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1 Einleitung und Aufgabenstellung

Der Einsatz von Biokatalysatoren gewinnt in der organischen Synthese immer mehr
an Bedeutung. Sie stellen eine wirtschaftliche und umweltvertragliche Alternative zu
den bekannten Herstellungsverfahren dar. Durch Immobilisierung kénnen Enzyme

auch in mehrfach bzw. in kontinuierlichen Verfahren eingesetzt werden(,

Ziel dieser Arbeit ist die Reduktion von bifunktionellen aromatischen Carbonylverbind
mit den vorliegenden Katalysatoren Chiraldon R und S. Es soll untersucht werden, ob
eine Selektivitdt bezuglich den Ketonen oder den Aldehyden als Substituenten zu

beobachten ist.



2 Theoretischer Teil

2.1 Reduktion

2.1.2 Chemische Reduktion

Die Reduktion von Ketonen und Aldehyden wird im Laboratorium haufig mit Hilfe von
komplexen Hydriden, wie Lithiumaluminiumhydrid (LiAlH4) oder Natriumborhydrid
(NaBHa4), durchgefihrt, dabei werde Hydridionen (H?) nucleophil auf das Carbonyl
Ubertragen. Das Lithiumaluminiumhydrid ist ein starkeres Reduktionsmittel als das
Natriumborhydrid, da die Hydridionen schwacher an das Aluminium gebunden sind als
am Bor. Bei tiefen Temperaturen reagiert das NaBH4 bevorzugt mit dem Aldehyd. Bei
den Ketonen ist der +I-Effekt des Alkylrestes die Elektronendichte am ketonischen

Carbonylkohlenstoff erhéht und den nukleophilen Angriff der Hydridionen erschwert.
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Die gangigste Methode zur Reduktion von Carbonylverbindung in der Industrie bildet

elementarer Wasserstoff an Hydrierkatalysatoren wie Platin, Palladium oder Nickel?.

2.1.3 Enzymatische Reduktion

Enzyme nehmen eine entscheidende Rolle in vielen Stoffwechselprozessen von
pflanzlichen sowie tierischen Organismen ein, indem sie zum Beispiel durch Katalyse
Reaktionen bei moderaten Temperaturen erst erméglichen oder die Einstellung von
Gleichgewichten beschleunigen. Zusatzlich zu der biokatalytischen Eigenschaft
besitzen Enzyme eine hohe Substratspezifitdt und Stereoselektivitat. Einer dieser

Biokatalysatoren ist die Alkoholdehydrogenase (ADH), die in Verbindung mit dem
2



Cofaktor Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH) (Abb.

reversible Umwandlung von Aldehyden zu Alkoholen bewirkt.
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Analog zur Reduktion von Carbonylverbindungen mit komplexen Hydriden erfolgt bei

der Reduktion mit der Kombination aus ADH und NADPH ein Angriff eines Hydridions

am Carbonylkohlenstoff. Die Alkoholdehydrogenase besitz am aktiven Zentrum ein

Zn?*-lon, das in der Lage ist den Carbonylsauerstoff zu polarisieren. Gleichzeitig wird

durch NADPH ein Hydridion bereitgestellt, das das entstandene Carbeniumion

nucleophil angreift. Man erhélt ein Alkoholat als Zwischenprodukt. In wassriger

Losung setzt sich das Alkoholat durch die Aufnahme eines Protons zum Alkohol

uml@BEl, Der Mechanismus ist in Abbildung 3 dargestellt.



R
NADP™ _N HC
‘ +
0 H 1-(R)-Phenylethanol
2.1.4 Chiralidon R und Chiralidon S

Chiralidon ist ein ,all-inclusive Katalysator®, entwickelt durch Prof. Dr. Jeromin. Es
handelt sich dabei um mit dem Cofaktor NADP immobilisierte Alkoholdehydrogenasen.
Die Immobilisierung erfolgt auf dem Superabsorber FAVOR® der Firma Evonic. Durch
die Immobilisierung ergeben sich mehrere Vorteile. Zum Einen lasst sich das Enzym
und der Cofaktor unter geringem Aufwand am Ende der Reaktion durch Filtration von
der Reaktionslésung trennen. Der abgetrennte Katalysator kann aufgereinigt und
erneut verwendet werden. Isopropanol dient sowohl als organisches Losungsmittel als
auch zur Regeneration des Cofaktors NADP zu NADPH. Im Uberschuss eingesetzt,
verschiebt das Isopropanol das Gleichgewicht bei der Reduktion von prochiralen Keton
zu den chiralen Alkoholen. Die Cofaktorregeneration und die Mdglichkeit der
Wiederverwendung der Katalysatoren halten die Kosten gering. Die Reduktionen
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werden bevorzugt in organischen Ldsungsmitteln durchgefiihrt. So kénnen viele
Substrate, die in wassrigen Lésungen schwer 16slich sind, umgesetzt werden. Die
Herstellung von den Katalysatoren ist zudem einfach und billig. Die in dieser Arbeite
verwendeten Katalysatoren sind Chiralidon R und Chiralidon S. Der Unterschied liegt
in den eingesetzten Alkoholdehydrogenasen. Chiralidon R enthalt eine
Alkoholdehydrogenase, die aus dem Lactobacillus brevis gewonnen wird. In
vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass prochirale Ketone mit
Chiralidon R zu den entsprechenden R-Enantiomeren reduziert werden. Die im
Chiralidon S enthaltene ADH von Thermoanaerobacter sp. katalysiert dieselben

Ketone zu den S-Enantiomeren®I®l,

3 Praktischer Teil

3.1 Reduktion von 4-Acetylbenzaldehyd

Die Reduktion von 4-Acetylbenzaldehyd mit ADH in Kombination mit dem Coenzym
NADPH kann zu funf Produkten flihren. Durch die Reduktion der Carbonylgruppe wird
das 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd gebildet. Das Produkt besitz ein chirales Zentrum,
da das C-Atom, an dem die Hydroxygruppe sitzt, von vier unterschiedlichen Liganden
umgeben  ist. Deshalb  kénnen zwei  Enatiomere, das 4-[(1S)-1-
Hydroxyethyllbenzaldehyd (A) und 4-[(1R)-1-Hydroxyethyllbenzaldehyd (B),
entstehen. Erfolgt der Angriff an der Aldehydgruppe des 4-Acetylbenzaldehydes erhalt
man 1-(4-Hydroxymethylphenyl)ethanon (C). In Folgereaktionen kdnnen 4-[(1S)-1-
hydroxyethyllbenzaldehyd zu 1-(4-Hydroxymethylphenyl)ethanol (D), 4-[(1R)-1-
hydroxyethyllbenzaldehyd zu (1R)-1-[4-(Hydroxymethyl)phenyllethanol (E) und 1-(4-

Hydroxymethylphenyl)ethanon ebenfalls zu D und E reduziert werden.



@]

4-Acetylbenzaldehyd A

0 HO HO,
Enzyin
| =
Nnm« pp*
— D/

Ac 4-[(18)-1-Hvdroxyethyl[benzaldehyd HO
B: 4-[(1R}-1-Hydroxyethyl]|benzaldehyd Y,
C: 1-(4-Hydroxymethylphenyl)ethanon
D: (18)-1-[4-(Hydroxymethyliphenyl|ethanol
E: (1R)-1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol
H
ABBILDUNG 4 PRODUKTE DER ENZYMATISCHEN REDUKTION VON 4-ACETYLBENZALDEHYD

In folgenden Versuchen wird 4-Acetylbenzaldehyd einmal mit Chiralidon R und einmal
mit Chiralidon S bei gleichen Bedingungen umgesetzt. Der Verlauf der Reaktion wird
mit Hilfe eines Gaschromatographen (Shimadzu GC-14A) mit einem FID-Detektor und
einer polaren Saule (Optima FFAPplus) mit einer Polyethylenglycol-2-
nitroterephthalsdureester-Phase verfolgt. Ziel des Experimentes besteht zunachst
darin, zu untersuchen, welche Produkte bei der Reduktion mit Hilfe der jeweiligen
Katalysatoren bevorzugt gebildet werden. Da die eingesetzte Saule nicht fur die
Trennung von Enantiomeren geeignet ist, wird erwartet, dass maximal vier

Substanzen detektiert werden kdnnen (Abb.5).

Q HO 0 HO
Enzym Enzym
NADFH NADF® NADFH NADE®
D/ Df HO HO
A B C D
A: 4-Acetylbenzaldehyd C: 1-(4-Hydroxymethylphenyl)ethanon
B: 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd D: 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol
ABBILDUNG 5 REAKTIONSSCHEMA VON VERSUCH 3.1.1



Die Uberpriifung der Enantioselektivitat findet ebenfalls gaschromatographisch, unter
Einsatz einer chiralen Saule (HYDRODEX y-DIMON), statt.

3.1.1 Umsetzung mit Chiralidon R

Der 4-Acetylbenzaldehyd wird im Eluenten, einem Gemisch aus 2-Propanol und
Wasser (Volumenverhaltnis 9:1), gel6st. Die Umsetzung beginnt mit der Zugabe von
Chiralidon R. Die Reaktion lauft bei Raumtemperatur und gleichméafiigem Rihren in
einem geschlossenen Erlenmeyerkolben ab. Der Ruhrfisch wird an einem Fish-Clip®
befestigt, sodass das Chiralidon nicht zerrieben wird. Im Kapitel 4.1 ist die detaillierte
Durchfiihrung beschrieben. Die Probenaufarbeitung fur die GC-Messung ist unter
(4.2.1) zu finden. Alle Chromatogramme sind bei identischen Parametern durchgefiihrt

worden, welche im Kapitel 4.4 beschrieben sind.

Als Reinsubstanz steht nur das 4-Acetylbenzaldehyd zur Verfigung. Die
Retentionszeit von 4-Acetylbenzaldehyd entspricht der Retentionszeit von Substanz
A. Da fur die Produkte keine Reinsubstanzen vorliegen, geht man zunéachst von der
Annahme aus, dass mit steigender Polaritdt der Substanzen, die Retentionszeiten auf
der verwendeten polaren Saule gré3er werden. Somit ergibt sich die in Abbildung 5
dargestellte Einteilung der Produkte zu den jeweiligen Peaks. Um die Richtigkeit
dieser Annahme zu prifen, wird im Anschluss eine Strukturaufklarung mit Hilfe der H-
NMR durchgefihrt.

3.1.1.1 Ergebnisse

In Abbildung 5 sind vier Chromatogramme abgebildet. Sie zeigen den zeitlichen
Verlauf der Reaktion. Zur besseren Ubersicht sind diese auf das Intervall mit den
Retentionszeiten von ca. drei bis zehn Minuten beschrankt, sodass der

Ldsungsmittelpeak nicht dargestellt ist.
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A. 4-Acetylbenzaldehyd C: 1-(4-Hydroxymethylphenyl)ethanon
B: 4-(1-Hydroxyethylbenzaldehyd D : 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyllethanol

Im ersten Chromatogramm ist der Stand der Reaktion nach 96 Minuten zu erkennen.
Es hat sich bereits 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd gebildet. Anhand des
Verhaltnisses der Peakflachen vom Substrat- und Produkt ergibt sich ein Umsatz von
4,2 %. Die Menge an 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd betragt nach 4 Stunden und 16
Minuten Reaktionszeit 10,7%. Zu diesem Zeitpunkt sind noch keine weiteren Peaks
zu erkennen. Erst am nachsten Tag und einer Reaktionszeit von 27 Stunden kann 1-
[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon detektiert werden (Chromatogramm 2). A, Bund C
liegen jetzt in einem Verhaltnis von 51,5% A, 46,8% B und 1,7% C vor.
Chromatogramm 3 stellt den Reaktionsstand nach sechs Tagen dar. Es ist ein weiterer
Peak bei D zu sehen, der auf Bildung des 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyllethanols
zurickzufihren ist. Das letzte  Chromatogramm  veranschaulicht  die
Peakflachenverhéaltnisse am Ende der Reaktion. Die Reaktion wird abgebrochen und
die Probe aufgearbeitet (Kapitel 4.3). Die aufgearbeitete Probe wird in Dichlormethan
geldst, in den Gaschromatographen eingespritzt und man erhalt das Chromatogramm
mit der Nummer 4. Die gesamte Reaktionszeit betragt acht Tage. Bei Reduktion von
4-Acetylbenzaldehyd mit Chiralidon R als Katalysator erzielt man einen 98,6%igen
Umsatz des Substrates. Zu 96,5% wird das 4-Acetylbenzaldehyd zum 4-(1-
Hydroxyethyl)benzaldehyd reduziert. Ein Angriff am Aldehyd findet nur im geringen
MalRe statt. Nach acht Tagen Reaktionszeit haben nur 2,3% an Substrat zum 1-(4-
Hydroxymethylphenyl)ethanon reagiert. Die Folgereaktion zum vollstandig reduzierten



Produkt lasst sich erst nach sechs Tagen beobachten und ist mit 1,2 % am
Versuchsende gering.

In der folgenden Abbildung 7 wurden die chromatographisch gemessen Werte in Excel
Ubertragen und graphisch dargestellt.

REDUKTION VON 4-ACETYLBENZALDEHYD MIT CHIRALIDONR

UMSATZ IN %
5 o

100
ZEIT IN STUNDEN

+ 4-Acetylbenzaldehyd = 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd & 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon - 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol

ABBILDUNG 7 REDUKTION VON 4-ACETYLBENZALDEHYD MIT CHIRALIDON R

Abbildung 7 ist zu entnehmen, dass die Umsetzung von 4-Acetylbenzaldehyd zum 4-
(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd eine Sattigungskurve beschreibt. Am Anfang der
Reaktion wird ca. 1,8% an Substrat zum 4-(1-Hydroxyethyl)-benzaldehyd pro Stunde
reduziert. Nach 20 Stunden flacht die Kurve mit zunehmender Zeit stetig ab und strebt
einem Gleichgewichtzustand an, der nach ungefahr 160 Stunden erreicht ist. Eine
Reduktion  der  Ketogruppe des  4-Acetylbenzaldehydes zum  4-(1-
Hydroxyethyl)benzaldehyd erreicht nach 34 Stunden einen Umsatz 50%.

3.1.2 Umsetzung mit Chiralidon S

Der 4-Acetylbenzaldehyd wird im Eluenten, einem Gemisch aus 2-Propanol und
Wasser (Volumenverhaltnis 9:1), gel6st. Die Umsetzung beginnt mit der Zugabe von
Chiralidon R. Die Reaktion lauft bei Raumtemperatur und gleichméRigem Ruhren in
einem geschlossenen Erlenmeyerkolben ab. Der Ruhrfisch wird an einem Fish-Clip®

befestigt, sodass das Chiralidon nicht zerrieben wird. Im Kapitel 4.1 ist die detaillierte
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Durchftiihrung beschrieben. Die Probenaufarbeitung fir die GC-Messung ist unter
(4.2.1) zu finden. Alle Chromatogramme sind bei identischen Parametern durchgefiihrt

worden, welche im Kapitel 4.4 beschrieben sind.

3.1.2.1 Ergebnisse

In Abbildung 8 sind vier Chromatogramme abgebildet. Sie zeigen den zeitlichen
Verlauf der Reaktion. Zur besseren Ubersicht sind diese auf das Intervall mit den
Retentionszeiten von ca. drei bis zehn Minuten beschrankt, sodass der

Losungsmittelpeak nicht dargestellt ist.
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A: 4-Acetylbenzaldehyd C: 1-(4-Hydroxymethylphenyl)ethanon
B: 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd D : 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol

Chromatogramm (1) zeigt den Stand der Reaktion nach 98 Minuten. Zu diesem
Zeitpunkt sind 4,3% der Ketogruppen reduziert worden. Im nachsten Bild sind von
Beginn der Reaktion 4 Stunden und 18 Minuten vergangen. 13,0 % an Substrat sind
zum 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd und 3,4% zum 1-(4-
Hydroxymethylphenyl)ethanon umgesetzt worden. Am nachsten Versuchstag
(Chromatogramm (3)) und einer Reaktionszeit von 27 Stunden werden alle drei
moglichen Reaktionsprodukte beobachten. A, B, C und D liegen in einem
Peakflachenverhaltnis von 32,6% A, 51,34% B, 16,0% C und 0,8% D vor.
Chromatogramm (4) veranschaulicht die Peakflachenverhaltnisse am Ende der
Reaktion von der aufgearbeiteten Probe. Die gesamte Reaktionszeit betragt acht
Tage. Bei Reduktion von 4-Acetylbenzaldehyd mit Chiralidon S als Katalysator erzielt
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man einen 98,5%igen Umsatz des Substrates. Die reduzierten Produkte bestehen zu
72,0% aus 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd, zZu 22,9% aus 1-[4-
(Hydroxymethyl)phenyllethanon und Zu 5,1% aus 1-[4-
(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol.

In der folgenden Abbildung 9 wurden die chromatographisch gemessen Werte in Excel

Ubertragen und graphisch dargestellt.

REDUKTION VON 4-ACETYLBENZALDEHYD MIT CHIRALIDON S

UMSATZ IN %

100
ZEIT IN MINUTEN

4-Acety Y 4-(1-Hydroxyethyl) yd 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol

Die Anfangsgeschwindigkeit zur Bildung von 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd betragt
1,9% pro Stunde. Mit 0,6% pro Stunde wird das 4-Acetylbenzaldehyd innerhalb der
ersten 20 Stunden zum 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon und mit 0,04% zum 1-[4-
(Hydroxymethyl)phenyl]lethanol reduziert. Mit zunehmendem Verbrach an Substrat
nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit ab, was anhand der immer flacher werdenden
Kurven zu beobachten ist. Nach 100 Stunden liegt die Substratkonzentration in Bezug
zum Ausgangswert bei unter 5%. Das Verhaltnis der Peakflachen bleibt ab diesem
Zeitpunkt nahezu konstant bei ca. 70% 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd, 20% 1-[4-
(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon und 5% 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol.
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3.1.3 Diskussion
Bei der Reduktion von 4-Acetylbenzaldehyd mit Chiralidon R und Chiralidon S sind

deutliche Unterschiede bezlglich der Selektivitdtt zu beobachten. Tabelle 1

veranschaulicht den Reaktionsstand nach 27 Stunden beider Versuche.

Peakflachenverhéltnis nach 27
Stunden in %
Substanz Chiralidon R Chiralidon S
4-Acetylbenzaldehyd 51,5 32,6
4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd 46,8 51,3
1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon 1,7 16,0
1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol - 0,8

Mittels Chiralidon R  wird bevorzugt die Ketogruppe mit einer Bildungs-
geschwindigkeit von 1,8% 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd pro Stunde innerhalb der
ersten 20 Stunden zum sekundaren Alkohol reduziert. Die Aldehydgruppe wird kaum
reduziert. Erst nach 27 Stunden lassen sich 1,7% 1-[4-
(Hydroxymethyl)phenyllethanon detektieren. Mit Chiralidon S wird nahezu die
zehnfache Menge an 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyllethanon gebildet, wahrend die
Reduktion der Ketogruppe mit 1,9% 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd pro Stunde nur
geringfugig schneller verlauft als beim Versuch mit Chiralidon R. Auf3erdem lasst sich
feststellen, dass die Bildung des vollstandig reduzierten Produktes erst zu beobachten
ist, nachdem 1-[4-(Hydroxymethyl)-phenyllethanon im Reaktionsgemisch vorliegt. Das
deutet darauf hin, dass auch bei der Folgereaktion die Reduktion der Ketogruppe vom
Katalysator bevorzugt ist. Die folgende Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse der
jeweiligen Versuche am Ende der Reaktion. Die Pfeile stellen vereinfacht die

Reaktionsgeschwindigkeiten der einzelnen Teilreaktion dar.
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Chiralidon R Chiralidon S
HO HO
96,5% 71,9%
o / Ho. o /
O/
1,2% 5,2%
o” / HO o? \
2,3% zz 9%
HO HO

ABBILDUNG 10 SCHEMA DER KINETIK VON CHIRALIDON RUND S

3.1.4 Enantioselektivitat von Chiralidon Rund S
Gaschromatographie:

In diesem Abschnitt soll Uberprift werden, ob mittels Chiralidon R 4-
Acetylbenzaldehyd bevorzugt zum 4-[(1R)-1-Hydroxyethyllbenzaldehyd reduziert wird
bzw. der Einsatz von Chiralidon S zum 4-[(1S)-1-Hydroxyethyl]benzaldehyd fihrt.

Dafur steht ein Gaschromatograph mit einer chiralen Saule zur Verfugung.

Im ersten Schritt wird die verwendete chirale Saule auf ihr Trennvermdgen untersucht.
Ein Racemat aus (S)- und (R)-1-Phenylethanol geldst in Dichlormethan wird in die GC

gespritzt und man erhalt das folgende Chromatogramm (Abb. 11).

+

Intensitat

Dichlormethan

10 tin min

o
e

ABBILDUNG 11 RACEMAT AUS (S)- UND (R)-1-PHENYLETHANOL
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Das Chromatogramm in Abbildung 11 zeigt einer deutliche Basislinientrennung der

Enantiomere.

Als n&chstes wird eine Losung aus den aufgearbeiteten Produkten aus den Versuchen
,<Jmsetzung mit Chiralidon R* und ,Umsetzung mit Chiralidon S“ in Dichlormethan im
Verhaltnis 1:1 hergestellt und eingespritzt. In Abbildung 12 ist das Ergebnis der GC-

Messen dargestellt.
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Es lasst sich keine Trennung des 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd-Peaks erkennen.
Das fuhrt zu zwei moglichen Erklarungen. Entweder enthélt das Gemisch 4-[(1R)-1-
Hydroxyethyllbenzaldehyd und 4-[(1S)-1-Hydroxyethyl]-benzaldehyd, lasst sich aber
nicht mit der verwendeten Saule trennen oder beide Katalysatoren flihren bei der
Reduktion des Ketons zum selben Enantiomer. Es wurden mehrere Messungen des
Gemisches mit unterschiedlichen Parametern durchgefihrt. Abbildung 12 zeigt das
Chromatogramm mit der niedrigsten Saulentemperatur an, die ein auswertbares
Ergebnis liefern konnte. Tiefere Temperaturen fuhrten dazu, dass die Substanzen
nicht mehr detektiert werden konnten. Die Substanzen kondensierten auf der Saule,
denn durch einer anschlieBenden Erhohung der S&aulentemperatur konnte wieder

14



Peaks detektiert werden, die nur von der Sadule kommen konnten, da keine weiteren

Proben eingespritzt wurden.

Das Substrat wurde ebenfalls mit Natriumborhydrid reduziert (Kapitel 4.5). Bei der
Reduktion von 4-Acetylbenzaldehyd mit Natriumborhydrid entsteht ein Racemat aus
4-[(1R)-1-Hydroxyethyllbenzaldehyd und 4-[(1S)-1-Hydroxyethyl]-benzaldehyd!?!,
Auch die Messung dieser Produkte ergab keine Trennung der Enantiomere und

bestétigt damit, dass die Saule fur die vorliegende Problemstellung ungeeignet ist.

Aus diesen Grund wurde eine Derivatisierung der Gemisches mit N-Methyl-N-
(trimethylsilyl)triflouracetamid (MSTFA) durchgefihrt, dabei kommt es zur Veresterung
der Hydroxgruppen (Abb. 13). Die Versuchsdurchfiuihrung ist unter Kapitel 4.6 zu

finden.
MSTFA
H‘Sl
T
E
(]
Cl
Cl
)
Cl \

O

9]
ABBILDUNG 13 DERIVATISIERUNG VON 4-(1-HYDROXYETHYL)BENZALDEHYD MIT MSTFA

Auch die Derivatisierung bewirkte keine Trennung der Enantiomere mit Hilfe der

verwendeten Saule.

Im nachsten Schritt wird versucht die Enantiomertrennung mittels einer HPLC zu

erreichen.
Flissigkeitschromatographie:

Bei der Flissigkeitschromatographie (High Pressure Liquid Chromatography = HPLC)

liegt das zu trennen Gemisch in geldster Form vor und wird Uber eine mit festen

15



Partikeln gepackte Chromatographiesédule getrennt. Aufgrund der hohen
Bepackungsdichte sind hohe Driicke von 100 bis 300 bar nétig.

Die Trennung erfolgt mit Hilfe einer chiralen Saule. Als mobile Phase kommt ein
Gemisch aus n-Heptan und Isopropanol zum Einsatz. Die genaue

Versuchsdurchflihrung ist unter Kapitel 4.4.3 zu finden.

Analog zur gaschromatographischen Bestimmung wird die Trennleistung der S&ule
anhand von dem Racemat aus (S)- und (R)-1-Phenylethanol Uberprtft. Bereits bei

dieser Messung lasst sich keine Trennung der chiralen Verbindungen erreichen (Abb.

14). So stellt sich auch die Messung der Produkte als Erfolglos heraus.

3.1.5 Strukturaufklarung

Um die Peaks in den gaschromatografischen Messungen eindeutig einer Substanz
zuordnen zu konnen, wird einen Strukturaufklarung mittels der H-NMR (JEOL NMR
SPECTROMETER, PMX 60si, 60 MHz) durchgefiihrt. Die Standardsubstanz fir die
Kalibrierung der chemischen Verschiebung ist Tetramethylsilan (TMS). Das folgende
Spektrum wurde von dem Produkt der Umsetzung von 4-Acetylbenzaldehyd mit

Chiralidon S aus Kapitel 3.1.2 aufgenommen.

Das in Abbildung 16 dargestellte Spektrum zeigt das Ergebnis der H-NMR-Messung

der Probe. Eine zuvor durchgefiihrte Messung mittels der GC zeigt, dass das 4-(1-
16



Hydroxyethyl)benzaldehyd und das 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyllethanon in einem
Verhaltnis von 3 zu 1 vorliegt. Die auswertbaren Peaks wurden markiert und farblich
der jeweiligen Substanz zugeordnet. Protonen des Benzolrings (chemische
Verschiebung zwischen 7 und 8 ppm) kénnen nicht eindeutig unterschieden werden
und somit nicht ausgewertet werden. In den Tabellen 2 und 3 sind die Ergebnisse der

Auswertung aufgefihrt.

Chemische Verschiebung
4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd
Proton 0 berechnet 0 experimentell Multiplizitat
[Ppm] [Ppm]
a 1,2 1,4 2 . Dublett
b 4,7 4.7 4 : Quartett
C 7,33 -- --
d 7,76 -- --
e ~10 9,7 1 : Singulett
1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon
a 2,5 2,5 1 : Singulett
b 7,9 -- --
C 7,5 -- --
d 4,5 4,6 3 : Triplett
TABELLE 2 CHEMISCHE VERSCHIEBUNG
Auswertung der Integrale
4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd
Proton Hohe des Anzahl der Berechnete
Integrals in cm Protonen Protonenanzahl
a 7,2 3 3,3
b 2,3 1 1,1
e 2,2 1 1
1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon
a 3,8 3 3,2
d 2,4 2 2
TABELLE 3 AUSWERTUNG DER INTEGRALE

Als Erstes wurden die chemischen Verschiebungen der einzelnen Protonen
berechnet!’l und den experimentell ermittelten Werten gegentbergestellt (Tabelle 2).
Da das System zur Berechnung der chemischen Verschiebung eine Naherung ist,
erklart es die geringen Unterschiede zwischen den berechneten und der am Spektrum
abgelesenen Werten.

Die Hohe der Integrale ist proportional zur Anzahl der Protonen. Bestimmt man die
Hohe des Intergrals fur ein einzelnes Proton, zum Beispiel fir das Proton der
Aldehydgruppe von 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd (e), kann man die Anzahl der

Protonen, die an den anderen Kohlenstoffatomen sitzen, bestimmen, indem man die

17



jeweiligen Hohen durch die des bestimmten Protons dividiert. Die Methylgruppe von
4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd besitzt drei Protonen, berechnet werden 3,3 Protonen.
Die Abweichung ist auf die Ungenaugkeit beim Messen der Hohe des Integrals

zurickzufiuhren.

Mit Hilfe der chemischen Verschiebung und Protonenzahl konnten auf diese Weise die

einzelnen Substituenten der vorliegenden Substanzen identifiziert werden.
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ABBILDUNG 15 H!-NMR SPEKTRUM VOM 4-ACETYLBENZALDEHYD REDUZIERT MIT CHIRALIDON S
Als Nachstes wird ein H-NMR-Spektrum von dem Produkt der chemischen Reduktion
von 4-Acetylbenzaldehyd mit Natriumborhydrid aufgenommen. In Abbildung 17 die
Chromatogramme der vorhergegangenen Messung (1) und der folgenden Messung
(2) dargelegt. Es ist deutlich zu erkennen, dass Substanz B im Chromatogramm (2)
nur im geringen Mal3e vorhanden ist (<0,1%). Der Anteil an C liegt bei 81,8%, von D
18



bei 16,6%. Somit ist davon auszugehen, dass keine Aldehydgruppe im H-NMR-
Spektrum zu erwarten ist, wenn die Zuordnung der Peaks zu den jeweiligen

Substanzen korrekt ist.

Dies wird durch das Spektrum in Abbildung 18 bestatigt. Es wird kein Peak bei einer

chemischen Verschiebung zwischen 9 und 11 ppm beobachtet.

intensitat 2
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tinmin tinmin

A: 4-Acetylbenzaldehyd

B: 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd

C: 1-(4-Hydroxymethylphenyl)ethanon
D : 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyllethanol

ABBILDUNG 16 4-ACETYLBENZALDEHYD MIT CHIRALIDON S UND NATRIUMBORHYDRID
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ABBILDUNG 17 H'-NMR SPEKTRUM VON 4-ACETYLBENZALDEHYD REDUZIERT MIT NATRIUMBORHYDRID
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Chemische Verschiebung
1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon

Proton 0 berechnet O experimentell Multiplizitat
[Ppm] [Ppm]
a 2,5 2,5 1 : Singulett
b 7,9 -- -
c 75 - -
d 4,5 4,6 3 : Triplett

Auswertung der Integrale
1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon

Proton Hohe des Anzahl der Berechnete
Integrals in cm Protonen Protonenanzahl
a 2,9 3 3,1
d 1,9 2 2
b+c 4,5 4 3,9

Proton a lasst sich der Methylgruppe und Proton d anhand der chemischen
Verschiebung und der berechneten und erwarteten Protonenanzahl dem 1-[4-
(Hydroxymethyl)phenyllethanon zuordnen. Die chemische Verschiebung der
Benzolprotonen kann man kaum zuordnen, da sich die Peaks von 1-[4-
(Hydroxymethyl)phenyllethanon mit den Peaks des vollstandig reduzierten Substrats
Uberlagern. Deswegen wird die Gesamth6he des Integrals zwischen 7 und 8 ppm
bestimmt. Diese betragt 4,5 cm. Die Gesamthohe wird mit dem Faktor 0,82
multipliziert, weil 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyllethanon 82% der gemessenen Probe

ausmacht und berechnet mit diesem Wert die Anzahl der Benzolprotonen.

Durch die H1-NMR-Messungen konnten die Substanzen 4-(1-
Hydroxyethyl)benzaldehyd und 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyllethanon eindeutig

bestimmt und den Peaks der gaschromatographischen Messung zugeordnet werden.

3.2 Reduktion von 3-Acetylbenzaldehyd

In diesem Versuch soll betrachtet werden, wie sich die Stellung der Aldehydgruppe auf
das Reaktionsverhalten auswirkt. Die Anzahl der Produkte durch die Reduktion von 3-
Acetylbenzaldehyd ist identischen der Reduktion von 4-Acetylbenzaldehyd. Mogliche

Reaktionen sind in Abbildung 19 veranschaulicht.
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Enzym
% m \ f N

MADPH Napp*

B
3-Acetylbenzaldehyd \ /( /
A 3-[(18)-1-Hydroxyethyl|benzaldehyd
B: 3-[(1R}-1-Hydroxyethyl|benzaldehyd
C: 1-(3-Hydroxymethylphenyl)ethanon
D: (35)-1-]4-(Hydroxymethvl)phenyl|ethanol

E: (3R)-1-[4-(HydroxymethyD)phenyl]ethanol D

ABBILDUNG 18 PRODUKTE DER ENZYMATISCHEN REDUKTION VON 3-ACETYLBENZALDEHYD

3.2.1 Chiralidon R

3-Acetylbenzaldehyd wird auf dieselbe Weise umgesetzt, wie das 4-
Acetylbenzaldehyd. Im Kapitel 5.1 ist die detaillierte Durchfiihrung beschrieben. Die
Probenaufarbeitung ist unter (4.3) zu finden. Alle Chromatogramme sind bei
identischen Parametern durchgefuihrt worden, welche im Kapitel 4.2.1 beschrieben

sind.

3.2.1.1 Ergebnisse

In Abbildung 20 sind zwei Chromatogramme abgebildet. Sie zeigen den Stand der
Reaktion kurz nach Beginn und am Ende des Versuches. Zur besseren Ubersicht sind
diese auf das Intervall mit den Retentionszeiten von ca. drei bis zehn Minuten

beschrankt, sodass der Losungsmittelpeak nicht dargestellt ist.
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ABBILDUNG 19 GC-ERGEBNISSE VON VERSUCH 3.2.1

Im ersten Chromatogramm ist der Stand der Reaktion nach 166 Minuten zu erkennen.
Es hat sich bereits 3-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd gebildet. Anhand des Verhéltnisses
der Peakflachen vom Substrat- und Produkt ergibt sich ein Umsatz von 3,1 %.
Wahrend der gesamten Reaktionsdauer ist keine Bildung weitere Substanzen zu
beobachten. Nach 15 Tagen haben sich 64,7% des Substrates zum 3-(1-
Hydroxyethyl)benzaldehyd (Chromatogramm (2)) umgesetzt.

In der folgenden Abbildung 21 wurden die chromatographisch gemessen Werte in

Excel Ubertragen und graphisch dargestellt.
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REDUKTION VON 3-ACETYLBENZALDEHYD MIT CHIRALIDONR

UMSATZ IN %

50 100 150 200 250 300 350
ZEITIN STUNDEN

+ 3-Acetylbenzaldehyd 3-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd

ABBILDUNG 20 REDUKTION VON 3-ACETYLBENZALDEHYD MIT CHIRALIDON R
Am Anfang der Reaktion wird ca. 0,6% an Substrat zum 3-(1-Hydroxyethyl)-
benzaldehyd pro Stunde reduziert. Nach acht Tagen wurden 48,0% der Ketogruppen
reduziert. Eine Einstellung eines Gleichgewichtes ist auch nach 15 Tagen nicht

erreicht.

3.2.2 Chiralidon S

Das 3-Acetylbenzaldehyd wird dieselbe Weise umgesetzt, wie das 4-
Acetylbenzaldehyd. Im Kapitel 5.1 ist die detaillierte Durchfihrung beschrieben. Die
Probenaufarbeitung ist unter (4.3) zu finden. Alle Chromatogramme sind bei
identischen Parametern durchgefuihrt worden, welche im Kapitel 4.2.1 beschrieben

sind.

3.2.2.1 Ergebnisse

In Abbildung 22 sind drei Chromatogramme abgebildet. Sie zeigen den zeitlichen
Verlauf der Reaktion. Zur besseren Ubersicht sind diese auf das Intervall mit den
Retentionszeiten von ca. drei bis zehn Minuten beschrankt, sodass der

Losungsmittelpeak nicht dargestellt ist.
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ABBILDUNG 21 GC-ERGEBNISSE VON VERSUCH 3.2.1

Nach 169 Minuten findet man 1,0% 3-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd in der Losung
(Chromatogramm (1)). Nach 319 Minuten sind es 3,4% 3-Acetylbenzaldehyd und
zusatzlich wird 1-[3-(Hydroxymethyl)phenyllethanon (0,7%) zum ersten Mal detektiert
(Chromatogramm (2)). Die Versuchsdauer betragt wie beim Chiralidon R — Versuch
15 Tage. Das Ergebnis ist im dritten Chromatogramm zu sehen. Vom Substrat liegen
nur 31,5% in der Losung vor. Es hat sich 55,2% 3-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd und
15,1% 1-[3-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon gebildet.

In der folgenden Abbildung 23 wurden die chromatographisch gemessen Werte in

Excel Ubertragen und graphisch dargestellt.
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REDUKTION VON 3-ACETYLBENZALDEHYD MIT CHIRALIDON S

UMSATZ IN %

J: /////_/
0 50 100 150 250 300 350 400

200
ZEITIN STUNDEN

3-Acetylbenzaldehyd 3-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd 1-[3-(Hydroxymethyl) phenyl]ethanon

Die Anfangreaktiongeschwindigkeit zur Bildung von 3-(1-Hydroxyethyl)-benzaldehyd
0,38% pro Stunde und die von 1-[3-(Hydroxymethyl)-phenyllethanon 0,08% pro
Stunde. Nach 240 Stunden sind 50% an Substrat zu 41% 3-(1-
Hydroxyethyl)benzaldehyd und 9% 1-[3-(Hydroxymethyl)phenyl]-ethanon reduziert

worden.

3.2.3 Diskussion

Auch bei der Reduktion von 3-Acetylbenzaldehyd wird das Keton durch den
Katalysator Chiralidon R bevorzugt angegriffen. Es lasst sich keine Reduktion des
Aldehydes feststellen. Jedoch ist die Reaktionsgeschwindigkeit deutlich geringer als
bei der Reduktion des parasubstituierten Aromaten. Ein Umsatz von 50% an 4-(1-
Hydroxyethyl)benzaldehyd wird bereits nach 34 Stunden erreicht, wahrend beim
Umsatz von 3-Acetylbenzaldehyd fir denselben Wert 190 Stunden bendtigt werden.

Die Reaktion mit Chiralidon S ist wie im ersten Versuch weniger selektiv und die
Geschwindigkeit der Reduktion liegt ebenfalls unter der des 4-Acetylbenzaldehyd mit
Chiralidon S.

Eine mogliche Erklarung ist, dass der Reaktion aufgrund der nahen Lage der
Substituenten sterisch gehindert ist.
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3.2.4 Enantioselektivitat von Chiralidon Rund S

Es wird eine LOsung aus den aufgearbeiteten Produkten aus den Versuchen von 3.2.1
und 3.2.2 in Dichlormethan im Verhaltnis 1:1 hergestellt und eingespritzt. In Abbildung
24 ist das Ergebnis der GC-Messen dargestellt.

3-Acetylbenzaldehyd

e g

1-[3-[(1S)-1-Hydroxyethyl]phenyllethanone

dles Wi ¥

L -[_3:[(1 R)-1-hydroxyethyl]phenyllethanone

Gemisch aus der Reduktion von 3-
16,825 Acetylbenzaldehyd mit Chiralidon
Rund S

ABBILDUNG 23 GEMISCH AUS DEN PRODUKTEN VON VERSUCH 3.2.1 UND 3.2.2

Es ist eine Trennung der Enatiomere zu beobachten. Die Trennung erfolgt nicht bis
zur Basislinie. Niedrigere Temperaturen der Saule resultieren erneut darin, dass die
Substanzen wieder auf der Saule Kondensieren und nicht mehr detektiert werden

konnen. Eine Derivatisierung mit MSTFA war erfolglos.

Als nachstes werden die Proben aus den beiden Versuchen einzeln gemessen und
die erhaltenen Chromatogramme Ubereinandergelegt. Das fihrt zum selben Bild wie
in Abbildung 24 und bestetigt damit, dass bei der Reduktion von 3-Acetylbenzaldehyd

mit Chiralidon R und S untschiedliche Enatiomere gebildet werden.
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1-[3-[(1S)-1-Hydroxyethyllphenyllethanone

1-[3-[(1R)-1-Hydroxyethyl]phenyllethanone

Reduktion von 3 Acetylbenzaldehyd mit:

Chirabdon S

Chirabdon R

ABBILDUNG 24 PRODUKTE AUS VERSUCH 3.2.1 UND 3.2.2 EINZELN GEMESSEN

Das Ergebnis der Bestimmung des Enantiomreniberschusses ist in Tabelle 4 zu

sehen.
Enantiomerentberschuss
Peakflache | Peakflache
Edukt Produkt R- S- ee%

Enantiomer | Enantiomer

3-[(1R)-1- 6726 nicht >99 %
3-Acetyl- Hydroxyethyllbenzaldehyd integriert
benzaldehyd 3-[(15)-1- nicht 7296 >99 %
Hydroxyethyllbenzaldehyd integriert

TABELLE 5 ERGEBNISSE ENANTIOMERENUBERSCHUSS

Es sind jeweils Peaks sowohl vom R- als auch vom S-Enatiomer in beiden
Chromatogrammen (Abb. 25) zur erkennen, die kleinen Peaks werden jedoch nicht
integriert und der Enantiomereniberschuss kann deswegen nur mit >99 % angegeben

werden.
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3.2.5

Strukturaufklarun

g

Am Tag der H-NMR-Messung stand noch keine Probe aus den Versuchen von Kapitel

3.2 zur Verfugung. Ein H!-NMR-Spektrum konnte nur von dem Produkt der

chemischen Reduktion von 3-Acetylbenzaldehyd mit Natriumborhydrid aufgenommen

werden. Die Ergebnisse dieser Messung werden in der folgenden Tabelle 6

zusammengefasst.
Chemische Verschiebung
1-[3-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon
Proton ® berechnet 6 experimentell Multiplizitat

[Ppm] [Ppm]

a 2,5 2,6 1 : Singulett

b 7,9 -- --

c 7,8 -- --

d 7,4 -- --

e 7,5 -- --

f 4,5 4,6 1 : Singulett
1-[3-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol

a 1,2 1,5 2 : Dublett

b 2,8 -- --

C 7,3 -- --

d 7,1 -- --

e 7,4 -- --

f 7,1 -- --

g 2,6 2,5 1 : Singulett

Auswertung der Integrale
1-[3-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanon
Proton Hohe des Anzahl der Berechnete
Integrals in cm Protonen Protonenanzahl

a 7,1 3 3,2

f 4,4 2 2
1-[3-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol

a 2,1 3 3,2

g 1,3 2 2

TABELLE 6

AUSWERTUNG DES H:-NMR SPEKTRUMS VON ABBILDUNG 26
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ABBILDUNG 25 H!-NMR SPEKTRUM VON 3-ACETYLBENZALDEHYD REDUZIERT MIT NATRIUMBORHYDRID
Durch die H1-NMR-Messungen konnten die Substanzen 1-[3-
(Hydroxymethyl)phenyllethanon und 1-[3-(Hydroxymethyl)phenyllethanol eindeutig

bestimmt und den Peaks der gaschromatographischen Messung zugeordnet werden.
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3.3 Reduktion von 2-Acetylbenzaldehyd

In diesem Versuch soll betrachtet werden, wie sich die Stellung der Aldehydgruppe auf
das Reaktionsverhalten auswirkt. Die Anzahl der Produkte durch die Reduktion von 2-
Acetylbenzaldehyd ist identischen der Reduktion von 4-Acetylbenzaldehyd. Mogliche
Reaktionen sind in Abbildung veranschaulicht.

3.3.1 Chiralidon R

2-Acetylbenzaldehyd wird auf dieselbe Weise umgesetzt, wie das 4-
Acetylbenzaldehyd. Im Kapitel 5.1 ist die detaillierte Durchfiihrung beschrieben. Die
Probenaufarbeitung ist unter 4.2 zu finden. Alle Chromatogramme sind bei identischen
Parametern durchgefuhrt worden, welche im Kapitel 4.2.1 beschrieben sind.

0 OH OH, o]

Enzym

[
'

\,, /_\. \o \0 S

NADPH NADP® A

2-Acctylbenzaldehyd

OH OH,
A: 2-[(18)-1-Hydroxyethyl]benzaldehyd *
B: 2-[(1R)-1-Hydroxyethyl]benzaldehyd
C: 1-(2-Hydroxymethylphenyl)ethanon
. OH OH
D: (25)-1-]4-(Hydroxymethy])phenyl ethanol
E: (2ZR}-1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol D E

ABBILDUNG 26 PRODUKTE DER ENZYMATISCHEN REDUKTION VON 2-ACETYLBENZALDEHYD

3.3.1.1 Ergebnisse

Beobachtung:

Das verwendete 2-Acetylbenzaldehyd besitzt eine dunkel rote Farbe, wéahrend die
para- und metasubstituierte Acetylbenzaldehyde weil3 bis leicht gelblich gefarbt sind.
Gelost im Gemisch aus 2-Propanol und Wasser (Volumenverhéltnis 9:1) farbt sich die
LAsung zunéachst rot. Nach der Zugabe des Katalysators nimmt die Losung eine dunkel

braune bis schwarze Farbe an.

Die Substanz scheint nicht rein zu sein. GC-Messungen der Reaktionslésung

bestatigen diese Annahme. In Abbildung ist ein Beispielchromatogramm der
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Umsetzung von 2-Acetylbenzaldehyd mit Chiralidon R zu sehen. Der rot markierte

Bereich zeigt die Verunreinigung.
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ABBILDUNG 27 UMSETZUNG VON 2-ACETYLBENZALDEHYD
Da Nebenreaktionen mit den unbekannten Substanzen nicht auszuschlieRen sind und
die gemessenen Peakflachen durch die Verunreinigung ungenau werden, wird der

Versuch als nicht aussagekraftig eingestuft.

AuBerdem kann, bis auf den Substratpeak, keine Zuordnung der anderen Peaks
bestimmten Substanzen erfolgen, weil bereit das H-NMR-Spektrum des vorliegenden
2-Acetylbenzaldehydes nicht ausgewertet werden kann, da zu viele Storsignale
detektiert werden (Abb. 29).
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ABBILDUNG 28 H!-NMR-SPEKTRUM VON 2-ACETYLBENZALDEHYD

3.3.2 Chiralidon S

Aufgrund der Verunreinigung des Substrates ist der Versuch nicht auswertbar.
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3.4 Reduktion von 1,4-Diacetylbenzol

Das folgende Experiment soll zeigen, welchen Verlauf die Reaktion durch den
Austausch der Aldehydgruppe durch eine zweite Acetylgruppe nimmt. Mogliche
Reaktionen und Produkte sind in Abbildung 30 veranschaulicht.

A B
o OH WOH
Enzym
N
NADPI NADP*
9 0 o] N
1 4-Diacetylbenzol / 7\‘
OH ,OH OH

A 1-[4-[( IR)-1-Hydroxyethyl]phenyl]ethanone

B: 1-[4-[(15)-1-Hydroxyethyl|phenyl]ethanone

C: (1R)-1-[4-[(15)-1-HydroxyethylJphenyl]ethanol
)]

E

: (15)-1-[4-[(15)-1-Hydroxyethyl]|phenyl Jethanol
o (TR)-1-[4{(1R)-1-Hydroxyethyl]phenyl]ethanol
HOW HOW"

ABBILDUNG 29 PRODUKTE DER ENZYMATISCHEN REDUKTION VON 1,4-DIACETYLBENZALDEHYD

3.4.1 Chiralidon R

1,4-Diacetylbenzaldehyd wird auf dieselbe Weise umgesetzt, wie das 4-
Acetylbenzaldehyd. Im Kapitel 5.1 ist die detaillierte Durchfiihrung beschrieben. Die
Probenaufarbeitung ist unter 4.2 zu finden. Alle Chromatogramme sind bei identischen

Parametern durchgefiihrt worden, welche im Kapitel 4.2.1 beschrieben sind.

3.4.1.1 Ergebnisse

In Abbildung 31 sind drei Chromatogramme abgebildet. Sie zeigen Verlauf der
Reaktion. Zur besseren Ubersicht sind diese auf das Intervall mit den Retentionszeiten

von ca. drei bis zehn Minuten beschréankt, sodass der Ldsungsmittelpeak nicht

dargestellt ist.
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A: 1.4-Diacetylbenzol
B: 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanon
C: 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenylJethanol

ABBILDUNG 30 GC-ERGEBNISSE VON VERSUCH 3.4.1

Nach 100 Minuten sind 3,7 % an Substrat zum 1-[4-(1-Hydroxyethyl]-phenyl]ethanon
umgesetzt worden (Chromatogramm 1). Nach 146 Minuten lasst sich bereits das
vollstandig reduzierte Produkt, 1-[4-(1-Hydroxyethyl]-phenyllethanol, beobachten
(Chromatogramm 2). A, B und C liegen in einem Verhéltnis von 94,0% A, 5,7% B und
0,3% C vor. Das dritte Chromatogramm zeigt das Ergebnis des Versuches nach 14
Tagen Reaktionsdauer. Das 1,4-Diacetylbenzaldehyd ist nahezu vollstandig reduziert
worden. Es sind noch 0,3% an Substrat vorhanden. Das Produktgemisch besteht aus
81,5 % 1-[4-(1-Hydroxyethyl]phenyllethanon und 18,2 % 1-[4-(1-Hydroxyethyl]-
phenyl]ethanol.

In der folgenden Abbildung 32 wurden die chromatographisch gemessen Werte in

Excel Ubertragen und graphisch dargestellt.
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REDUKTION VON 1,4-DIACETYLBENZOLMIT CHIRALIDONR

UMSATZ IN %
£ wn

2

o 50 100 150 200 250 300 350
ZEITIN STUNDEN

4 14-Diacetylbenzol 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanon A 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanol

ABBILDUNG 31 REDUKTION VON 1,4-DIACETYLBENZOL MIT CHIRALIDON R

Die Anfangsgeschwindigkeit zur Bildung von 1-[4-(1-Hydroxyethyl]-phenyllethanon
betragt 2,4% pro Stunde. Mit 0,06% pro Stunde wird dasl-[4-(1-Hydroxyethyl]-
phenyllethanol gebildet. Nach 190 Stunden sind nur noch 1,1% an Substrat tbrig. Mit
88,1% hat das 1-[4-(1-Hydroxyethyl]phenyl]-ethanon ein Maximum. Im weiteren
Verlauf der Reaktion nimmt die Menge von 1-[4-(1-Hydroxyethyl]phenyl]ethanon stetig
ab, da es zum 1-[4-(1-Hydroxyethyl]phenyl]ethanol reduziert wird.

3.4.2 Chiralidon S

1,4-Diacetylbenzaldehyd wird auf dieselbe Weise umgesetzt, wie das 4-
Acetylbenzaldehyd. Im Kapitel 5.1 ist die detaillierte Durchfihrung beschrieben. Die
Probenaufarbeitung ist unter 4.2 zu finden. Alle Chromatogramme sind bei identischen
Parametern durchgefuhrt worden, welche im Kapitel 4.2.1 beschrieben sind.
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Intensitat )

6.63

QL_L“ HLJ; J_
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tinmin tinmin tinmin
A: 1.4-Diacetylbenzol

B: 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanon
C: 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanol

ABBILDUNG 32 GC-ERGEBNISSE VON VERSUCH 3.4.2

Nach 112 Minuten sind 4,2 % an Substrat zum 1-[4-(1-Hydroxyethyl]-phenyllethanon
umgesetzt worden (Chromatogramm 1). Am ersten Versuchstag wird keine Bildung
von 1-[4-(1-Hydroxyethyl]-phenyllethanolgemessen, erst nach 24 Stunden lasst sich
das vollstandig reduzierte Produkt beobachten (Chromatogramm 2). Das dritte
Chromatogramm zeigt das Ergebnis des Versuches nach 14 Tagen Reaktionsdauer.
2,0% des 1,4-Diacetylbenzaldehydes sind am Versuchende vorhanden. Das
Produktgemisch besteht aus 93,0 % 1-[4-(1-Hydroxyethyl]phenyl]lethanon und 5,0%
1-[4-(1-Hydroxyethyl]-phenyllethanol.

In der folgenden Abbildung 34 wurden die chromatographisch gemessen Werte in

Excel Ubertragen und graphisch dargestellt.
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REDUKTION VON 1,4-DIACETYLBENZOL MIT CHIRALIDON S

UMSATZ IN %
. w

10
R
T
) 5
[} 50

ZEIT IN STUNDEN

1,4-Diacetylbenzol 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyllethanon & 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanol

Die Anfangsgeschwindigkeit zur Bildung von 1-[4-(1-Hydroxyethyl]-phenyllethanon
betragt 2,2% pro Stunde. Mit 0,02% pro Stunde wird dasl-[4-(1-Hydroxyethyl]-
phenyllethanol gebildet.

3.4.3 Diskussion

Der Unterschied in den Reaktionsgeschwindigkeiten zur Bildung von 1-[4-(1-
Hydroxyethyl]-phenyllethanon mit den Katalysatoren Chiralidon R (2,4%/Stunde) und
Chiralidon S (2,2%/Stunden) ist gering, wahrend das vollstandig reduziert Produkt mit
Chiralidon R um Faktor drei schneller gebildet wird (Chiralidon R: 0,06%/Stunde,
Chiralidon S: 0,03%/Stunde). Das wird am der Menge an 1-[4-(1-Hydroxyethyl]-
phenyllethanol am Ende der jeweiligen Versuche deutlich. Mit Chiralidon umgesetztes
1,4-Diacetylbenzaldehydes enthalt nach 14 Tagen Reaktionsdauer 18,2% 1-[4-(1-
Hydroxyethyl]-phenyllethanol, das mit Chiralidon S reduzierte Gemisch 5,0%. Das
unterschiedliche Reduktionsverhalten der Katalysatoren deutet auf eine hohere
Aktivitdt von Chiralidon R hin. Ob die Katalysatoren wahrend der Lagerung
verschieden schnell abbauen oder ob die Reduktion von 1-[4-(1-Hydroxyethyl]-
phenyllethanon durch Chiralidon S stérker sterisch gehindert ist, konnte nicht geklart

werden.
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3.4.4 Strukturaufklarung

Das H-NMR-Spektrum wurde von dem Produkt der
chemischen Reduktion von 1,4-Diacetylbenzol mit
Die

vorher

Natriumborhydrid aufgenommen.

Probe
gaschromatogrphisch ermittelt, sie betragt 1,5% an
Sunstanz A, 83,5% fur B und 15,0% fir C. Rechts ist

Die

Zusammensetzung der wurde

das zugehorige Chromatogram abgebildet.

Ergebnisse dieser Messung werden in der folgenden

Tabelle 6 zusammengefasst.

Intensitat

D 6,665

o

A BC

I 1

4 6
tinmin

( 8,208

ci I

A: l.4-Diacetylbenzol
B: 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanon
C: 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanol

ABBILDUNG 34 CHEMISCHE
REDUKTION VON 1,4-ACETYLBENZOL

Chemische Verschiebung
1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanon
Proton 0 berechnet 6 experimentell Multiplizitat
[Ppm] [Ppm]
a 1,2 1,4 2 : Dublett
b 4,6 4,7 4 : Quartett
C 7,6 7,4 4 . Quartett
d 7,9 7,8 4 : Quartett
e 2,5 2,5 1 : Singulett
1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanol
a 1,2 1.4 1 : Singulett
b 4,6 4.7 4: Quartett
C 7,2 7,2 1 : Singulett
d 4,5 4,6 3 : Triplett
Auswertung der Integrale
1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanon
Proton Hohe des Anzahl der Berechnete
Integrals in cm Protonen Protonenanzahl
a+a 10,3 3+6 -
b+b 3,3 1+2 --
c+d 9,8 4 3,9
e 7,6 3 3
1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanol
a+a 10,3 6+ 3 --
b+b 3,3 2+1 --
C 1,6 4 4
TABELLE 7 AUSWERTUNG DES H-NMR SPEKTRUMS VON ABBILDUNG 36
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Fur die drei Protonen e von 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyllethanon erhalt man eine Héhe
des Integrals von 7,6 cm. Ein Proton von 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyllethanon hat
somit eine Hohe von 2,5 cm im H-NMR-Spektrum. Fir die Hohe des Integrals der vier
Benzolprotonen c von 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyllethanol ergibt ein Wert von 1,6 cm
bzw. 0,4 cm fur ein Proton. Bei den Peaks der Protonen aa kommt es zur
Uberlagerung, weshalb eine Zuordnung der integrierten Flachen zu den jeweiligen
Protonen unmaglich ist. Die Gesamthdhe des Integrals resultiert aus drei a- und sechs
a-Protonen und lasst sich mit 3*2,5 cm + 6*0,4 cm berechnen. Man erhéalt ein Wert von
9,9 cm, der nahe beim abgelesenen Wert von 10,3 cm liegt. Auch die Peaks von Proton

und der beiden Protonen b uberlagern sich. Der berechnete Wert (3,3 cm) fur die
Gesamthohe des Integrals entspricht dem gemessen Wert. AuRerdem lasst sich das
Verhdltnis der beiden Substanzen in der Probe anhand der unterschiedlichen
IntegralnGhen fur ein Proton berechnen. Das Ergebnis sind 86% 1-[4-(1-
Hydroxyethyl)phenyllethanon  (GC-Messung: 83,5%) und 14% 1-[4-(1-
Hydroxyethyl)phenyllethanol (GC-Messung: 15,2%). Die Abweichungen zwischen den
H1-NMR- und GC-Werten sind damit zu erklaren, dass das 1,4-Diacetylbenzaldehyd

bei der Auswertung des H:-NMR-Spektrums nicht berlicksichtigt wurde.

3.5 Chemische Reduktion

Ziel der folgenden Versuche besteht darin, die in den vorangegangenen Versuchen
verwendeten Substrate chemisch zu reduzieren und anschliel3en die Ergebnisse zu

vergleichen. Fir die chemische Reduktion wird Natriumborhydrid verwendet.

3.5.1 1,4-Diacetylbenzol mit Natriumborhydrid

In Vorversuchen lasst sich mit Hilfe der Dinnschichtchromatographie feststellen, dass
bereits nach 15 Minuten kein Substrat mehr nachgewiesen werden kann und somit
vollstandig reduziert wurde. In Abbildung 37 ist der Reaktionsstand nach 15 und nach
30 Minuten dargestellt. Dabei wird jeweils links das Reaktionsgemisch und rechts das
1,4-Diacetylbenzaldehyd als Referenz aufgetragen. Als mobile Phase dient ein

Gemisch aus n-Hexan und Essigsaureethylester im Volumenverhéltnis von 10:3.
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A: 1.4-Diacetylbenzol
B: 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]Jethanon
C: 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanol

ABBILDUNG 36 DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE: VORVERSUCH zU 3.5.3

Im Kapitel 4.5 ist die detaillierte Durchfiihrung fur die Reduktion von 1,4-
Diacetylbenzaldehyd mit Natriumborhydrid beschrieben.

Die Reaktionszeit betragt 21 Minuten. Der Abbruch der Reaktion geschieht durch die
Zugabe von 1 mL einer 10%igen HCI-Losung (Kapitel 4.5). Nach einer anschlieBenden
Aufarbeitung des Produktgemisches wird die Zusammensetzung der Probe
gaschromatographisch ermittelt. Des Chromatogramm ist in Abbildung 38 dargestellt.
Die Menge an Substrat ist so gering, dass sie mit Hilfe des Gaschromatographen nicht
mehr erfasst werden kann. Das Verhaltnis der gebildeten Produkte liegt bei 76,4% flr
das 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyllethanon und 23,6 % fiur das 1-[4-(1-
Hydroxyethyl)phenyl]lethanol.
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A: l.4-Diacetylbenzol
B: 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanon
C: 1-[4-(1-Hydroxyethyl)phenyl]ethanol

ABBILDUNG 37 UMSETZUNG VON 1,4-DIACETYLBENZOL MIT NATRIUMBORHYDRID

352 Reduktion der Benzaldehyde mit Natriumborhydrid

Im Kapitel 4.5 ist die detaillierte Durchfuhrung fur die Reduktion von 3-
Acetylbenzaldehyd und 4-Acetylbenzaldehyd mit Natriumborhydrid beschrieben. Das
2-Acetylbenzaldehyd wird aufgrund der Verunreinigung nicht beriicksichtigt.

Die Ergebnisse der Reduktion von 3-Acetylbenzaldehyd und 4-Acetylbenzaldehyd mit
Natriumborhydrid sind in Abbildung 39 aufgeflhrt. Das Edukt wird bei beiden
Versuchen innerhalb von 12 bzw. 13 Minuten nahezu vollstandig reduziert. Es ist zu
beobachten, dass durch das Natriumborhydrid hauptsachlich die Aldehydgruppe
reduziert wird. Der Umsatz an 3-[1-(Hydroxymethyl)phenyllethanon betragt 81,8 %,
wéahrend der Umsatz an 4-[1-(Hydroxymethyl)phenyllethanon bei 83,9 % liegt. Die
Anteile an 3-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd und 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd liegen

unter 1%. Es ist wahrscheinlich, dass diese Produkte, sobald sie sich bilden, weiter zu
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den vollstandig reduzierten Produkten umgesetzt werden.

wtensiat J-Acetylbenzaldehyd wtensiat 4-Acetylbenzaldehyd
mit Matriumborhydrid mit Natriumborhydrid .+
Reaktionszeit: Reaktionszeit: =
12 Minuten 13 Minuten
o)
= i
0 “8 iu,
: . o ™ L
u LE
A B C A B cD
| | | | | |
4 il 2 4 il 8
tinmin tinmin

A: 3-Acetylhenzaldehyd A: 4-Acetylbenzaldehyd

B: 3-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd B: 4-{1-Hydroxyethyl)benzaldehyd

'C: 1-[3-(Hydroxymethyl)phenyljethanon C: 1-[4-{(Hydroxymethyl)phenyljethanon
D: 1-[3-(Hydroxymethyljphenyl]ethanol D: 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol

ABBILDUNG 38 REDUKTION: 3-ACETYLBENZALDEHYD UND 4-ACETYLBENZALDEHYD

3.6 Konkurrenzreaktion von Benzaldehyd und Acetophenon

In den Versuchen zur enzymatischen Reduktion der Acetylbenzaldehyde konnte
gezeigt werden, dass die verwendeten Katalysatoren unterschiedlich stark, aber
bevorzugt, die Ketogruppe reduzieren. Dieses Verhalten soll im folgenden Versuch
anhand von Benzaldehyd und Acetophen untersucht werden.

3.6.1 Chiralidon R

Der Benzaldehyd und das Acetophenon wird im Stoffmengenverhaltnis 1:1 im
Eluenten, einem Gemisch aus 2-Propanol und Wasser (Volumenverhdltnis 9:1),
geldst. Die Umsetzung beginnt mit der Zugabe von Chiralidon R. Die Reaktion lauft
bei Raumtemperatur und gleichmaigem Ridhren in einem geschlossenen

Erlenmeyerkolben ab. Der Rihrfisch wird an einem Fish-Clip® befestigt, sodass das
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Chiralidon nicht zerrieben wird. Im Kapitel 4.1 ist die detaillierte Durchflhrung
beschrieben. Die Probenaufarbeitung fur die GC-Messung ist unter (4.2) zu finden.
Alle Chromatogramme sind bei identischen Parametern durchgefiihrt worden, welche

im Kapitel 4.4 beschrieben sind.

3.6.1.1 Ergebnisse

In Abbildung 40 sind drei Chromatogramme abgebildet. Sie zeigen den zeitlichen
Verlauf der Reaktion. Zur besseren Ubersicht sind diese auf das Intervall mit den
Retentionszeiten von ca. drei bis zehn Minuten beschrankt, sodass der

Losungsmittelpeak nicht dargestellt ist.
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ABBILDUNG 39 KONKURRENZREAKTION BENZALDEHYD/ACETOPHENON MIT CHIRALIDON R

Im ersten Chromatogramm ist der Stand der Reaktion nach 127 Minuten zu erkennen.
Von der urspringlichen Menge an Acetophenon sind 4,6 % zum 1-Phenylethanol
reduziert worden. Nach 178 Minuten wird Phenylmethanol (0,3 %) als
Reduktionsprodukt von Benzaldehyd detektiert (Chromatogramm 2). Am Ende des
Versuches wurden 92,8 % Acetophenon zum 1-Phenylethanol und 21,1 %
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Benzaldehyd zum Benzylalkohol reduziert (Chromatogramm 3). Die Reaktionsdauer

betragt 16 Tage.

In der folgenden Abbildung 41 wurden die chromatographisch gemessen Werte in

Excel Ubertragen und graphisch dargestellt.

KONKURRENZREAKTION: BENZALDEHYD/ACETOPHENON MIT CHIRALIDON R
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¢ Benzaldehyd @ Acetophenon A Phenylmethanol  x 1-Phenylethanol

ABBILDUNG 40 VERLAUF DER KONKURRENZREAKTION BENZALDEHYD/ACETOPHENON MIT CHIRALIDON R

In Abbildung 41 ist der Unterschied zwischen der Reduktion von Acetophenon und der
Reduktion von Benzaldehyd durch Chiralidon R zu erkennen. Der Katalysator ist

deutlich selektiver gegentber der Ketogruppe.

3.6.2 Chiralidon S

Der Benzaldehyd und das Acetophenon wird im Stoffmengenverhéltnis 1:1 im
Eluenten, einem Gemisch aus 2-Propanol und Wasser (Volumenverhdltnis 9:1),
geldst. Die Umsetzung beginnt mit der Zugabe von Chiralidon S. Die Reaktion lauft
bei Raumtemperatur und gleichméaiigem Rihren in einem geschlossenen
Erlenmeyerkolben ab. Der Rihrfisch wird an einem Fish-Clip® befestigt, sodass das
Chiralidon nicht zerrieben wird. Im Kapitel 4.1 ist die detaillierte Durchflihrung
beschrieben. Die Probenaufarbeitung fiir die GC-Messung ist unter (4.2) zu finden.
Alle Chromatogramme sind bei identischen Parametern durchgefuihrt worden, welche

im Kapitel 4.4 beschrieben sind.
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3.6.2.1 Ergebnisse

In Abbildung 42 sind zwei Chromatogramme abgebildet. Sie zeigen den Beginn und
das Ende der Reaktion. Zur besseren Ubersicht sind diese auf das Intervall mit den
Retentionszeiten von ca. drei bis zehn Minuten beschrankt, sodass der
Losungsmittelpeak nicht dargestellt ist.
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ABBILDUNG 41 KONKURRENZREAKTION BENZALDEHYD/ACETOPHENON MIT CHIRALIDON S

Bereits nach 28 Minuten Reaktionszeit sind die jeweiligen Produkte von Benzaldehyd
und Acetophenon zu erkennen (Chromatogramm 1). Der Anteil an 1-Phenylethanol
liegt bei 0,7% und der von Benzylalkohol bei 0,8% vor. Am Ende des Versuches
wurden 76,4 % Acetophenon zum 1-Phenylethanol und 74,0 % Benzaldehyd zum

Benzylalkohol reduziert (Chromatogramm 2). Die Reaktionsdauer betragt 16 Tage.

47



In der folgenden Abbildung 43 wurden die chromatographisch gemessen Werte in
Excel Ubertragen und graphisch dargestellt.

KONKURRENZREAKTION: BENZALDEHYD/ACETOPHENON MIT CHIRALIDON $
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ABBILDUNG 42 VERLAUF DER KONKURRENZREAKTION BENZALDEHYD/ACETOPHENON MIT CHIRALIDON S

Chiralidon S reduziert sowohl Acetophenon als auch Benzaldehyd nahezu gleich

schnell. Es ist nur eine geringe Bevorzugung von der Ketogruppe zu beobachten.

3.6.3 Diskussion

In den Versuchen 3.1 wund 3.2 konnte festgestellt werden, dass
Reaktionsgeschwindigkeit der Reduktion von Ketonen gegentber den Aldehyden
beim Chiralidon R signifikant héher ist als beim Chiralidon S. Dies wurde auch im
diesem Versuch gezeigt. Die Reduktion von den Acetylbenzaldehyden im Vergleich
zum Acetophenon/Benzaldehyd- Gemisch unter Verwendung von Chiralidon S zeigt
einen deutlichen Unterschied. Wahrend bei den Acetylbenzaldehyden die
Ketogruppen schneller reduziert werden als die Aldehydgruppe, ist bei der

Konkurrenzreaktion eine Bevorzugung kaum zu erkennen.

3.7 Optimierte Reaktionsbedingungen

Durch eine Erh6hung der Reaktionstemperatur auf 30°C und den Entzug des Acetons

aus der Losung soll in diesem Versuch die Geschwindigkeit der Umsetzung von 4-
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Acetylbenzaldehyd mit Chiralidon R gesteigert werden. Im Kapitel 4.7 ist die detaillierte

Versuchsdurchfiihrung beschrieben.

3.7.1 Acetonnachweis

Bei der Cofaktorregenerierung wird Isopropanol zu Aceton oxidiert. In den ersten
beiden Stunden der Reaktion soll die Bildung des Acetons nachgewiesen werden. In
dieser Zeit wird kein Vakuum angelegt. Die Vorlage wird durch eine Kaltemischung
gekihlt. An der GefaBwand kann das gebildete Aceton kondensieren, anschliel3end
mit Dichlormethan aufgenommen und gemessen werden. Das Ergebnis der Messung
ist in Abbildung 43 (Chromatogramm 1) zu sehen. Zum Vergleich wird eine 1:50
Losung aus Aceton und Dichlormethan gemessen (Chromatogramm 2). Die

Retentionszeiten stimmen Uberein, was fur die Bildung von Aceton spricht.
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3.7.2 Ergebnisse
In der folgenden Abbildung 44 wurden die chromatographisch gemessen Werte in

Excel Ubertragen und graphisch dargestellt.
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OPTIMIERTE REAKTIONSBEDINGUNGEN

UMSATZ IN %

ZEIT IN STUNDEN

+ 4-Acetylbenzaldehyd = 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd + 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyllethanon - 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyl]lethanol

ABBILDUNG 44 VERLAUF REAKTION (VERSUCH: 3.7)

Nach 30 Stunden Reaktionszeit wird mit der Optimierung der Reaktionsbedingungen
einen Umsatz an 4-(Hydroxyethyl)benzaldehyd von 75,0% erreicht. Au3erdem enthalt
die Probe 2,5% 1-[4-(Hydroxymethyl)phenyllethanon und 0,6%  1-[4-
(Hydroxymethyl)phenyl]ethanol. Damit wurden 78,9% an Substrat reduziert. Stellt man
die Reaktionsverlaufe von Versuch 3.1.1 und 3.7 gegenuber, so erkennt man, dass die
Umsetzung aufgrund der hoéheren Temperatur und durch das Verschieben des
Gleichgewichtes durch das Entfernen des Acetons deutlich schneller ablauft. Der
Unterschied der beiden Reaktionen ist in Abbildung 45 anhand von 4-Acetylbenzaldeh
und 4-(Hydroxyethyl)benzaldehyd dargestellt.

VERGLEICH DER REDUKTIONEN VON 4-ACETYLBENZALDEHYD
(OPT. REAKTIONSBEDINGUNG (1) UND STANDARDVORSCHRIFT(2))

UMSATZ IN %

ZEIT IN STUNDENL

« 4-Acetylbenzaldehyd (1) = 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd (1) » 4-Acetylbenzaldehyd (2) = 4-(1-Hydroxyethyl)benzaldehyd (2)

ABBILDUNG 45 GEGENUBERSTELLUNG DER BEIDEN VERSUCHE
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4 Experimenteller Teil

4.1 Vorschrift der enzymatischen Reduktion (Standardvorschrift)
Chemikalien:
Chiralidon R oder S 2 mmol Substrat

2 g Katalysator (Chiralidon R oder S)
20 mL i-Propanol/Wasser (9:1, v/v)
Gerateeinstellung:

Magnetrihrplatte 300 U/min

Durchfihrung:

In einem 50 mL Erlenmeyerkolben werden 2 mmol Substrat vorgelegt und 20 mL eines
Gemisches aus 2-Propanol und Wasser (Volumenverhaltnis 9:1) hinzu pipettiert. Das
Gemisch wird mittels einer Magnetriihrplatte und einem am Clip-Fish® befestigten
Magnetruihrfisch solange gerihrt, bis sich das Substrat vollstandig gelost hat.
Anschlieend werden 2,0 g Chiralidon S oder R eingewogen und in den
Erlenmeyerkolben Uberfuhrt. Die Reaktion lauft unter konstantem Rihren bei 300
U/min ab. Es werden stiindlich eine Probe enthommen und nach der Vorschrift im
Kapitel 4.2 fir die GC-Messung aufgearbeitet. Am Ende des Versuches erfolgt eine
Aufgearbeitet der Produkte (Kapitel 4.3).
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4.2 Aufarbeitung der Proben flr den Gaschromatographen

Chemikalien:
VE-Wasser 0,5 ml
Dichlormethan 1 mL

Calciumchlorid
20 mL i-Propanol/Wasser (9:1, v/v)
Gerate:
Zentrifuge 13000 U/min
Durchfuhrung:

Man entnimmt 200 pL Probe mittels einer Eppendorf Pipette und tberfuhrt sie in eine
2 mL Microtube. Anschlieen werden 0,5 mL VE-Wasser und 1 mL Dichlormethan
hinzu pipettiert (es bilden sich zwei Phasen). Der Behalter wird verschlossen und
kraftig geschuttelt, dabei geht das Substrat in die organische und das i-Propanol in die
wassrige Phase uber. Das lasst man funf Minuten ruhen, sodass sich beide Phasen
erneut trennen. Die obere, wassrige Phase wird mittels einer Eppendorf Pipette
aufgenommen und verworfen. Zu der organischen Phase wird ein bis zweli
Spatelspitzen Calciumchlorid zugegen und nach VerschlieRen des Microtubes erneut
kraftig geschuttelt. Dabei sollte man beobachten, ob das Calciumchlorid Flocken
bildet. Ist das gesamte Trocknungsmittel verklumpt, gibt man solange Calciumchlorid
hinzu, bis eine Flockung erkennbar ist. Damit stellt man sicher, dass das gesamt
Wasser gebunden worden ist, welches die Saule schadigen kann. Das Gemisch wird
zehn Minuten ruhen gelassen, damit sich der Feststoff absetzen kann. Schlief3lich
werden 200 uL vorsichtig enthommen (mdglichst kein Feststoff aufnehmen), in eine
weitere Microtube tberfiihrt und fur zwei Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert. Der
obere Teil der zentrifugierten Losung kann jetzt in die GC eingespritzt werden.
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4.3 Aufarbeitung der Produkte

Chemikalien:
VE-Wasser 3 mal 10 ml
Diethylether 20 mL

Calciumchlorid

Durchfihrung:

Die Probe wird zunéchst abgenutscht, um sie vom dem Katalysator zu trennen. Die
Ldsung wird in ein Scheidetrichter Uberfuhrt, mit 20 mL Diethylether versetzt und
geschuittelt. Anschliel3end werden 10 mL VE-Wasser zugegeben und erneut kraftig
geschuttelt. Es bilden sich zwei Phasen. Die untere Phase wird verworfen. Die
organische Phase wird zwei weitere Male mit je 10 mL gewaschen. Die gewaschene
organische Phase wird in ein verschlie3bares Gefal? gegeben und mit Calciumchlorid
Uber Nacht im Kihischrank getrocknet. Die Probe wird abfiltriert und im
Rotationsverdampfer bei 80°C und einem Druck von 200 mbar eingeengt. Schlief3lich
wird die Probe in einem evakuierten Exsikkator fir mindestens 24 Stunden getrocknet.
In einem Verhaltnis von 1:50 in Dichlormethan gelost, kann die Probe in den

Gaschromatographen eingespritzt werden.
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4.4 Analytik

4.4.1 Gaschromatographische Bestimmung 1

Gerate:

Gaschromatograph Shimadzu, GC-14B

Integrator Shimadzu, C-R5A Chromatopac
GC-Spritze Hamilton 7000.5 KH 0,5 pL

Saule Macherey-Nagel, OPTIMA FFAPIlus

Parameter des Gaschromatographen:

Injektortemperatur 250 °C
Detektortemperatur 250 °C
Saulentemperatur 240 °C
Carrier 1 N2 0,5 bar
Carrier 2 N2 0,5 bar
Wasserstoff 0,6 bar
Druckluft 0,5 bar
Split 1:30
Einspritzmenge 0,02 uL
Durchfiuhrung:

Am Gaschromatographen werden die oben aufgelisteten Parameter eingestellt. Es
wird mit der ersten Messung solange gewartet, bis eine stabile Basislinie am Integrator
zu erkennen ist. Vor der Messung der Proben wird das jeweilige Substrat im Verhaltnis
1:50 in Dichlormethan gel6st und die Retentionszeit bestimmt. Anschliel3end werden
die Proben der einzelnen Ansatze eingespritzt. Die Chromatogramme werden mit der
Versuchsbezeichnung, einer fortlaufenden Nummer und dem aktuellem Datum

beschriftet.
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4.4.2 Gaschromatographische Bestimmung 2

Die folgenden Parameter gelten fur die Konkurrenzreaktion von Acetophenon und

Benzaldehyd.

Gerate:

Gaschromatograph Shimadzu, GC-14B

Integrator Shimadzu, C-R5A Chromatopac
GC-Spritze Hamilton 7000.5 KH 0,5 pL

Saule Macherey-Nagel, OPTIMA FFAPplus

Parameter des Gaschromatographen:

Injektortemperatur 250 °C
Detektortemperatur 250 °C
Saulentemperatur 150 °C
Carrier 1 N2 0,5 bar
Carrier 2 N2 0,5 bar
Wasserstoff 0,6 bar
Druckluft 0,5 bar
Split 1:30
Einspritzmenge 0,02 uL
Durchfuhrung:

Die Durchfuhrung erfolgt analog zum Kapitel 4.4.1
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4.4.3 HPLC Bestimmung

Gerate:

HPLC Shimadzu, LC-10AT
System Controller Shimadzu, SCL-10A
Detektor Shimadzu, SPD-M10A
Auto Injektor Shimadzu, SIL-10A
Entgaser GASTORR 154

Saule Whelk-O1 (S,S)

Parameter des Gaschromatographen:

Injektortemperatur 250 °C
Detektortemperatur 250 °C
Saulentemperatur 240 °C
Carrier 1 N2 0,5 bar
Carrier 2 N2 0,5 bar
Wasserstoff 0,6 bar
Druckluft 0,5 bar
Split 1:30
Einspritzmenge 0,02 pL
Durchfuhrung:

Am Gaschromatographen werden die oben aufgelisteten Parameter eingestellt. Es
wird mit der ersten Messung solange gewartet, bis eine stabile Basislinie am der
Integrator zu erkennen ist. Vor der Messung der Proben wird das jeweilige Substrat im
Verhaltnis 1:50 in Dichlormethan gelést und die Retentionszeit bestimmt.
Anschlieend werden die Proben der einzelnen Ansatze eingespritzt. Die
Chromatogramme werden mit der Versuchsbezeichnung, einer fortlaufenden Nummer

und dem aktuellem Datum beschriftet.
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444

Chemikalien:

Produkt der Reduktion mit
Chiralidon R:

Produkt der Reduktion mit
Chiralidon S:

Gemisch aus beiden Proben
Gerate:

Gaschromatograph
Integrator

GC-Spritze

Saule

Parameter des Gaschromatographen:

Injektortemperatur
Detektortemperatur
Saulentemperatur
Carrier 1 He2
Carrier 2 He2
Wasserstoff
Druckluft

Split

Einspritzmenge

Bestimmung des EnantiomerenUberschusses

20 pL Probe, 1 mL Dichlormethan

20 pL Probe, 1 mL Dichlormethan

je 10 pL Probe, 1 mL Dichlormethan

Shimadzu, GC-14A

Shimadzu, C-R6A Chromatopac
Hamilton 7000.5 KH 0,5 pL
Macherey-Nagel, HYDRODEX y-

DIMON

250 °C
250 °C
175 °C
0,5 bar
1,5 bar
0,6 bar
0,5 bar
1:30

0,02 pL

57



Durchfihrung:

Am Gaschromatographen werden die oben aufgelisteten Parameter eingestellt. Es
wird mit der ersten Messung solange gewartet, bis eine stabile Basislinie am der
Integrator zu erkennen ist. Die Produkte der jeweiligen Reduktionen mit Chiralidon R
und S werden zunéchst einzeln gemessen. Anschlie3en wird ein Gemisch aus beiden
Proben erstellt. Diese Gemisch wir dreimal gemessen und mit den Einzelmessungen

verglichen.

4.5 Chemische Reduktion

Chemikalien:
2 mmol Acetylbenzaldehyd oder
Diacetylbenzol
1 mmol Natriumborhydrid
20 mL i-Propanol
10%ige HCI-Losung
Gerateeinstellung:

Magnetrihrplatte 300 U/min

Durchfihrung:

In einem 50 mL Erlenmeyerkolben werden 2 mmol des entsprechenden
Acetylbenzaldehyds oder Diacetylbenzols vorgelegt und 20 mL 2-Propanol hinzu
pipettiert. Das Gemisch wird mittels einer Magnetrthrplatte und einem am Clip-Fish®
befestigten Magnetriihrfisch solange geruhrt, bis sich das Substrat vollstdndig geldst
hat. AnschlieRend werde 1 mmol Natriumborhydrid in den Erlenmeyerkolben tberfihrt.
Die Reaktion lauft unter konstantem Ruhren bei 300 U/min ab. Nach 10 Minuten wird
1 mL einer 10 %igen HCI-Losung versetzt und anschlieend mit Hilfe eines
Scheidetrichters 3 mal mit je 10 ml VE-Wasser gewaschen. Die gewaschene
organische Phase wird in ein verschlieBbares Gefald gegeben und mit Calciumchlorid
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Uber Nacht im Kihlschrank getrocknet. Die Probe wird abfiltriert und im
Rotationsverdampfer bei 80°C und einem Druck von 200 mbar eingeengt. Schlie3lich
wird die Probe in einem evakuierten Exsikkator fir mindestens 24 Stunden getrocknet.
In einem Verhaltnis von 1:50 in Dichlormethan gelost, kann die Probe in den

Gaschromatographen eingespritzt werden.

4.6 Derivatisierung mit MSTFA

Chemikalien:
10-15 mg Probe
0,8 mL Dichlormethan
0,2 mL MSTFA

10%ige HCI-LOsung

Durchfuhrung:

Zwischen 10 und 15 mg Probe werden in 0,8 mL Dichlormethan geldst. Zu der Lésung
werden 0,2 mL MSTFA zugegeben und mittels einen Magnetruhrfisches und einer
Magnetruhrplatte zwei Stunden gerihrt. Die Losung kann anschliel3end direkt in den

Gaschromatographen eingespritzt werden.
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4.7 Optimierte Reaktionsbedingungen

Chemikalien:

Chiralidon R oder S 2 mmol 4-Acetylbenzaldehyd
2 g Katalysator (Chiralidon R oder S)
20 mL i-Propanol/Wasser (9:1, v/v)

Parameter:

Olbad 30°C

Druck 350 mbar

Kaltemischung -10°C

Durchfuhrung:

Der Aufbau der Versuchsapparatur ist in Abbildung 46 dargestellt. In einem 50 mL
Zweihalskolben werden 2 mmol 4-Acetylbenzaldehyd vorgelegt und 20 mL eines
Gemisches aus 2-Propanol und Wasser (Volumenverhaltnis 9:1) hinzu pipettiert. Das
Gemisch wird mittels einer Magnetriihrplatte und einem am Clip-Fish® befestigten
Magnetruhrfisch solange gerihrt, bis sich das Substrat vollstandig geldst hat.
Anschlie3end werden 2,0 g Chiralidon R eingewogen und in den Kolben Uberfihrt. Die
Reaktion l4uft unter konstantem Ruhren ab. Das Olbad wird auf 30°C temperiert. In
den ersten beiden Stunden wird ohne Vakuum gearbeitet. Die Vorlage wird durch eine
Kaltemischung gekihlt. Nach zwei Stunden wird die Vorlage von der Apparatur
getrennt und es werden ziigig 1 mL Dichlormethan hinzu pipettiert. Der Kolben wird
geschwenkt, damit moglichst das gesamte Kondensat von dem Dichlormethan
aufgenommen wird. Die Losung in der Vorlage kann direkt gaschromatographisch
gemessen werden. AnschlieRend wird in der Apparatur mit Hilfe einer Vakuumpumpe
ein Druck von 350 mbar erzeugt. Am ersten Versuchstag werden alle 30 Minuten
Proben gezogen und mit der GC gemessen. Am zweiten Tag wird der Umsatz

stindlich bestimmt.
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ABBILDUNG 46

APPARATUR ZUM VERSUCH 4.7
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5 Anhang
5.1 Materialien

5.1.1 Gerate

Gerate

Gaschromatograph
Integrator
GC-Spritze

Saule
Gaschromatograph
Integrator

Saule

H-NMR

HPLC

System Controller
Detektor

Auto Injektor

Entgaser
Vakuummembranpumpe
Rotationsverdampfer
Zentrifuge

UV-Lampe

Hersteller

Shimadzu
Shimadzu
Hamilton
Macherey-Nagel
Shimadzu
Shimadzu
Macherey-Nagel
JEOL NMR
SPEKTROMETER
Shimadzu
Shimadzu
Shimadzu
Shimadzu
GASTORR
Vacuubrand
Buchi

Heraeus

Desaga

Modell

GC-14B

C-R5A Chromatopac
7000.5 KH 0,5 pL
OPTIMA FFAPplus
GC-14A

C-R6A Chromatopac
HYDRODEX y-DIMON

PMX 60si (60MHz)

LC-10AT
SCL-10A
SPD-M10A
SIL-10A

154

1,7 m3/h
Rotavapor-R3
Biofuge Pico

MinUVIS
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5.1.2 Chemikalien

Substanz

2-Acetylbenzaldehyd

3-Acetylbenzaldehyd

4-Acetylbenzaldehyd

1,4-Diacetylbenzol

Acetophenon

Benzaldehyd

n-Heptan

Dichlormethan

(x)-1-Phenylethanol

MSTFA

i-Propanol

Calciumchlorid wasserfrei

VE-Wassser

Hersteller

ALDRICH

ALDRICH

ALDRICH

ALDRICH

Fluka

Fluka

AppliChem

PESTINORM

Fluka

CS-Chromatographie

Servie GmbH

AnalaR NORMAPUR

Reinheit

95%

95%

97%

99%

99,0%

99,0%

95%

99,90%

96,0%

99.7%
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