protonierten Verbindung und der Addukte zeigen erwartungsgemal

eine um 5 Dalton erh6hte Masse.

392

[M+H]+ 165

306

rel. Abundance [%]

432

| L | m/z

Ly — ‘;36\‘\ . ‘M" R ; L ‘ . . ‘
100 200 300 400 500

Abb. 2.95.: CI - Massenspektrum des (R,S)-3,4-Methylendioxymethamphet-
amin-d,-(N-methyl-ds)— TPC — Derivates

Zu einigen der dbrigen, nicht identifizierten Peaks kann aufgrund der

Massenunterschiede zum nicht deuterierten Derivat (Abbildung 2.95.) vermutet

werden, aus welchen Molekiilteilen diese Fragmente stammen. Obwohl die Lage

der Wasserstoffisotope nicht genau bekannt ist, darf aus dem Namen geschlossen

werden, daf’ sich 2 Deuteriumatome im 3,4-Methylen-dioxyamphetamin — Teil und

die Ubrigen 3 im N-Methyl — Teil der Verbindung befinden. Folglich mul3 das
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Fragment mit m/z=163 in der deuterierten Verbindung bei m/z=165 erscheinen.
Dieses ist auch der Fall (Abbildung 2.96.).

Abbildung 2.60. zeigt das Massenspektrum des nicht deuterierten 3,4-MDMA-
Derivates.

[M+ H]+ 163 387
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Abb. 2.96.. CI - Massenspektrum des 3,4-MDMA — TPC — Derivates

So sind die Fragmente mit m/z>300 Molekulteilen zuzuordnen, die 3,4-MDMA
enthalten, da diese Fragmente in den Spektren der deuterierten, um 5 Dalton
erhoht, und dem nicht deuterierten Massenspektrum vorhanden sind.

Sicherheit Uber die genaue Struktur der Fragmente zwischen m/z=191 und
m/z=301 und dem Mechanismus ihrer Entstehung kdnnen weitere Experimente

sowie MS/MS — Untersuchungen geben, die zukinftigen Arbeiten vorbehalten
sind.

Fur 3,4-MDMA konnte die Elutionsreihenfolge der Diastereomerenpaare durch
Chromatographie des S-(+)-3,4-MDMA-S-(-)-TPC - Derivates bestimmt werden

(Abbildung 2.97.). Vereinfacht wird in Abbildung 2.97. das Diastereomerderivat als
S-(+)-3,4-MDMA bezeichnet.
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S-(+)-3,4-MDMA

Abundance TIC

18.50 19.50 20.50 21.50 22.50 23.50

Retentionszeit [min]

Abb. 2.97.. Diastereomerentrennung des 3,4-MDMA — TPC —Derivates mit
Overlay des S-(+)-MDMA-Enantiomer

Nicht alle der untersuchten Verbindungen konnten in Form ihrer Diastereomeren
gaschomatographisch getrennt werden. Im Anhang sind die Ergebnisse der
Trennungen zusammengestellt (Abschnitt 5.3.). Die ausgesprochene Polaritat
einiger Verbindungen (zum Beispiel Verbindung 26 und 27) werden die
gaschromatographische Bestimmung verhindert haben, moglicherweise kdnnten
aber auch ungeeignete Derivatisierungsbedingungen hier Grund fur das Versagen
der Methode sein. Hier ist weiterer Optimierungsbedarf, der zum Beispiel die
Konzentration des Derivatisierungsreagenzes, das Freisetzen der Base seitens
der Probenvorbereitung oder eine schonendere Injektion der Probe oder ein
anderes Temperaturprogramm wahrend der gaschromatographischen Trennung

betreffen kann.

2.8.3. Ergebniszusammenfassung

Diastereomere sind Verbindungen mit unterschiedlichen physikalisch-chemischen
Eigenschaften. Daher ist deren Trennung ohne Einsatz chiraler Medien mdglich.

Es werden keine teuren chiralen stationaren Phasen benotigt, fur deren

Handhabung unter Umstanden ein erfahrenen Analytiker bendtigt wird.
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Nachteilig ist die Notwendigkeit der Derivatisierung. Bei der Derivatisierung kdonnte
es zu einer Razemisierung kommen, was natirlich ein Analysenergebnis
verfalschen wiirde. Die Derivatisierung wird meistens mit einem Uberschul? des
Reagenzes erfolgen. Das heil3t, dal3 der Reagenzpeak von den Diastereomeren
auch getrennt werden muf. ldealerweise ware das Uberschissige Reagenz aus
der Probe zu entfernen. Auch die Ausbeute der Reaktion kann ein entscheidender
Faktor sein, wenn am Detektionslimit bestimmt werden soll.

Bei Reinheitsuntersuchungen stellt sich die Frage nach der Enantiomerenreinheit
des Derivatisierungsreagenzes, denn ein nicht enantiomerenreines Reagenz fihrt
zur Bildung von 4 Isomeren, und eine genaue ldentifizierung der Enantiomere ist
nicht mehr maglich.

Die hier untersuchte Diastereomerenbildung zeigt, dal3 eine Trennung relativ
schnell und sicher erreicht werden kann.

Fur die Auswahl der Methodik muf3 Uberlegt werden, welchen Zweck eine
derartige Bestimmung hat und welche Geréate eingesetzt werden sollen und
konnen. Der Einsatz der GC/MS sichert das Ergebnis naturlich hinsichtlich seiner
Spezifitat durch den massenselektiven Detektor ab. Fur die forensische Analytik
ist dieses unabdingbar. Wenn jedoch eine Probe im Rahmen eines Screenings
untersucht werden soll, kann die apparativ etwas weniger aufwendige HPLC mit

einer UV- oder Fluoreszenzdetektion genutzt werden.
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3. Zusammenfassung

Der Einsatz chiral modifizierter Phasen in der HPLC erfordert ein grof3es Mal3 an
Experimentierfreudigkeit hinsichtlich der Auswahl eines geeigneten Fliel3mittels.
Die vorliegende Arbeit zeigt, dal3 bei einer erfolgreichen Enantiomerentrennung
einer Substanz nicht davon ausgegangen werden kann, dal3 auch die homologe
Verbindung in dem System getrennt wird. Jede Verbindung ist einzeln zu
betrachten und eine Trennung entsprechend zu optimieren.

Der Einflu? der Temperatur, des pH - Wertes, der Art und Menge des Modifiers
sowie der Pufferkonzentration sind in den Kapiteln ausfuhrlich dargestellt und
diskutiert worden. Als wichtige Trends sind fur die Cyclodextrinphasen eine
moglichst niedrige Temperatur, einen auf die Phase und die Verbindung
abgestimmten pH — Wert sowie eine nicht zu hohe Pufferkonzentration zu nennen.
Da vor allem pH - Wert und Pufferkonzentrationen Auswirkungen auf die
Haltbarkeit der CSP haben, liegt es nicht nur im analytischen, sondern auch
monetéren Interesse, ein System zu finden, mit dem eine Trennung schnell und
robust, das heil3t unter mdglichst langer Lebensdauer der Saule, durchgefuhrt
werden kann. Desweiteren zeigt die Arbeit, dal3 eine Trennung schon durch den

Einsatz eines anderen Modifiers optimiert werden kann.

Es ist gezeigt worden, dafld durch Einsatz der Floureszendetektion sehr
empfindlich detektiert werden kann. Der Einsatz eines Dioden-Array-Detektors
erlaubt wiederum die Aufnahme eines UV-Spektrums.

Die Darstellungen der CD-Spektren und CD- Chromatogramme zeigen, dald die
Aussagen, die bei dieser Detektionsart getroffen werden kénnen, sehr wertvolle
Hinweise auf die Struktur der Substanz geben kdnnen. Zunachst erhalt man die
grundsétzliche Information, dafd die untersuchte Substanz chiral ist. Bel
entsprechender Extrapolation und gegebenenfalls Vergleichsmessung mit einer
ahnlichen Substanz |af3t sich auch eine Aussage uber die Konfiguration der

Substanz treffen.

Entscheidend fur die Beurteilung und Auswahl einer Trennung ist die

Fragestellung, die bearbeitet werden mul3. Zunachst ist zu eruieren, wieviel Zeit
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eine Trennung in Anspruch nehmen darf. Hier sind natirlich Haltbarkeit des
Probenextraktes und Verfiigbarkeit des Ergebnisses die wichtigsten Argumente fur
die Auswahl der Methode. Bei klinischer Fragestellung muf3 haufig mdglichst
schnell ein Ergebnis vorliegen. Entscheidend ist aber auch die Aussage, die
getroffen werden soll. Unter Umstanden reicht es aus, einen Trend festzustellen,
der zum Beispiel das Vorhandensein von mehr Enantiomer 1 oder mehr
Enantiomer 2 beschreibt. Dann kann auch durchaus eine Trennung gewahlt
werden, die schnell abgeschlossen ist und eine Auflésung vielleicht von nur 0,8
hat.

Die Diastereomerentrennungen mittels Gaschromatographie zeigen, dal} eine
Identifizierung der Enantiomeren schnell erreicht werden kann, ohne eine chirale
Trennung zu benutzen. Die Detektion durch einen massenselektiven Detektor ist
aullerst spezifisch. Bei dieser Methodik liegen sicher die Probleme in der
Derivatisierung, dem apparativen Aufwand und der Reinheit der Reagenzien,
sofern Reinheitsbestimmungen durchgefihrt werden muissen. Aber die
massenselektive Detektion stellt naturlich ein Verfahren dar, welches sich in der
forensischen Analytik anbietet, um sogar gerichtsrelevante Ergebnisse erzielen zu

kdnnen.

Die Trennung der Enantiomere der Amphetamin - Derivate im
Umkehrphasenmodus und ohne Derivatisierung hat den Vorteil, daf3 die als Salz
vorliegenden Substanzen direkt in das HPLC — System injiziert werden kdénnen.
Eine Uberfiihrung in die Basen oder in andere Verbindungen ist somit nicht mehr
notwendig. Eine entsprechende Analytik aus Urin und Serum oder anderen
Korperflissigkeiten, in denen diese Verbindungen als Salze vorliegen, kann somit
schnell erstellt werden. Ein weiterer Vorteil der Umkehrphasenchromatographie ist
durch die Benutzung von uUberwiegend wassrigen Medien die unproblematischere
Entsorgung und der Umgang mit weniger toxischen Flieldmitteln.

Die Hochleistungsflissigchromatographie mit chiral modifizierten Phasen stellt ein
in der Methodenentwicklung aufwendiges Verfahren dar. Liegt jedoch eine
Trennung vor, so ist sie bei entsprechender Detektion gut durchzufihren.
Zusatzliche Detektoren (CD-Detektor) kdnnen die Aussagekraft der Ergebnisse

erhdhen.
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4. Material und Methoden

4.1. GERATE

Hewlett Packard Series 1050 HPLC
Entgaser Series 1050, G1303 A
Autosampler Series 1050, G03712
Quarterndre Pumpe Series 1050, G9852 AX
Séaulenthermostat Spark Holland, Mistral
Dioden—Array—Detektor Series 1050, G1306 AX
Fluoreszenzdetektor Series 1100, G1321
Auswertesoftware: HP Chemstation Rev. A.07.01 [682]

Hewlett Packard Series 1100 HPLC
Entgaser Series 1100, G1322 A
Autosampler Series 1100, G1313 A
Bindre Pumpe Series 1100, G1312 A
Saulenthermostat Series 1100, G1316 A
Dioden — Array — Detektor Series 1100, G1315 A
Fluoreszenzdetektor Series 1100, G1321 A
CD — Detektor Jasco, CD-1595
Auswertesoftware: HP Chemstation Rev. A.07.01 [682]

Merck Series 7000 HPLC
Entgaser, L-7612
Autosampler, L-7250
Quarternare Pumpe, L-7100
Saulenthermostat, L-7360
Dioden—Array—Detektor, L-7450
Fluoreszenzdetektor, L-7480
Auswertesoftware: HPLC System Manager, Version 3.1
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Agilent GC/MS
GC: HP 6890 Series
MSD: HP 5973

'H-NMR-Spektroskopie
Bruker-Kernresonanzspektrometer ARX 300 (Mel3frequenz 300,13 MHz)

4.2. SOFTWARE

Chemograph 6.2"
Word fir Windows 97"

Excel fur Windows 97"

4.3. REAGENZIEN

Acetonitril, gradient grade fir die Flissigchromatographie, Merck Art. Nr. 100030

Ammoniumacetat, zur Analyse, Merck Art. Nr. 101116

a-Cyclodextrin, Fluka Art. Nr. 28705

B-Cyclodextrin, Fluka Art. Nr. 28707

y-Cyclodextrin, Fluka Art. Nr. 28708

Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat, zur Analyse, Merck Art. Nr. 105099

Dichlormethan, fir die organische Spurenanalyse, Merck Art. Nr. 106054

Essigsaure 96%, zur Analyse, Merck Art. Nr. 100062

Kaliumdihydrogenphosphat, zur Analyse, Merck Art. Nr. 104877

Methanol, gradient grade fur die Flissigchromatographie, Merck Art. Nr. 106007

Natriumacetat, zur Analyse, Merck Art. Nr. 106268

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, reinst, Merck Art. Nr. 106345

Natronlauge-Mal3lésung, Merck Art. Nr. 109956

ortho-Phosphorsaure 85%, zur Analyse, Merck Art. Nr. 100573

PIC A lonenpaarreagenz (Tetrabutylammoniumphosphat), Waters Art. Nr.
WAT085101

S-(-)-N-(Triflouracetyl)-L-prolylchlorid, Sigma-Aldrich Art. Nr. 24,850-9
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Triethylammoniumphosphat (TEAP) — Fertigpuffer pH 3,0, 1M, Merck Art. Nr. 9282
Triethylamin, Puffersubstanz, Merck Art. Nr. 1.08217
Wasser, HPLC-Qualitat, hauseigene Entmineralisierung Destimat Bi 18 E,

Heraeus oder Milli-Q Plus, Millipore
4.4, REFERENZSUBSTANZEN

3,4-Methylendioxypropylamphetaminhydrochlorid, 4, Alltech Art. Nr. 01471
4-Hydroxy-3-methoxyamphetaminhydrochlorid, 26, Lipomed Art. Nr. HMA-85-HC-
10
4-Hydroxy-3-methoxymethamphetaminhydrochlorid, 27, Lipomed Art. Nr. HMMA-
417-HC-10
p-Methoxyamphetaminhydrochlorid, 28, Sigma-Aldrich Art. Nr. M-3404
p-Hydroxymethamphetaminhydrochlorid, 29, Sigma-Aldrich Art. Nr. H-9645
p-Chloramphetaminhydrochlorid, 30, Sigma-Aldrich Art. Nr. C-9635
2,5-Dimethoxy-4-bromamphetaminhydrochlorid, 31, Sigma-Aldrich Art. Nr. D-7412
Methcathionhydrochlorid, 34, Sigma-Aldrich Art. Nr. M-5037
R-(+)-Methcathinonhydrochlorid, Sigma-Aldrich Art. Nr. M-061
S-(+)-Methylendioxymethamphetaminhydrochlorid, Sigma-Aldrich Art. Nr. M 139
3,4-Methylendioxymethamphetamin-d,-(N-methyl-ds)-hydrochlorid, Lipomed Art.
Nr. MDM-324-HC

Von allen Verbindungen, die in dieser Arbeit untersucht worden sind, ist eine
methanolische LOosung (1 mg/ml) des Salzes hergestellt worden. Aus dieser
Stammlosung sind mit Hilfe von Verdrangungspipetten (Microman Classic der

Firma Abimed) Verdinnungen hergestellt worden.
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4.5. HPLC-SAULEN

Chiradex”, Art. Nr. 1.51333.0001, Merck KGaA

Chiradex gamma”, Art. Nr. 1.50174.0001, Merck KGaA

Cyclobond | 2000”, Art. Nr. 20024, Astec

Clobond | 2000 Ac”, Art. Nr. 20124, Astec

Clobond | 2000 SN", Art. Nr. 20224, Astec

Clobond 117, Art. Nr. 410020, Astec

Clobond 111, Art. Nr. 410030, Astec

Nucleodex a-PM", Art. Nr. 721643.40, Macherey-Nagel

Nucleodex B-OH", Art. Nr. 721459.40, Macherey-Nagel

Nucleodex B-PM", Art. Nr. 721461.40, Macherey-Nagel

Nucleodex y-PM", Art. Nr. 721465.40, Macherey-Nagel

Shodex 3-Cyclodextrin polymer gebunden, Art. Nr. ODB-435 HQ, Showa Denko
Shodex y-Cyclodextrin polymer gebunden, Art. Nr. ODC-435 HQ, Showa Denko

4.6. PUFFER FUR DIE HPLC

Puffer 1. NH;-Acetat 0,1 M pH 7,0
7,708g Ammoniumacetat werden in 500ml Wasser gel6ést und mit
Essigsaure 96% auf pH 7,0 eingestellt. Anschlielend wird mit

Wasser auf 1000,0ml aufgefullt.

Puffer 2: KH2PO4/K;HPO, 0,1M + 1% TEA pH 6,5
6,89 Kaliumdihydrogenphosphat und 11,4g Dikaliumhydrogen-
phosphat-Trihydrat werden in 500ml Wasser gelost. 10,0ml
Triethylamin  werden zugegeben, vermischt und mit ortho-
Phosphorsaure 85% auf pH 6,5 eingestellt. Mit Wasser wird auf
1000,0 ml aufgefullt.
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Puffer 3:

Puffer 4:

Puffer 5:

Puffer 6:

NaH,PO4 0,025M + PIC A lonenpaarreagenz, Waters (Tetrabutyl-
ammoniumphosphat 0,005M) pH 3,5

3,99 Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat werden in 500ml Wasser
gelést, mit PIC A lonenopaarreagenz versetzt und mit ortho-
Phosphorsdure 85% auf pH 3,5 eingestellt. Mit Wasser wird auf
1000,0 ml aufgefullt.

NHs-Acetat 0,1 M + PIC A lonenpaarreagenz, Waters (Tetrabutyl-
ammoniumphosphat 0,005M) pH 4,2

7,708g Ammoniumacetat werden in 500ml Wasser geldst, mit PIC A
lonenopaarreagenz versetzt und mit Essigsaure 96% auf pH 4,2

eingestellt. Mit Wasser wird auf 1000,0 ml aufgefullt.

Triethylammoniumphosphat (TEAP) - Fertigpuffer 0,01M, pH 3,0
10,0ml TEAP-Fertigpuffer werden mit Wasser zu 1000,0ml aufgefullt.

Natriumacetatlésung 0,02 M, pH 4,4

1,64g Natriumacetat werden in 500ml Wasser gel6ést und mit
Essigsaure 96% auf den pH 4,4 eingestellt. Mit Wasser wird auf
1000,0 ml aufgefullt.
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4.7. HPLC - BEDINGUNGEN

Wenn nichts anderens angegeben worden ist, sind sdmtliche Trennungen unter

nachfolgenden Bedingungen chromatographiert worden:

FlieRgeschwindigkeit:
Injektion:
Saulentemperatur:
UV — Detektion:

CD - Detektion:

Fluoreszenzdetektion:

0,8ml/ml

20ul

21<C

Methylendioxy-Verbindungen 288nm
Amphetamin-Derivate 210nm
Methcathinon 254nm

288nm

Anregungswellenlange 288nm

Emissionswellenlange 320nm

4.8. GC/MS - BEDINGUNGEN

Gaschromatographie:

Massenspektrometrie (PCI):

Hewlett Packard Series 6890, Fused Silica
Kapillarsdule HP 1 (25m x 0,20mm; 0,33um
Filmdicke), Initialtemperatur: 60°C, fur 0,75min,
lineare Steigerung bis 300°C mit 10°C/min,
Tragergas: Helium, Injektortemperatur: 220°C,
Druck:115,9 kPa, Injektion: 1ul; Injektion bei

geschlossenem Split, nach 0,75min 1:50.
70 ev, Quelltemperatur: 250,

Quadrupoltemperatur: 106<C Reaktandgas:
Methan, 6,76 scans/s, Scanbereich 50-500 Dalton
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5. Anhang

5.1. FIRMENVERZEICHNIS

Abimed Analysen — Technik GmbH, 40736 Langenfeld, Deutschland
Agilent Technologies (Hewlett Packard), 22297 Hamburg, Deutschland
Astec, ICT Handels-GmbH, 61352 Bad Homburg, Deutschland

Alltech Applied Science Labs, State College PA, USA

Daicel, Merck KGaA, 64293 Darmstadt, Deutschland

Heraeus, 63405 Hanau, Deutschland

Jasco, Labor und Datentechnik GmbH, 64823 Gro3-Umstadt, Deutschland
Lipomed AG, 4144, Arlesheim, Schweiz

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, 52313 Duren, Deutschland

Merck KGaA, 64293 Darmstadt, Deutschland

Millipore GmbH, 65760 Eschborn, Deutschland

Showa Denko, Phenomenex, 63741 Aschaffenburg, Deutschland
Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH, 89552 Steinheim, Deutschland

Waters GmbH, 65760 Eschborn, Deutschland
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5.2. TRENNUNGEN AN R3-CYCLODEXTRIN - CSP

N Puffer 1 Puffer 2 Puffer 3 Puffer 4 Puffer 5 Puffer 6
©

% M| A M| A M| A M M| A | M A
1 /095/1,18|1,09|1,10 | 1,15| - 0,94 - - - -
2 1,701,20 1,78|2,09|1,65| - 082 |154| - - -
3 - |057/158|1,71|153| - 1,48 - - - -
4 - /082|108 122|143 - 1,69 1,37 - - -
5 - - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - - -
7 - - 1042] - - - 0,56 - - - -
8 - |050 054|054 - - 0,60 - - - -
9 - |065/ 065|070 - - 1,04 - - - -
10| - - - - - - 0,68 - - - -
11 1,31 |151| - |1,87|/099|123| 1,64 - - - -
12 - - - - - - - - - - -
13 - - - - - - - - - - -
14 - - - - - - - - - - -
15| - - - - - - - - - - -
16| - - 10,71/084| - - - - - - -
17 12,38 1,23| - /065|3,10| - - 1,96 (0,85 | - -
18| - - 1064/084 - - - - - - -
19 - - - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - - -
21 - - - - - - 0,67 - - - -
22 - |1,02/1,37 /231|161 1,44 - 052 - - -
23| - - - - - - - - - - -
24 | - - - - - - - - - - -
25| - - - - - - - - - - -
26 - - - - - - - - - - -
27 | - - - - - - - - - - -
28 - |065/061/062| - - - 0,60 0,54 | - -
29 11,03/0,86|1,63|1,21 1,49 - - 1,30|1,08| - -
30 - - 1060|073 - - - - - - -
31 - - - - - - - - - - -
32 - - 1044|070/ 081| - - - - - -
33 - - 1067|1,22|1,07| - - - - - -
34 - - 1065|066 - - - - - - -
Tab.5.1.: Gesamttabelle der an 3-Cyclodextrin getrennten

Verbindungen (M= Methanol, A= Acetonitril)
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5.3. DIASTEREOMERENTRENNUNGEN MITTELS GC/MS

Substanz Diastereomere

Trennung
Trennung
Trennung
Trennung

keine Derivatisierung

keine Derivatisierung
Trennung
Trennung
Trennung

10 Trennung

11 Trennung

12| keine Derivatisierung

13| keine Derivatisierung

OO INOO 0D WN P

14 Trennung
15 Trennung
16 Trennung

17| keine Derivatisierung
18| Kkeine Derivatisierung

19 Trennung
20 Trennung
21 Antrennung
22 Antrennung

23| keine Derivatisierung
24| keine Derivatisierung
25 Trennung (3 Peaks)
26| keine Derivatisierung
27| keine Derivatisierung

28 Trennung

29| keine Derivatisierung
30 keine Messung
31 Trennung

32 Trennung

33 Trennung

34 Trennung

Tab.5.2.: Diastereomerenbildung
und GC/MS-Bestimmung
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5.4.

PCI - MS - SPEKTREN
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