Enantiomerenbestimmung

Angewandte

DOI: 10.1002/ange.201306271

Enantiomerenbestimmung chiraler Molekiile in Stoffgemischen mittels
Breitband-Mikrowellenspektroskopie**
V. Alvin Shubert, David Schmitz, David Patterson, John M. Doyle und Melanie Schnell*

Abstract: Wir analysieren Enantiomeren- und Konformeren-
gemische von Carvon mittels chiralititsselektiver Breitband-
Mikrowellenspektroskopie. Dabei konnen wir zeigen, dass wir
Enantiomere voneinander unterscheiden, Enantiomereniiber-
schiisse messen und absolute Konfigurationen bestimmen
konnen. Unsere Methode verwendet Drei-Wellen-Mischung im
Mikrowellenfrequenzbereich und ist fiir die Untersuchung von
Stoffgemischen hervorragend geeignet — ein Vorteil gegeniiber
anderen Techniken. Im Unterschied zur konventionellen Mi-
krowellenspektroskopie verwenden wir auch die Phase des
Molekiilsignals. Diese Phase hingt von den Vorzeichen der
Dipolmomentskomponenten der Molekiile ab und erlaubt die
Bestimmung des Uberschussenantiomers, wohingegen sich die
Hohe des Uberschusses iiber die Signalamplitude bestimmen
ldsst. In unseren Experimenten untersuchen wir zwei Carvon-
Konformere gleichzeitig und zeigen damit die FEignung der
Methode fiir die Mischungsanalyse. Aus quantenchemischen
Berechnungen und den gemessenen Phasen kénnen wir zudem
die absoluten Konfigurationen der Enantiomere bestimmen.

Chiralit'eit spielt in vielen chemischen und biologischen
Prozessen eine zentrale Rolle. Ein grofler Anteil biologisch
relevanter Molekiile ist chiral — die Chemie des Lebens
beruht fast ausschlieBlich auf linkshdndigen Aminosduren
und rechtshéndigen Zuckern, was auch als ,,Homochiralitét
des Lebens“ bezeichnet wird. Trotz der Bedeutung chiraler
Molekiile ist die Bestimmung des Enantiomereniiberschusses
(,,enantiomeric excess“, ee), d.h. des Anteils rechtshindiger
zu linkshéndiger Molekiile, insbesondere fiir kleine ee und in
Gemischen chiraler Molekiile immer noch schwierig. Hier
zeigen wir die eindeutige Enantiomerenunterscheidung chi-
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raler Molekiille an einem Konformerengemisch mittels
Breitbandrotationsspektroskopie."”) Zudem kénnen wir den
Enantiomereniiberschuss in Mischungen und die absolute
Konfiguration chiraler Molekiile bestimmen.

Etablierte spektroskopische Methoden zur Identifizie-
rung von Enantiomeren und zur Bestimmung des Enantio-
mereniiberschusses beruhen auf der Wechselwirkung der
Molekiile mit linear oder zirkular polarisiertem Licht. Diese
Wechselwirkung ist vergleichsweise schwach,”! so dass hoch-
konzentrierte Proben oder intensive Lichtstrahlung verwen-
det werden miissen. Diese Methoden, wie Zirkulardichrois-
mus (,circular dichroism“, CD), Schwingungs-Zirkulardi-
chroismus (,,vibrational circular dichroism®, VCD) und op-
tische Aktivitit, sind kommerziell erhiltlich und weit ver-
breitet. Fiir die Mischungsanalyse chiraler Molekiile sind sie
allerdings weniger geeignet. Uns ist lediglich eine Mi-
schungsanalyse bekannt, die auf Fourier-Transformations-
VCD-Messungen basiert.”) Neuere Entwicklungen in diesem
Bereich verwenden Synchrotronstrahlung und Femtosekun-
denlaser, um die optische Aktivitit, die Photoionisierung und
den Zirkulardichroismus in der Photoelektronenverteilung
chiraler Molekiile zu untersuchen.!

Wir haben vor kurzem eine neue Methode zur Enantio-
merenunterscheidung chiraler Molekiile in der Gasphase
vorgestellt. Diese Methode beruht auf dem Prinzip der Mi-
krowellenspektroskopie und kann als Drei-Wellen-Mischung
im Mikrowellenfrequenzbereich bezeichnet werden.'” Sie ist
breit anwendbar auf alle chiralen Molekiile mit von Null
verschiedenen Dipolmomentskomponenten (u,, y, tc#0).
Der zugrundeliegende physikalische Mechanismus lésst sich
vollstdndig durch den Hamilton-Operator eines asymmetri-
schen Kreisels in einem externen elektrischen Feld be-
schreiben. Da, abgesehen von kleinen Unterschieden auf-
grund des paritidtsverletzenden Charakters der schwachen
Wechselwirkung, die Rotationskonstanten und die Absolut-
werte der Dipolmomentskomponenten (|u, |, |u, | und | u.|)
fiir beide Enantiomere eines chiralen Molekiils gleich sind,
weisen sie auch identische Rotationsspektren auf. Hierbei
konnen alle erlaubten Rotationsiibergidnge als reine a-Typ-,
b-Typ- und c-Typ-Ubergiinge klassifiziert werden, d.h. sie
héngen entweder ausschlieBlich von y,, von u, oder von y. ab.
Das Produkt pu,u. weist allerdings unterschiedliche Vorzei-
chen fiir die Enantiomere eines chiralen Molekiils auf, da die
Dipolmomente gespiegelt sind. Diesen Vorzeichenwechsel
nutzen wir in unserer Methode aus, indem wir geschlossene
Zyklen von Rotationsiibergdngen benutzen, die von allen
drei  Dipolmomentskomponenten  abhingen  (Abbil-
dung 1 A).''? Die Methode kann daher auch als polarisati-
onsabhingiges = Doppelresonanzexperiment  angesehen
werden. Auf diese Weise erhalten wir ein eindeutiges chirales
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Abbildung 1. A) Energieniveauschema und Zeitleiste fiir die Drei-
Wellen-Mischung am Beispiel des Carvon-Konformers EQ2. Ve, Vinist
und v, entsprechen den c-, a- und b-Typ-Ubergangsfrequenzen.

B) Anordnung der Hornantennen mit zusatzlichen RF-Elektroden. Die
Uberschallexpansionszone befindet sich zwischen beiden Hornanten-
nen. Das Koordinatensystem beschreibt die Polarisationsrichtungen
der Anregungs- und emittierten Felder. Das Senderhorn ist um 45° im
Vergleich zum Empfingerhorn gedreht, um sowohl konventionelle
Mirowellenspektroskopie als auch die Detektion des chiralen Signals
zu erméglichen.

Signal fiir nichtracemische Mischungen. Indem wir bei-
spielsweise erst einen a-Typ- und einen c-Typ-Ubergang mit
zwei zueinander senkrechten Feldern anregen (Abbil-
dung 1 A), erhalten wir fiir die beiden Enantiomere unter-
schiedliche Phasen des resultierenden freien Induktionszer-
falls (,,free induction decay“, FID) des molekularen Signals in
der dritten Richtung, die y, einschlieft. Der Phasenunter-
schied betrdgt hierbei @ (sieche auch die Hintergrundinfor-
mationen). AuBerdem ist die Amplitude des chiralen Signals
direkt proportional zum Enantiomereniiberschuss, was kiirz-
lich an einer puffergasgekiihlten Molekiilprobe gezeigt
werden konnte.'!! Da, innerhalb der elektrischen Dipolni-
herung und unabhéngig von der geometrischen Anordnung,
die Drei-Wellen-Mischung fiir Racemate strikt verboten ist,
ergibt sich fiir ein racemisches Gemisch ein wohldefinierter
Hintergrund von Null, sodass empfindliche Messungen des
Enantiomereniiberschusses moglich werden.

Hier haben wir die Methode auf die Untersuchung von
Molekiilgemischen erweitert: Wir konnen Enantiomere in
Mischungen unterscheiden und den Enantiomerentiiberschuss
sowie die absolute Konfiguration in Mischungen bestimmen.
Dafiir kombinieren wir das Prinzip der Drei-Wellen-Mi-
schung im Mikrowellenfrequenzbereich mit Uberschallmo-
lekiilstrahlen als Quelle fiir intern kalte Molekiile in der
Gasphase. Uberschallmolekiilstrahlen sind innerhalb der
Molekiilspektroskopie weit verbreitet, da die Spektren kalter
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Molekiile gegeniiber denen von Raumtemperaturproben
deutlich vereinfacht sind.

Wir konzentrieren uns in der hier beschriebenen Arbeit
auf das Terpenmolekiil Carvon (Abbildung 1 A). Wihrend R-
Carvon nach Minze riecht, erinnert der Geruch des S-Carvons
an Kiimmel. Dieser Unterschied zeigt eindrucksvoll die un-
terschiedlichen biologischen Funktionalitdten der Enantio-
mere chiraler Molekiile. Carvon existiert unter den kalten
Bedingungen des Molekiilstrahls in zwei Konformeren, die
wir entsprechend der Nomenklatur von Moreno et al. als
EQ1 und EQ2 bezeichnen.!"

Um enantiomerenempfindliche Messungen durchzufiih-
ren, waren nur kleine Anderungen an dem von uns in Ham-
burg betriebenen, breitbandigen Fourier-Transformations-
Mikrowellenspektrometer COMPACT!™ notwendig, die in
den ergidnzenden Informationen genauer beschrieben sind.
Die Molekiil-Mikrowellen-Wechselwirkungszone des modi-
fizierten COMPACT-Spektrometers!'¥ ist in Abbildung 1B
schematisch dargestellt. Die verwendeten Mikrowellen- und
Radiofrequenzfelder werden mit demselben Arbitriarwellen-
formgenerator erzeugt, sodass Phasenstabilitdt gegeben ist.
Wir benutzen Zyklen bestehend aus drei Energieniveaus, die
durch a-, b- und c-Typ-Ubergiinge miteinander verbunden
sind (Abbildung 1 A). Fiir das EQ2-Konformer beispielsweise
regen wir einen c-Typ-Ubergang (5557.91 MHz) mit einem
linear polarisierten, intensiven Mikrowellenchirp (,,drive®-
Chirp) an, dann koppeln wir den Ubergang mit einem reso-
nanten Radiofrequenz- (RF-)Puls (a-Typ-Ubergang bei
459.75 MHz, ,,twist“-Ubergang), der orthogonal zur Polari-
sationsrichtung des Mikrowellenpulses polarisiert ist.
SchlieBlich messen wir den phasenabhéngigen FID, welchen
wir in der dritten, zu beiden Anregungspulsen senkrechten
Richtung aufnehmen. Da sich in diesem Schema die Anre-
gungs- (,,drive”) und die Messfrequenzen (,listen“) um die
RF-Frequenz unterscheiden, ist die Verwendung eines Mi-
krowellenspektrometers, das auf einer Kavitét basiert, auf-
grund der Schmalbandigkeit des Resonators nicht moglich.

In Tabelle 1 sind die unabhingig voneinander gemessenen
Ergebnisse der Drei-Wellen-Mischung fiir die beiden Kon-
formere EQ1 und EQ2 zusammengefasst, d.h. es wurde je-
weils nur ein Konformer pro Messung angeregt (obwohl
beide in der Molekiilprobe vorlagen). Phase und Amplitude
des , listen“-Signals werden tiber die Fourier-Koeffizienten an

Tabelle 1: Phasen (Bogenmaf) fiir enantiomerenreines R- und S-Carvon,
die fiir beide Konformere EQ1 und EQ2 unabhingig voneinander sowie
zusitzlich mit um 7 zueinander phasenverschobenen RF-Pulsen,

RF~=—(RF"), aufgenommen wurden.
Konformer S R AgH

RE+ EQ1H —2.18(10) 0.83(21) —3.01(23)
EQ2"! —1.37(14) 1.77(9) —3.14(17)

RE- EQ1H 0.92(20) —2.06(18) 2.98(27)
EQ2®! 1.81(9) -1.36(11) 3.17(14)

[a] ,,.Drive“-Chirp 3.0—2.9 GHz (0.250 ps), RF-,twist* bei 118.4 MHz
(0.500 ps), ,listen“ bei 2811.40 MHz. [b] ,,Drive“-Chirp 5.52—5.58 GHz
(1 ps), RF-,twist* bei 459.75 MHz (5 ps), ,listen“ bei 5098.12 MHz.

[c] A beschreibt den konformerenspezifischen Phasenunterschied
zwischen den beiden Enantiomeren fiir einen Satz an Experimenten.
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der ,listen“-Frequenz bestimmt. Fiir die beiden Enantiomere
besteht ein stabiler Phasenunterschied von . Als Test haben
wir fiir beide Enantiomere die Phase der RF-Strahlung um =t
verschoben, woraus sich, wie zu erwarten, auch eine Pha-
senverschiebung um s im chiralen Signal ergab. Zudem
konnte kein Signal an der ,listen“-Frequenz detektiert
werden, wenn kein RF-Puls angelegt war.

Der Wert der gemessenen Phase hiangt allerdings von den
experimentellen Bedingungen ab, die den genauen Zeitpunkt
der FID-Aufnahme definieren, wie die jeweiligen Pulslédngen
und instrumententypische Verzégerungen. Demnach sind die
gemessenen Phasen aus Tabelle 1 zu den absoluten Phasen
des FID verschoben. Da fiir beide Konformere unterschied-
liche MW- und RF-Pulse verwendet wurden, ist diese Pha-
senverschiebung nicht einheitlich, so dass es sogar zu unter-
schiedlichen Vorzeichen fiir die beobachteten Phasen
kommen kann (siche auch die Hintergrundinformationen).
Fiir die eindeutige Unterscheidung der beiden Enantiomere
wird allerdings nur der Phasenunterschied, d.h. die Differenz
der relativen Phasen, benotigt.

In einem nichsten Schritt haben wir die Methode auf
Molekiilmischungen angewendet. Wir konzentrieren uns hier
auf Mischungen aus verschiedenen Konformeren, die fiir
konventionelle Techniken zur Unterscheidung chiraler Mo-
lekiile (wie die (V)CD-Methode) aufgrund der sehr dhnlichen
Molekiilstruktur eine grof3e Herausforderung darstellen. Ihre
Rotationsspektren sind jedoch klar verschieden, da die
Tragheitsmomente und damit auch die Rotationskonstanten
sehr empfindlich gegeniiber selbst kleinen geometrischen
Verdnderungen sind. Als Konsequenz lassen sich Molekiile
eindeutig iiber ihre Rotationsspektren identifizieren, was
gerade fiir Mischungsanalysen wichtig ist.

Fiir die gleichzeitige Aufnahme der chiralen Antwort der
beiden Carvon-Konformere EQ1 und EQ2 haben wir die
entsprechenden MW-Chirps (mit 100 und 60 MHz Band-
breite) zur Anregung der ,drive“-Uberginge miteinander
kombiniert. Die Zeitleiste in Abbildung 2 verdeutlicht das
experimentelle Vorgehen bei diesen Messungen. Die ent-
sprechenden, resonanten RF-Pulse wurden ebenfalls zusam-
mengesetzt, welche uns die gleichzeitige, enantiomeren- und
konformerenselektive Detektion ermdoglichen. Die Breit-
bandcharakteristika (2.0-8.5 GHz) unseres Spektrometers
erlauben es uns nun, das FID-Signal iiber einen weiten Fre-
quenzbereich aufzunehmen und daraus die relativen Phasen
der beiden ,,listen“-Ubergiinge der Konformere zu bestim-
men (Tabelle 2). Die FID-Signale der beiden Konformere
und ihrer Enantiomere sind in Abbildung 2 dargestellt. Sie
wurden in einen niedrigeren Frequenzbereich (um 1 MHz)
heruntergerechnet, um ihre visuelle Darstellung zu erleich-
tern. Wie fiir die oben beschriebenen Einzelmessungen
wurden auch hier analoge Ergebnisse fiir Experimente mit
RF™ erhalten.

Die absolute Konfiguration eines Molekiils kann iiber die
absolute Phase des FIDs des , listen“-Ubergangs bei gleich-
zeitiger Kenntnis der Vorzeichen der Dipolmomentskompo-
nenten aus Ab-initio-Rechnungen bestimmt werden. In un-
seren Experimenten konnen wir die absoluten Phasen aus den
beobachteten Phasen der gleichzeitigen Messungen fiir beide
Konformere erhalten. Wie bereits erwihnt, sind die experi-
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Abbildung 2. Die heruntergerechneten freien Induktionszerfille (FIDs)
der ,listen“-Uberginge, die fur beide Konformere gleichzeitig detektiert
wurden, zeigen klar den Phasenunterschied von = fiir die jeweiligen
Enantiomerenpaare. Die Komponenten des FID-Signals bei

5098.1 MHz (EQ2) und 2811.4 MHz (EQ1) wurden mit Hilfe eines di-
gitalen Bandpassfilters extrahiert und auf ca. T MHz heruntergemischt
dargestellt. Unterhalb der FIDs befindet sich eine Zeitleiste, die die
Zusammensetzung der Anregungsfelder fiir die gleichzeitige Untersu-
chung beider Konformere zeigt. Die Zusammensetzung des MW-
»drive“-Chirp war: 3.0—2.9 GHz, 0.250 ps=t, und 5.52—5.58 GHz,
1.0 us =t;-t,. Der RF-,twist“-Puls bestand aus den Einzelpulsen:
118.40 MHz, 0.500 ps =t, und 459.75 MHz, 5.0 ps =t,,. Der FID
wurde 10 ps lang, beginnend mit t;=t,4 1.2 ps, aufgenommen.

Tabelle 2: Phasen (Bogenmaf)) aus den gleichzeitigen Messungen der
beiden Konformere EQ1 und EQ2 fiir R- und S-Carvon.

Konformer S R AP
RE* EQ1H —-1.98 1.23 —3.21

EQ20! —0.20 2.93 —3.13
RE- EQ1H 1.30 —-1.87 3.17

EQ20! 2.96 —0.13 3.09
ot 0.1 0.33 0.35

[a] ,Drive“-Chirp 3.0—2.9 GHz (0.250 ps), RF-,twist* bei 118.4 MHz
(0.500 ps), ,listen“ bei 2811.40 MHz. [b] ,,Drive“-Chirp 5.52—5.58 GHz
(1 ps), RF-,twist“ bei 459.75 MHz (5 ps), ,listen“ bei 5098.12 MHz.

[c] Messungenauigkeit. Die Phasen aus den RF™- und RF*-Messungen
wurden fiir jedes Enantiomer kombiniert. Dadurch ergeben sich insge-
samt fiinf Messungen fiir das R- und vier fiir das S-Enantiomer. [d] A¢
gibt den Phasenunterschied zwischen den Enantiomeren und o die
Standardabweichung an.

mentell erhaltenen Phasen zu den absoluten Phasen ver-
schoben, da der Beginn der Aufnahme des FIDs (¢,) nicht mit
dem tatsdchlichen Beginn des freien Induktionszerfalls der
Molekiile (f,) zusammenfillt. Dieser Zeitunterschied ist nach
Beriicksichtigung der wohl definierten Verzogerung von
500 ns in der Anregung der beiden Konformere (entspre-
chend ¢, in der Zeitleiste von Abbildung 2) fiir beide Kon-
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formere identisch. Bei Kenntnis dieser Zeitverzogerung
konnen aus den gemessenen Phasen Werte fiir 7, bestimmt
werden, mit denen sich die beobachteten Phasen rekonstru-
ieren lassen. Dieses Vorgehen ist in den ergédnzenden Infor-
mationen nédher beschrieben.

Obwohl kein eindeutiger Wert fiir ¢, aus den vorliegenden
Daten gefunden werden kann, ergeben alle Losungen, die
sich um 2 ps um den Oszilloskop-Triggerimpuls erstrecken,
eine absolute Phase von —1.62(50) fiir S-Carvon und
+1.55(50) fiir R-Carvon. Fiir die Bestimmung der absoluten
Konfiguration wird eine Vorhersage der absoluten Phase
benotigt. Das Signal fiir den ,listen“-Ubergang hat die in
Gleichung (1) gegebene Form, wobei v die ,,listen“-Frequenz
und ¢ die Zeit ¢, ist.

. T a c
sig(t) o< |Uatbulte| - COS (2 wi+ 5 ("Z zz’z ‘)) 1)

Es ist ersichtlich, dass das Vorzeichen der Phase direkt vom
Vorzeichen der GroBe puu, fiir das jeweilige Enantiomer
abhéngt. Somit wird eine absolute Phase von =+ /2 erwartet.
GemiB unseren quantenchemischen Berechnungen (B3LYP/
aug-cc-pVDZ und B3LYP/aug-cc-pVTZ-Optimierungen mit
Gaussian 03!")) sind alle drei Dipolmomentkomponenten des
S-Carvons negativ, aber nur zwei des R-Carvons. Dieses gilt
fiir jeweils beide Konformere. Infolgedessen erwarten wir in
Ubereinstimmung mit unseren experimentellen Beobach-
tungen eine absolute Phase von —n/2 fiir S-Carvon und von
+m/2 fir R-Carvon.

In einer letzten Serie an Experimenten haben wir den
Enantiomereniiberschuss fiir Enantiomerengemische aus
Carvon bestimmt, der iiber die Amplitude des Signals der
Drei-Wellen-Mischung direkt zuginglich ist. Die Ergebnisse
sind im Vergleich zum Racemat und zu enantiomerenreinem
R-Carvon in Abbildung 3 fiir EQ2 gezeigt. Die Uberein-
stimmung ist zufriedenstellend, insbesondere wenn bertick-
sichtigt wird, dass auch die Herstellung der Mischung zum
Fehler des entsprechenden Enantiomereniiberschusses bei-
tragt.

R
w A R-Carvon
7] 1 o0 np
21 1p-2-=-9-- i
ey
[w]
g
o | 05 0.2(R) ]
£ i
3 B-g---H2
C
o 0 —g-B--B_g i
g racemisch of g
g 05 0.33(S) |
c
2
] 1 .

A 4

S

Messung

Abbildung 3. Messungen des Enantiomereniiberschusses fiir Carvon:
enantiomerenreines R-Carvon, Racemat und Mischungen mit leichtem
Uberschuss an R-Carvon (0.2(R)) sowie S-Carvon (0.33(S)).

Zusammenfassend konnten wir die speziesempfindliche
Enantiomerenunterscheidung chiraler Molekiile mittels Mi-
krowellen-Drei-Wellen-Mischung in einem Uberschallmole-
kiilstrahl und mit einem modifizierten Breitbandmikrowel-
lenspektrometer zeigen. Nur kleine Anderungen an unserem
bereits existierenden experimentellen Aufbau waren not-
wendig. Die Erweiterung der Drei-Wellen-Mischung auf die
weit verbreitete Uberschallmolekiilstrahltechnik bringt diese
Methode einen deutlichen Schritt niher an eine breitere
Verwendung. Zudem haben wir die Technik auf die Mi-
schungsanalyse chiraler Molekiile angewendet. Die intrin-
sisch schmalen Linien in der Rotationsspektroskopie und die
charakteristischen Spektren, die wie ein Fingerabdruck fiir
jedes Molekiil sind, ermoglichen es uns, die chiralen Signale
auch in Gegenwart und bei gleichzeitiger Anregung anderer
chiraler Molekiile aufzunehmen. So gelang es uns, den
Enantiomereniiberschuss einer Konformerenmischung zu
bestimmen. Mit Unterstiitzung quantenchemischer Metho-
den zur Berechnung des Vorzeichens von puu. konnten wir
zudem die absolute Konfiguration der Enantiomere des
Carvons aus unseren Drei-Wellen-Mischungssignalen erhal-
ten.
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