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1 Einleitung

1.1 Enzyme

Enzyme sind Makromolekile, die in biologischen Systemen chemische Reaktionen
spezifisch katalysieren. Sie stellen eine Untergruppe der Proteine dar. Obwohl die
Menschheit die positiven Eigenschaften von Enzymen schon seit Langem fiir diverse
Zwecke genutzt hatte, begann deren Studium erst im Jahr 1789, als Antoine Lavoisier Zucker
durch Hefe abbaute und dabei die Hauptprodukte CO, und Ethanol nachwies.' Im Jahr 1836
zeigte Jacob Berzelius, dass das Enzym Diastase Stirke effizienter hydrolisiert als
Schwefelsiure.” Louis Pasteur glaubte, dass diese Prozesse nur in lebenden Zellen ablaufen
konnen, hingegen postulierte Justus Liebig, dass chemische Substanzen biologische
Vorginge bewirken.”® Diese Verbindungen wurden ,,Fermente® genannt und 1878 von
Friedrich Wilhelm Kiihne in Enzyme (gtiechisch ez, in und gyme, Hefe) umbenannt.” Erst
1897 wurde durch Eduard Buchner der erste zellfreie Hefeextrakt gewonnen, der Glucose zu
Ethanol vergiren lisst.’ James Summer konnte 1926 erstmalig ein Enzym, die
Schwertbohnen-Urease, kristallisieren.” Jedoch waren die Kristalle nicht vollstindig frei von
anhaftenden Proteinen und somit konnte die Proteinnatur der Enzyme nicht zweifelsfrei
bewiesen werden. In der Mitte der 30er Jahre des letzten Jahrhunderts zeigten John
Northrop und Moses Kunitz einen Zusammenhang der enzymatischen Aktivitit von
kristallinen Pepsin, Trypsin und Chymotrypsin mit den jeweiligen Proteinmengen.’
Heutzutage ist die Zugehorigkeit der Enzyme zu den Proteinen vollstindig geklirt. Die
wesentlichen Erkenntnisse tber Enzyme stammen aus der zweiten Hilfte des
20. Jahrhunderts. So wurde erst 1963 die erste Aminosiure-Sequenz eines Enzyms

entschliisselt und 1965 die erste Rontgenstruktur aufgekléirt.g’m

1.1.1 Enzyme in der Chemie

Enzyme sind in der Organischen Chemie auf Grund ihrer herausragenden
Eigenschaften von grofler Bedeutung. Sie weisen eine hohe katalytische Aktivitdt auf und
konnen die Reaktionsgeschwindigkeit, verglichen mit der nicht enzymatisch katalysierten
Reaktion, um einen Faktor von bis zu 10'* erhéhen.! Somit ist das Interesse am Einsatz von
Enzymen sowie an weiteren Informationen tiber diese Molekiilklasse sehr grof3. Da Enzyme
in lebenden Zellen gebildet werden, konnen bei Reaktionen die ganzen Zellen eingesetzt

werden. Diese Methode findet zum Beispiel Anwendung beim Brauen von Bier oder beim
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Brot backen."” Viele Enzyme, die aus Zellen extrahiert und gereinigt werden, verlieren nichts
von ihrer Aktivitit und konnen isoliert fir chemische Umsetzungen eingesetzt werden.

Solch isolierte Enzyme weisen eine hohe Chemoselektivitit auf.” So reagiert ein auf
die spezifische Umsetzung einer bestimmten funktionellen Gruppe spezialisiertes Enzym nur
auf diese eine Gruppe. Weitere, auch chemisch reaktivere funktionelle Gruppen im Substrat
werden dabei nicht angegriffen und die Reaktion liuft nur an der enzymspezifischen
Funktionalitit ab. Ferner zeigen viele Enzyme eine hohe Regioselektivitit wenn zwei gleiche
funktionelle Gruppen in einem Molekil vorhanden sind. Diese beruht auf der
dreidimensionalen Struktur der Makromolekiile. Es gelangen nur jene funktionellen Gruppen
an das reaktive Zentrum des Enzyms, die auch die passende rdumliche Anordnung im
Enzym-Substrat-Komplex aufweisen. Dieses Prinzip wird gerne mit einem Schliissel und
Schloss verglichen."*

Die Tatsache, dass alle Enzyme nahezu nur aus L-Aminosiuren aufgebaut sind"
macht sie zu chiralen Katalysatoren; durch diese Eigenschaft sind sie enantioselektiv.'® Somit
eignen sich Enzyme zur Trennung von racemischen Gemischen, wobei der Umsatz eines
Enantiomers kinetisch kontrolliert katalysiert wird, wihrend das andere quasi nicht reagiert
(kinetische Racemattrennung). Wird ein achiraler Stoff in einer enzymkatalysierten Reaktion
zu einer chiralen Substanz umgewandelt, so iberwiegt in den meisten Fillen im Produkt ein
Enatiomer.

Die Enzyme werden nach der IUPAC und IUBMB in sechs Klassen eingeteilt,

welche auch die katalysierten Reaktionen beschreiben.'’

° Oxidoreduktasen sind Enzyme, die Redoxreaktionen katalysieren.

. Transferasen Ubertragen funktionelle Gruppen (zum Beispiel Aldehyde, Ketone,
Alkyle, Glycoside und Phosphate) von einem Substrat auf ein anderes.

o Hydrolasen sind Enzyme, die hydrolytisch Bestandteile von Wasser auf eine
Molekiilbindung addieren und diese dabei spalten.

o Lyasen sind Enzyme, die komplexe Molekiile spalten oder verkntipfen ohne die
Spaltung von Adenosintriphosphat.

. Isomerasen katalysieren Isomerisierungen, wobei chemische Gruppen innerhalb
eines Molekiils verschoben werden.

. Ligasen katalysieren die Spaltung oder Verknupfung komplexer Molekile unter

Spaltung von Adenosintriphosphat.



1.1.2 Xylose Reduktase aus Candida tenuis

Das fur diese Arbeit verwendete Enzym ist eine Xylose Reduktase (Abbildung 1) aus
der Hefe Candida tenuis (CZXR) und zahlt zu den Oxidoreduktasen. Der erste Schritt vom
Xylosekatabolismus der Hefe wird von diesem Enzym katalysiert (Abbildung 2)."* Hierbei
wird die offenkettige Form der D-Xylose mit Hilfe eines Koenzyms zu Xylitol reduziert. Das
Enzym akzeptiert sowohl NADH als auch NADPH als Koenzym. Dieser Dualismus wurde

bisher nur bei wenigen Enzymen beobachtet."’

Abbildung 1: Struktur von Cé&XR gebunden an NADP* (griin)?

Untersuchungen der C7ZXR mit anderen moglichen Substraten zeigen, dass die
katalytische Wirkung nicht auf die Reduktion von D-Xylose beschrinkt ist, sondern auch
andere Aldehyde sowie Ketone zu den entsprechenden Alkoholen reduziert werden.” Auch
von anderen Enzymen dieser Klasse ist bekannt, dass sie Aldehyde und Ketone, die nicht
ihren natiitlichen Substraten entsprechen, katalytisch reduzieren.”” Von groBem Interesse bei
den Umsetzungen mit CAXR ist or#ho-Chloracetophenon [1], da dieses Substrat effizienter als
das  natiirliche  Substrat ~ umgesetzt  wird ~und  das  gebildete = Produkt
1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [2] ein wihrend der enzymkatalysierten Reaktion erzeugtes
Chiralitidtszentrum besitzt. Da von vielen Enzymen bekannt ist, enantiomeren angereicherte
Verbindungen zu erzeugen, sind der Enantiomerentiberschuss und die Absolutkonfiguration

von dem entstandenen chiralen Alkohol ebenso von Interesse.



OH OH NAD(P)H NAD(P)* OH OH

\/> HO OH
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Reduktion von D-Xylose!

1.2 Chiralitat

1.2.1 Was ist Chiralitat

Um den Begriff Chiralitit zu beschreiben, ist die Vorstellung vom raumlichen Modell
eines Molekiils, welches nur aus Atomen und Bindungen besteht, hilfreich. Mit diesem
vereinfachten Molekilmodel wird bestimmt, ob eine symmetrische oder asymmetrische
Struktur vorliegt. Symmetrisch sind jene Molekiile, die sich durch eine oder mehrere der
folgenden Symmetricoperationen mit dem Ausgangszustand zur Deckung bringen lassen:

e  Drehung um eine zwei- oder mehrzihlige Symmetrieachse
e  Spiegelung an einer Symmetrieebene
e Kombination einer Drehung und Spiegelung

Trifft keine dieser drei Moglichkeiten auf das Molekil zu, so wird es als
asymmetrisch bezeichnet. Fir die Existenz von Chiralitit ist Asymmetrie eine hinreichende
aber nicht notwendige Bedingung. Notwendig ist hingegen die Tatsache, dass das betrachtete
Objekt mit seinem Spiegelbild nicht zur Deckung gebracht werden kann. Wird das Molekiil
an einer Ebene gespiegelt und entspricht dieses nicht mehr dem Ausgangsmolekdl, wird
diese topologische Eigenschaft ,,Hindigkeit“ oder ,,Chiralitit genannt (griechisch chiros,
Hand). Dieser Begriff wird von den menschlichen Hinden (Abbildung 3) abgeleitet, da auch
diese nicht zur Deckung gebracht werden kénnen. Sie verhalten sich also wie Bild und

Spiegelbild zueinander.”>**



Abbildung 3: Die Abdriicke der rechten und linken Hand sind Spiegelbilder?s

In der Organischen Chemie stellt ein sp’-hybridisierter Kohlenstoff hiufig die
Ursache der Chiralitit von Molekilen dar. Liegt ein Kohlenstoffatom mit vier
unterschiedlichen ~ Substituenten  vor, so kann keine der zuvor genannten
Symmetrieoperationen eine Deckung mit sich selbst erzeugen. Das Kohlenstoffatom besitzt
folglich eine asymmetrische Umgebung und stellt ein Chiralititszentrum dar. Zu jeder
Verbindung, die ein solches chirales Kohlenstoffatom beinhaltet, gibt es natiirlich eine zweite
Verbindung, welche sich wie das Spiegelbild zur ersten verhilt. Diese beiden Verbindungen
werden als Enantiomere bezeichnet.”

Enantiomere unterscheiden sich somit strukturell nur durch ihre rdumliche
Anordnung und nicht durch ihre Konnektivitit, was sie zu Stereoisomeren macht. Nicht nur
die Konnektivitit ist bei einem Enantiomerenpaar gleich, sondern auch das chemische
Verhalten gegentiber achiralen Molektlen sowie das Verhalten in einem NMR-
bezichungsweise IR-Spektrometer. Die physikalischen Eigenschaften sind ebenfalls gleich,
wobei die Rotation vom linear polarisierten Licht eine Ausnahme darstellt, denn jedes reine
Enantiomer bewirkt dessen spezifische Rotation vom gleichen Betrag, aber mit
unterschiedlichem Vorzeichen. Diese Eigenschaft wird optische Aktivitit genannt. Wird das
Licht nach rechts gedreht heif3t die Verbindung (+)-Enantiomer, wird es nach links gedreht
(-)}-Enantiomer. Handelt es sich um ein 1:1 Gemisch aus beiden Enantiomeren, so ist dieses
als Racemat oder racemische Mischung bekannt. Diese verfiigt iiber keine optische Aktivitit,
da sich die spezifischen Rotationen der beiden gegenseitig autheben. Die spezifische
Rotation gibt jedoch keine Information tber die Absolutkonfiguration eines Enantiomers,
welche die raumliche Anordnung der Substituenten am Kohlenstoffatom beschreibt.””**

Um die beiden Enantiomere in ihrer Struktur eindeutig zu beschreiben, wurde von

Cahn, Ingold und Prelog ein System eingefiihrt, welches eine Nomenklatur der Enantiomere



ermoglicht. Mit Hilfe dieses CIP-Systems werden die Enantiomere in (R) und () unterteilt.
Fir diese Einteilung werden die Atome, die sich an den chiralen Kohlenstoff binden, nach
ihrer Prioritit geordnet, wobei die Ordnungszahl als Priorititskriterium gilt. Bei Gleichheit
der gebundenen Atome werden die jeweils nichsten gebundenen Atome zur Unterscheidung
herangezogen. Als Beispiel werden hier die Substituenten Amin, Methyl, Phenyl und
Wasserstoff herangezogen. Der Stickstoff aus dem Amin bekommt die hochste Prioritit
(Ordnungszahl 7) gefolgt von den Kohlenstoffen aus Phenyl (Ordnungszahl 6 und zwei
weitere gebundene Kohlenstoffe sowie ein Phantom-Kohlenstoff) und Methyl
(Ordnungszahl 6 und drei weitere gebundene Wasserstoffe) sowie Wasserstoff
(Ordnungszahl 1). Als Nachstes wird der Substituent mit der niedrigsten Prioritit vom
Betrachter nach hinten in die Zeichenebene gedreht. In diesem Beispiel handelt es sich dabei
um den Wasserstoff. Dann werden die verbleibenden drei Substituenten nach absteigender
Prioritit verbunden. Beschreibt diese Verbindung eine Bewegung gegen den Uhrzeigersinn

so handelt es sich um das (§)-Enantiomer, beschreibt es jedoch eine Drehung im
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Uhrzeigersinn so handelt es sich um das (R)-Enantiomer (Abbildung 4).

Abbildung 4: Modell von einem (R)-Molekiil (im Uhrzeigersinn bewegt) und von einem (S)-Molekiil

(gegen den Uhrzeigersinn bewegt).

1.2.2 Chiralitat in der Chemie und Natur

Warum ist Chiralitit beziehungsweise die Absolutkonfiguration eines Molekiils in der
Chemie so bedeutend, wenn die chemischen und skalaren physikalischen Eigenschaften eines
Enantiomerenpaars gleich sind? Tritt eine chirale Verbindung mit einer chiralen Umgebung
in Interaktion, so verindern sich die chemischen und physikalischen Eigenschaften. Dies
geschieht jedoch nicht auf dieselbe Art und Weise, denn jedes Enantiomer interagiert
unterschiedlich mit der chiralen Umgebung und bildet somit ein ,match® und ein

,mismatch“-Paar.”’ So hat das (§)-Enantiomer in Verbindung mit einem zweiten reinen



Enantiomer zum Beispiel einen anderen Schmelzpunkt als das (R)-Enantiomer mit
demselben reinen Enantiomer.

In der belebten Natur finden sich sehr hiufig Bedingungen, die eine chirale
Umgebung bewirken. Dies ist darauf zurtickzuftihren, dass quasi nur L-Aminosiuren und
tberwiegend D-Saccharide vorkommen. Simtliche Peptide, Proteine und Glyco-Strukturen
liegen daher in enantiomerenreiner Form vor. Diese Verbindungen sind fiir Bindungs- und
Erkennungsprozesse auf molekularer Ebene verantwortlich und kénnen auf Grund ihrer
Chiralitit nur jeweils ein Enantiomer produktiv binden. Viele Verbindungen in der Natur
konnen also links und rechts unterscheiden. Zur Veranschaulichung dieses Phidnomens
werden wieder die menschlichen Hinde als Beispiel genommen. Werden Handschuhe
tibergezogen, so passt immer nur ein Handschuh auf eine Hand. Ahnlich verhilt es sich in
der Natur, jedes Enantiomer hat seine eigene Aufgabe, beziehungsweise Wirkung in
Kooperation mit einem passenden Gegenstiick.”

Es gibt in der Natur hdufig unterschiedliche Wirkungen, die durch die Interaktion
von zwel Enantiomeren mit einem oder mehreren Rezeptoren ausgeldst werden. So gibt es
mehrere Molekile, deren Enantiomere einen stark unterschiedlichen Geruch aufweisen. Das
(R)-Limonen [la] riecht beispielsweise nach Orangen und sein Gegentber, das
($)-Limonen [Ib], nach Zitronen.” Ahnliches Verhalten zeigt auch Carvon [II], dessen
($)-Enantiomer dem Kimmel seinen charakteristischen Geruch verleiht, wahrend das
(R)-Enantiomer der Hauptbestandteil im Bouquet der Minze ist.”” Die Verbindungen sind in

Abbildung 5 dargestellt.

CH, CH, CHj CHs

HaC CH, H,C CHs, H,C CH, H,C CHs,
[1b] [1a] [l1a] [1b]

Abbildung 5: (S)-Limonen [Ib] Zitronengeruch, (R)-Limonen [Ia] Orangengeruch, (R)-Carvon [IIa]
Pfefferminzgeruch, (S)-Carvon [IIb] Kiimmelgeruch



Auch im Tierreich werden Enantiomere unterschiedlich aufgenommen. Zum
Beispiel sind Pheromone Sexuallockstoffe von Insekten, die auch zur Schidlingsbekimpfung
eingesetzt werden. So wird das Pheromon des Weibchens der Art Japankifer (Popilia japonica)
eingesetzt, um die entsprechenden minnlichen Kifer in Fallen zu locken.
Dieses Pheromon besteht aus dem (R)-Enantiomer des einfachen Lactons
(R)-5-(1-Decenyl)-dihydro-2(3H)-furanon [I1I], wohingegen das (§)-Enantiomer ein Inhibitor
des (R)-Enantiomers ist (Abbildung 6). Schon 1 % des falschen Enantiomeres zerstort die
Wirkung. Ein solches Enantiomerengemisch kann nicht mehr sinnvoll als Lockstoff

verwendet werden.”

X
[11]

Abbildung 6: Pheromon der Japankifer (Popilia japonica) [111]

@) O

Auch in der Pharmazie ist die Chiralitit von grof3er Bedeutung. So kann das falsche
Enantiomer in einem Medikament tber Leben oder Tod entscheiden. L-Dopa
((5)-3,4-Dihydroxy-phenylalanin) [IV] ist ein Stoff (Abbildung 7), der zur Behandlung von
Patienten mit Parkinson-Krankheit eingesetzt wird. Dabei ist ganz besonders darauf zu
achten, dass nur das gewlnschte Enantiomer verabreicht wird, denn dieses hat den Effekt,
dass sich Nerven neu bilden. Das andere ist jedoch toxisch und kann in einer zu hohen
Dosierung zum Tode fithren. Ein weiteres medizinisches Beispiel ist Fenfluramin [V], dessen
(K)-Enantiomer die Produktion des Hormons Serotonin stimuliert, das aber als Racemat
vertriecben wurde. Neben der gewtinschten Wirkung des Serotonins, ein Gefiihl der
Zufriedenheit zu bewirken, wurden aber Nebenwirkungen festgestellt, die das
($)-Enantiomer hervorrief. Um diese zu verhindern, wurde das enantiomerenreine
(R)-Fenfluramin hergestellt, und unter dem Namen Dexfenfluramin [Va] wieder auf den

Markt gebracht (Abbildung 7).
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Abbildung 7: L-Dopa [IV], (R)-Fenfluramin [Va]

Das sind nur einige der vielen Beispiele, wie chirale Verbindungen in verschiedenen
Bereichen zum Einsatz kommen und eine spezielle Wirkung aufweisen. Dabei spielt es eine
bedeutende Rolle, welches Enantiomer angewandt wird, damit ein gewiinschtes Resultat
erzielt wird, denn wie oben erwihnt, kann es dabei auch um Leben oder Tod gehen. Auf
Grund dieser Probleme besteht natiirlich die Herausforderung, enantiomerenreine Produkte
zu erzeugen, sofern diese fir die Interaktion mit einer chiralen Umgebung gedacht sind.
Wird aus einer achiralen Verbindung eine chirale Verbindung ohne chirale Induktion
hergestellt, entsteht ein racemisches Gemisch, dessen chemische und skalare physikalische

Eigenschaften ident sind.

1.2.3 Mdgliche Herstellung und Reinigung von enantiomerenreinen

Verbindungen

Wie gezeigt, ist es von groBer Wichtigkeit, Verbindungen, die mit lebenden
Organismen interagieren, in enantiomerenreiner Form zu synthetisieren. Aus diesem Grund
wurden zwei unterschiedliche Wege entwickelt, um zu enantiomerreinen Verbindungen zu
gelangen. Einer dieser Wege basiert auf der Trennung der racemischen Mischung, der andere
auf einen - durch eine chirale Umgebung beeinflussten - Reaktionsverlauf, bei dem nur ein

Enantiomer entsteht.

1.2.3.1 Trennung von Enantiomeren

Die Trennung von Enantiomeren ist mit hohem Aufwand verbunden. Um zwei
Verbindungen voneinander zu trennen, missen sie unterschiedliche physikalische
Eigenschaften, wie Schmelzpunkt, Siedepunkt oder Loslichkeit aufweisen. Wie bereits
erwihnt, sind die chemischen und skalaren physikalischen Eigenschaften von Enantiomeren
gleich. Diese kénnen somit tber herkémmliche Trennverfahren nicht aufgetrennt werden.

Ziel ist es daher, die Eigenschaften der Enantiomere so zu verindern, dass sich diese
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voneinander unterscheiden und eine Trennung durchgefiihrt werden kann. Wird dafiir, zum
Beispiel, eine racemische Mischung mit einer enantiomerenreinen Verbindung umgesetzt, so
haben die entstandenen Diastereomere unterschiedliche Eigenschaften und kénnen getrennt
werden. In der Folge muss die eingefiihrte chirale Hilfsgruppe jedoch wieder abgespalten
und aus dem Gemisch entfernt werden.

Eine andere Moglichkeit wird bei der chromatographischen Trennung mittels
chiralen Sdulenmaterials angewandt. Dabei interagiert das Gemisch mit diesem chiralen
Material, das eine unterschiedliche Verweildauer in der Siule bewirkt und dadurch eine
Trennung erzielt. Nun wird aber oftmals nur ein Enantiomer gebraucht und das Andere
bleibt als Nebenprodukt zuriick, welches nur selten Verwendung findet. Dies ist bei einem
1:1 Gemisch der Enantiomeren naturlich nicht wirtschaftlich, zumal der Arbeits- und
Materialaufwand der Trennung eingerechnet werden muss. Die Methode, die Enantiomeren
zu trennen, wird daher nur dann verwendet, wenn es keine Moglichkeit gibt,

enantiomerenreine Verbindungen herzustellen.

1.2.3.2 Herstellung von enantiomerenreinen Verbindungen

Die gezielte Synthese von enantiomerenreinen Verbindungen stellt ein grofes
Arbeits- und Forschungsgebiet der Organischen Chemie dar, wobei es verschiedene
Strategien gibt, von denen die wichtigsten im Folgenden diskutiert werden:

Die ,,Chiral Pool® Strategie: Die in der Natur vorkommenden chiralen Stoffe sind
zum grofften Teil enantiomerenrein und einige von diesen koénnen auch wirtschaftlich
rentabel im grofleren Malstab isoliert werden. Diese Verbindungen bilden den
,»Chiral Pool®, der somit alle enantiomerenrein isolierten Naturstoffe umfasst. Als Beispiele
seien Zucker und Aminosauren erwihnt. Aus diesem Pool wird dann eine geeignete Substanz
mit der gewiinschten Absolutkonfiguration gewihlt und als Startmaterial fiir die Synthese
eines enantiomerenreinen Stoffes verwendet. Die Herstellung des Siistoffs Aspartam ist ein
Beispiel fiir diese Synthesestrategie. Dabei dienen (§)-Asparaginsidure und (§)-Phenylalanin,
beides L-Aminosduren, als Startmaterialen. Entscheidend fiir den Erfolg der Strategie ist ein
geeignetes Startmaterial zu finden, damit der Syntheseweg nach wenigen Stufen zum
Zielmolekdl fihrt. Ist die Herstellung beider Enantiomere nach dieser Strategie erwunscht,
so miissen oft unterschiedliche Wege gefunden werden, da in der Natur in den meisten
Fallen nur ein Enantiomer des Eduktes vorliegt und das andere nicht gebildet wird. Somit

gibt es oft keinen effizienten Weg beide Enantiomere aus Naturstoffen zu gewinnen.
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Asymmetrische Synthese: Bei der Umsetzung eines achiralen Eduktes zu einem
chiralen Produkt wird versucht mit Hilfsmitteln den Reaktionsvetlauf so zu steuern, dass nur
ein Enantiomer gebildet wird. Eine Moglichkeit besteht darin, ein chirales Hilfsreagenz
(Auxiliar) kovalent an das Edukt zu binden. Diese Verbindung senkt die Aktivierungsenergie
fir die Bildung des gewiinschten Enantiomers. Limitiert wird diese Methode dadurch, dass
ein geeignetes Auxiliar gefunden werden muss, das bei einer Reaktion gute Ausbeuten und
einen hohen Uberschuss des gewiinschten Enantiomers bewirkt, nach der Reaktion leicht
vom Produkt abgespalten werden kann und wiederverwendbar ist.

Eine andere Mdglichkeit besteht darin, einen chiralen Katalysator zu verwenden, der
gezielt die Reaktion zum gewiinschten Produkt ablaufen ldsst. Dabei wird durch raumliche
und elektronische Wechselwirkungen zwischen Edukt und Katalysator ein Enantiomer
bevorzugt gebildet. Die Vorteile sind die geringen Mengen an Katalysator, die fiir eine
Reaktion verwendet werden, sowie dessen Wiederverwendbarkeit und leichte Abtrennung.
Eine hohe Enantioselektivitit der Katalysatoren ist aber nicht immer gegeben und kann
somit die Enantiomerenreinheit des Produktes gegebenenfalls nicht gewihrleisten. Als
weiterer Nachteil sei der hohe Aufwand fur die Entwicklung und Herstellung des
Katalysators genannt.

Enzymkatalysierte asymmetrische Synthese: Streng genommen gehért auch diese
Technik zu den katalytischen Methoden. Da sich aber die vorliegende Arbeit mit diesem
Thema beschiftigt, ist sie an dieser Stelle unter einem eigenen Punkt angefiihrt. Wie bereits
im Kapitel 1.1.1 dargestellt, werden chemische Umsetzungen in der Natur von Enzymen
katalysiert. Durch deren chiralen Aufbau wird bei der Umsetzung von achiralen Edukten zu
chiralen Produkten in der Regel ein Enantiomer in sehr groBem Uberschuss gebildet.
Obwohl die Enzyme in der Natur sehr chemo- und regioselektive Umsetzungen bestimmter
Substrate katalysieren, akzeptieren viele auch eine teils sehr breite Palette unnatirlicher
Substrate. Diese Eigenschaft macht sich der Mensch zu nutze, indem er isolierte Enzyme fiir
chemische Umsetzungen artifizieller achiraler Substrate einsetzt und dabei in vielen Fillen
mit Enantiomeren angereicherte Produkte erzeugt. Diese Methode unterliegt natiirlich
starker Limitierung, denn nicht alle artifizielle Substrate werden mit einer hohen katalytischen
Aktivititen vom Enzyme umzusetzen. Daher werden zum Teil grofle Anstrengungen
unternommen, um optimale Enzyme zu finden, welche die vom Menschen gewtinschte

Umsetzungen katalysieren.
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1.3 Aufgabenstellung dieser Arbeit

Basierend auf der Tatsache, dass das Enzym Xylose Reduktase aus Candida tenuis bei
der Umsetzung des nicht natiirlichen Substrats or#ho-Chloracetophenon [1] eine hdéhere
katalytische Effizienz aufweist als mit dem natiirlichen Substrat Xylose, ist die erste Aufgabe
die Synthese von weiteren monosubstituierten Acetophenonen. Diese potenziellen Substrate
sollen dann mit dem Enzym und NADH umgesetzt werden, wobei die Akzeptanz durch den
Biokatalysator sowie die katalytische Effizienz der einzelnen Umsetzungen getestet werden.
Weiterhin sollen gemessene Substrateigenschaften wie Lage von IR-Banden und NMR-Shifts
sowie das o-Hammett der substituierten Aromaten mit der katalytischen Effizienz der
Umsetzungen korreliert werden. Dariiberhinaus sollen einige gut akzeptierte Acetophenone
im 100 mg Maf3stab mit dem Enzym umgesetzt werden, um Struktur, Enantiomerenreinheit
und Absolutkonfiguration der Produkte zu bestimmen. Mit der Hilfe von i sit« und
STD-NMR-Messungen sollen abschlieBend Informationen tber Enzymbindung und

Umsetzung des or#ho-Chloracetophenons [1] gewonnen werden.
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2 Allgemeiner Teil und angewandte Methoden

2.1 Synthese

Wie in der Einleitung bereits erwihnt, wird von dem Enzym C/XR nicht nur das
nattrliche Substrat Xylose, sondern auch nicht nattirliche Substrate wie a- und B-Ketosiduren,
als auch ortho-Chloracetophenon [1] umgesetzt.”* Ausgehend vom letzteren Beispielmolekiil
werden weitere monosubstituierte Acetophenone ausgewihlt, um diese im Rahmen dieser
Arbeit zu synthetisieren und dann auf die Akzeptanz durch das Enzym C7ZXR zu testen. Bei
der Synthese steht die Chemie der Aromaten im Vordergrund, denn die angestrebten
strukturellen Variationen befinden sich am Benzolring, wihrend die Acetylgruppe erhalten
bleibt.

Durch das zyklisch konjugierte Ringsystem weisen Aromaten eine héhere Stabilitit
gegeniiber vielen chemischen Reaktionen auf als vergleichbare Aliphaten. Die hohe
Elektronendichte bewirkt jedoch eine Nukleophilie des Benzols gegentiber den
Elektrophilen, sodass nukleophile aromatische Substitutionen die Aromatenchemie
dominieren. Dabei hat ein am aromatischen Ring befindlicher Substituent einen grofen
Einfluss auf die Regioselektivitit der Reaktion sowie auf die Reaktionsgeschwindigkeit.
Beztiglich ihres Einflusses auf die delokalisierten n-Elektronen werden die Substituenten in
zwei Gruppen eingeteilt:

Elektronenschiebende Substituenten: Dies sind Elektronenpaar-Donoren, die die
n-Elektronendichte im Aromaten erhéhen und dadurch dessen Nucleophilie vergroBern.
Dies hat zur Folge, dass die Reaktivitit gegeniiber Elektrophilen steigt. Solche Gruppen
werden (+)-M-Substituenten oder aktivierende Substituenten genannt. Sie dirigieren die
Einfithrung des zweiten Substituenten in die or#ho- und para-Position.

Elektronenziehende Substituenten: Dies sind Elektronenpaar-Akzeptoren, die die
n-Elektronendichte im Aromaten verringern und die Nucleophilie verkleinern. Folglich sinkt
die Reaktivitit gegentiber Elektrophilen. Solche Gruppen heilen (-)-M-Substituenten oder
desaktivierende Substituenten. Sie dirigieren die Einfihrung des zweiten Substituenten in die
meta-Position.

Eine weitere reaktionsbeeinflussende Eigenschaft der Substituenten liegt im Aufbau
eines Dipolmoments im Ring und der damit verbundenen Polarisierung der o-Bindungen, die
induktiver Effekt genannt wird. Dessen Richtung und GréBe beruht auf den

Elektronegativititen der Substituenten. Zieht ein Substituent die o-Elektronen an sich, so
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besitzt er einen (-)-I-Effekt, stoB3t er sie ab, gehort er zur Gruppe der Substituenten mit
(+)-1-Effekt. Der induktive Effekt verindert somit auch die Nucleophilie des Aromaten
sowie dessen Reaktivitit: Ein Substituent mit (-)-I-Effekt aktiviert und einer mit (+)-1-Effekt
desaktiviert.

Fir die aktivierenden und dirigierenden Eigenschaften eines Substituenten sind
folglich sowohl I-, als auch M-Effekte verantwortlich. Diese Gegebenheiten werden bei der
Wahl der Synthese der geplanten Substrate berticksichtigt, da sie einen Einfluss auf die

Umsetzungen haben.

2.1.1 Geplante Substrate

Ausgehend von ortho-Chloracetophenon [1] werden die zu synthetisierenden
monosubstituierten Acetophenone ausgewihlt. Hierbei spielen die elektronischen
Eigenschaften der Substituenten sowie deren relative Position zur Acetylgruppe eine
entscheidende Rolle. Durch unterschiedlichen Elektronenreichtum des aromatischen
Systems wird die Polarisierung der Ketofunktion in der Acetylgruppe beeinflusst, was zu
einem in Kapitel 5 beschrieben Einfluss auf die Substratakzeptanz des Enzyms fithren kann.
Somit ist die Einfihrung von Substituenten, die unterschiedliche mesomere und induktive
Effekte besitzen, von Interesse. Primire Bedeutung besitzt dabei die Synthese von
Acetophenonen, bei welcher die Halogene Fluor, Brom und Iod der jeweilige
Zweitsubstituent sind, da deren chemischen Eigenschaften denen des Chlors dhnlich sind.
Daritiberhinaus werden die Nitro- und die Cyano-Gruppen als Beispiele fir stark
elektronenzichende  Substituenten  gewihlt. Amino-, Hydroxy-, Methoxy- sowie
Acetoxy-Gruppen hingegen sind die ausgewihlten Vertreter der Substituenten mit
(+)-M-und (+)-1-Effekten.

Die relative Lage der Zweitsubstituenten zur Acetylgruppe bewirkt einen
unterschiedlichen Einfluss auf die elektronischen Eigenschaften der Ketofunktion. Weiterhin
kénnen unterschiedliche Substitutionspositionen die Substratbindung an das Enzym
beeinflussen. Daher wird nicht nur die Art des Substituenten variiert, sondern auch deren
Position am Ring relativ zur Acetylgruppe, was die Herstellung der jeweiligen ortho-, meta-

und para-Derivate notwendig macht (Abbildung 8).
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X=F, Cl, Br, I, OH, OMe, OAc, NH,, NO,, NHAc, CN, CSNH, X

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Substrate

2.1.2 Konzepte zur Synthese der Substrate

Im Folgenden werden die Konzepte fiir die Synthese der geplanten Substrate
beschrieben. Diese basieren zum Teil auf den vorhandenen oder kommerziell erworbenen
Substraten: ortho- [1], meta- [3] und para-Chlor- [4] sowie ortho- [5]|, meta- [6] und
para-Aminoacetophenon  [7].  Dariiberhinaus ~ wurden  ortho-Fluor-  [8]  und

para-Cyanoacetophenon [9] kommerziell erworben.

2.1.2.1 Monosubstituierter Aromat wird acetyliert

Ausgehend von einem monosubstituierten Benzol soll hierbei die Acetylgruppe
mittels Friedel-Crafts-Acylierung eingeftihrt werden. Die Friedel-Crafts-Acylierung ist eine
clektrophile ~ Substitution am  Aromaten und eine  Weiterentwicklung  der
Friedel-Crafts-Alkylierung. Bei beiden wird ein elektrophiler Kohlenstoff an einen
nukleophilen Kohlenstoff des Aromaten gebunden. Der elektophile Kohlenstoff kommt bei
der  Friedel-Crafts-Acylierung  aus  einem  Carbonsdurechlorid  oder  einem
Carbonsaureanhydrid. Damit diese Reaktion ablauft, wird eine Aktivierung durch eine Lewis-
Siure Katalyse benotigt. Als Lewis-Sduren eignen sich unter anderem AICL;, FeCl; und
ZnCl,. Bei der Friedel-Crafts-Acylierung von Brombenzol wird durch (+)-M- und (-)-1-Effekt
des Brom sowie aus sterischen Griinden nur das para-Bromacetophenon [10] gebildet, das
somit auf diesem Weg selektiv hergestellt werden soll.”

Mittels Fries-Umlagerung koénnen aus Phenylacetat [11] die beiden Produkte
ortho- [12] und para-Hydroxyacetophenon [13] gewonnen werden.” Hierbei wird mit Hilfe
einer Lewis-Sdure ein Komplex gebildet, der die Acetylgruppe abspaltet und mittels

Friedel-Crafts-Acylierung  an  den  Aromaten  substituiert. ~ Die  bevorzugten
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Substitutionspositionen sind dabei or#ho und para, da der am Aromaten verbleibende

Sauerstoff den Ring aktiviert und die Acetylgruppe an diese Positionen dirigiert.

2.1.2.2 Acetophenon [14] wird mit der Zielgruppe substituiert

Hierbei wird zum Einen von Acetophenon [14] ausgegangen und ein weiterer
Substituent mittels nukleophiler Substitution eingefithrt. Da die Acetylgruppe einen (-)-M-
und (-)-I-Effekt besitzt, sind bei vielen dieser Umsetzungen nur mefa-substituierte
Acetophenone in moderaten Ausbeuten zu erwarten. Laut . J. Harrison ef a/. ist es jedoch
moglich, mittels Kaliumbromat desaktivierte Aromaten an or#ho- und para-Position in guten
Ausbeuten zu bromieren.”

Eine weitere Moglichkeit stellt der Finsatz von bereits monosubstituierten
Acetophenonen dar. Dabei wird der zweite Substituent am Aromaten lediglich in einen
Neuen umgewandelt, die Position am Ring bleibt dabei erhalten. Somit kénnen die aus der
Fries-Umlagerung gewonnenen Hydroxyacetophenone mittels Methylierung mit Methyliodid
und durch Acetylierung mit Essigsdureanhydrid zu den entsprechenden Methoxy- und
Acetoxy-acetophenonen Uberfihrt werden.”” Die kauflich erworbenen
Aminoacetophenone kénnen analog zu den gewtnschten Produkten umgesetzt werden.

Durch Oxidation mit Natriumperborat-Tetrahydrat konnten die
Aminoacetophenone auch zu den entsprechenden Nitro- und Nitrosoverbindungen
umgewandelt werden, alternativ kann dafiir mefa-Chlorperbenzoesidure als Oxidationsmittel
verwendet werden. """

Als alternative Herstellungsmethode sei die Sandmeyer-Reaktion genannt, bei der
von einem Amino-substituierten Aromaten ausgegangen wird. Diese Aminogruppe wird
mittels Sdure und Nitrit diazotiert und dann durch ein Nukleophil substituiert. Uber diesen
Syntheseweg konnten neben den Halogen- auch alle Cyanoacetophenone dargestellt
werden. >

Aus den hergestellten Cyanoacetophenonen koénnen durch Thionylierung mittels

Lawesson"s-Reagenz die Thionylgruppen eingefiihrt werden."

2.1.2.3 Ausgehend von einer substituierten Benzoesaure durch Kettenverlangerung

Zum monosubstituierten Acetophenon

Da ortho-Aminoacetophenon [5] kein wobhlfeil zugingliches Substrat ist, werden
mehrere alternative Wege beschritten, um in wenigen Stufen zu dem gewtnschten

ortho-substituierten Acetophenon-Derivaten zu gelangen. Dabei wird die preiswertere
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Anthranilsaure (or7ho-Aminobenzoesaure) [15] genutzt, deren Aminofunktion dhnlich reagiert
wie die NH,-Gruppe in or#ho-Aminoacetophenon [5]. Die abschlieBende Transformation der
Sdurefunktion zur Acetylgruppe wird nach einer Arbeitsvorschrift von A. Furstner ef al. oder
P. Zhang et al. geplant.'*"” Dabei soll das Siurechlorid mittels Thionylchlorid hergestellt
werden, das bei A. Furstner e¢f a/ in einer Eisen-katalysierten Reaktion und mit dem
entsprechenden Methylgrignard-Reagenz [16] umgesetzt wird."™" Weitere funktionelle

Gruppen am Aromaten sollen bei dieser Reaktion nicht angegriffen werden.

2.2 o-Hammet-Gleichung als Auswahlkriterium fir die

Substanzen

Ein weiteres Auswahlkriterium fir die Substrate stellt das Ergebnis der

o-Hammet-Gleichung dar. L. P. Hammet erkannte um 1935, dass Substituenten an
Benzoesiure und Phenylacetat [11] einen Effekt auf die Ionisationskonstanten der
aromatischen Ringe ausiiben, welcher bei einem Vergleich der beiden Verbindungen einen
linearen Zusammenhang ergibt.50 Einige Jahre spiter postulierte er den Satz ,,Ahnliche
Verinderung der Struktur fiihrt zu dhnlicher Verinderung der Reaktivitit“.”' Diese Linearitit
der Ionisations-Konstante ist auf Basis des zuvor erwihnten Satzes nicht iiberraschend. Wird
jedoch ein weiterer Parameter wie Reaktionsgeschwindigkeit miteinbezogen, so bleibt diese
Linearitit erhalten. Diese Tatsache sorgte fiir groes Erstaunen.” Anstatt der lonisations-
Konstante fihrte L. P. Hammet somit den Parameter G ein, der folgendermalien definiert ist:
o = log K —log K, [1]

Dabei ist K, die Ionisationskonstante von Benzoesdure in Wasser bei 25 °C und K
die Ionisationskonstante der substituierten Benzoesdure. Somit werden die elektronischen
Einflisse des Substituenten an dem Reaktionszentrum der Benzoesiure berticksichtigt.
Folglich beschreibt ein positiver Wert von o einen elektronenziehenden Substituenten und
ein negativer Wert einen elektronenschiebenden. Die darauf basierende Hammet-Gleichung
setzt sich wie folgt zusammen:

log £¢ = po + log &y [2]

Hierbei ist £y die Gleichgewichtskonstante, welche die Reaktionsgeschwindigkeit der
substituierten Verbindung darstellt und 4 ist die Reaktionsgeschwindigkeit der
entsprechenden unsubstituierten Verbindung. p stellt einen Korrekturfaktor des o in

Abhingigkeit des Substituenten X dar.
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Da bei dieser Korrelation nur die elektronischen Effekte der Substituenten auf ein
Reaktionszentrum betrachtet werden, sind Substituenten in dessen unmittelbarer Nihe mit
einem gewissen Fehler behaftet. Es treten auch sterische Effekte auf, die nicht berticksichtigt
werden kénnen. So hat L. P. Hammet die Korrelation nur zwischen mefa- und
para-substituierten Benzoesduren und Phenylacetaten hergestellt. Um  orzho-substituierte
Verbindungen zu beschreiben, haben T. Fujita und T. Nishioka ein erweitertes Modell
Vorgeschlagen.53

Weiters ist zu erwihnen, dass die von L. P. Hammet eingefiihrten 6-Werte sich auf
Losungen in Wasser beziechen und nicht jede Reaktion in wissrigem Medium stattfindet.
H. H. Jaffé  beschreibt l6sungsmittel- und substituentenabhingige Effekte wie
Wasserstoftbriickenbindungen bei OH- und NH,-Gruppen im wissrigen Medium, die

o-Hammet beeinflussen konnen.™

Diese erweiterte o-Hammet-Gleichung ldsst sich nicht nur auf organische
Reaktionen anwenden sondern auch auf biochemische und biologische, die zum groB3ten Teil
im wissrigen Medium ablaufen. Somit kénnen die o-Werte, die fiir wissrige Losungen
bestimmt wurden, verwendet werden. Doch ruft die Tatsache, dass Wasser als Losungsmittel
verwendet wird, ein neues Problem hervor. Die organischen Substrate sind meist nur
schlecht in Wasser 16slich und somit ist es notwendig, einen weiterern Faktor in die
Gleichung miteinzubeziechen. Dieser l6slichkeitsbeschreibende Term wird mit log P
abgekiirzt und setzt sich aus der Loslichkeit von Oktanol und der Loslichkeit der Substanz X
in Wasser zusammen. R. F. Rekker ez 2/ zihlen als Pioniere bei der Berechnung von log p>

Anhand dieser Gesichtspunkte wurde die Hammet-Gleichung zur Berechnung der
enzymatischen Umsetzung herangezogen, um weitere Substrate mit hoher Aktivitit zu
finden. Diese sind im Weiteren synthetisiert und mit dem Enzym umgesetzt worden. Da
dabei ein Zusammenhang zwischen Substituenten und Aktivitit von Interesse ist, wird von

allen Substanzen die Aktivitit berechnet und verglichen.
2.3 Aktivitatsmessung

Die Aktivitit des Enzyms wird tber eine photometrische Methode bestimmt. Es
wird die Konzentrationsinderung des NADHs in Abhingigkeit von der Zeit ermittelt. Da
NADH bei einer Wellenlinge von 340 nm eine hohe Eigenabsorption aufweist und NAD"
bei dieser Wellenlinge keine Absorption besitzt, ist diese Methode fiir NADH-abhingige

Reaktionen von Nutzen. Der Unterschied der Absorptionsbanden ist auf die Tatsache
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zuriickzufiihren, dass der Pyrimidinring in NAD" aromatischen Charakter aufweist, welcher
in NADH nicht vorhanden ist. Zur Bestimmung der Anderung der Konzentration wird das
Lambert-Beer sche Gesetzt herangezogen:

E=e*c*d [3]

E ist hierbei die Extinktion, die direkt proportional zur Schichtdicke d und der
Konzentration der Losung c ist. e stellt den Extinktionskoeffizienten dar, der ein substanz-
und wellenlingenabhingiger Faktor ist.

Die katalytische Aktivitit eines Enzyms wird mit £, [s'] abgekiirzt und beschreibt
die Substratumsitze eines Enzyms pro Sekunde. Dabei wird £, aus folgender Gleichung
dargestellt:

b= Vool [E] 4

I/, 1st die maximale Reaktionsgeschwindigkeit und [E] die molare Konzentration
des Enzyms. Die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration
und der Affinitit des Enzyms zum Substrat wird durch die Michaelis-Menten Gleichung
beschrieben:

1=k, [ENAL/ (K, + [A] 5]

Hierbei ist 1”7 die Reaktionsgeschwindigkeit, 4, die katalytische Aktivitit eines

Enzyms, [E] die molare Konzentration des Enzyms, [A] die Substratkonzentration und K,
die enzymabhingige Michaelis-Menten-Konstante. Die Michaelis-Menten-Konstante gibt die
Substratkonzentration an, bei der die halb-maximale Umsatzgeschwindigkeit erreicht wird.

Die katalytische Effizienz beschreibt nun die Substratspezifitit eines Enzyms und wird als

k../K [mol" s'] bezeichnet.
2.4 NMR

Die NMR-Spektroskopie ist ein nttzliches Werkzeug in der Organischen Chemie
und hat eine Vielzahl von Anwendungsgebieten. Eine der Hauptaufgaben besteht darin, die
Strukturen der synthetisierten Verbindungen aufzukliren und zu bestimmen. Im Rahmen
dieser Arbeit werden anhand der erhaltenen chemischen Shifts der einzelnen Atome, im
speziellen der Protonen, auf die Polarisierung der Verbindungen geschlossen. Somit kénnen
Vergleiche beztglich Reaktivitit und Aktivitit der Substrate mit dem Enzym getitigt werden.
Weitere  Anwendungsgebiete der NMR-Spektroskopie in  dieser  Arbeit sind

Reaktionsverfolgung und Substrat-Enzym-Bindungs-Studien.
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2.4.1 Warum D,O und CDCl;

In dieser Arbeit wird von allen Zielsubstanzen ein Spektrensatz bestehend aus 'H,
PC, COSY, HSQC und HMBC in CDCI,, als auch in D,O aufgenommen. Auf Grund der
organischen Natur der Substrate weisen diese eine schlechte Loslichkeit in D,O auf. Zur
einfacheren Identifizierung und Bestimmung der Struktur wird der jeweils erste Spektrensatz
in CDCI; gemessen. Dies fithrt zu einem leichteren Abgleich mit den in der Literatur
befindlichen Daten. Der Nachteil dieses Losungsmittels besteht darin, dass die Umsetzung
der Substrate mit dem Enzym in wissriger gepufferter Losung stattfindet und sich mit dem
Losungsmittel auch die spektralen Daten der Verbindungen dndern. Um die Spektren der
Umsetzung mit denen der Strukturbestimmung und Identifizierung vergleichen zu kénnen,

mussten die Losungsmittelbedingungen nahezu ident gewahlt werden. Aus diesem Grund

wurden die Spektren auch in D,O mit dem entsprechenden Zusatz von Puffer gemessen.

2.4.2 In situ NMR®®

Diese Arbeitstechnik der NMR-Spektroskopie wird in dieser Arbeit zur Reaktions-
und Produktkontrolle verwendet. Dabei wird die Reaktion im NMR-Réhrchen durchgefihrt
und mittels NMR-Spektrometers in regelmifligen Abstinden vermessen, was zu einer
kontinuierlichen Kontrolle der Reaktion fithrt. Eine weitere Méglichkeit, diese Methode zu
nutzen, ist die Reaktionskinetik zu untersuchen. Da jeweils lH—NMR—Spektren gemessen
werden, kénnen die Intensititen der Protonensignale miteinander verglichen werden. Diese
Vergleiche kénnen dann zur Geschwindigkeitsbestimmung und somit zur Untersuchung der
Kinetik der Reaktion benutzt werden.

Auch fir enzymatische Umsetzung ist diese Methode geeignet, wenn ein paar
Parameter berticksichtigt werden. Die meisten biologischen Umsetzungen laufen im
wissrigen Medium ab, was fiir die NMR-Spektroskopie einen gewissen Nachteil darstellt, da
Wasser ein sehr intensives Signal bei 4,70 ppm aufweist. Um dieses zu umgehen, wird die
Reaktion in D,O durchgefihrt und das restliche HDO-Signal mittels Presaturation
unterdriickt.” Dies fithrt jedoch zu Intensititsinderungen bei den dem Wassersignal nahen
Signalen. Weiterhin zeigen die Protonen des Enzyms selbst Signale, die jedoch durch niedrige
Enzymkonzentration relativ klein sind und durch eine kurze Spin-Spin Relaxationszeit eine
grofle Signalhalbwertsbreite aufweisen. Da die NMR-Spektroskopie keine invasive

Analysemethode ist, wird die Reaktionsmischung nicht beeinflusst. Aus diesem Grund
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konnen eventuell entstandene Zwischenprodukte erkannt werden, ohne die

Reaktionsmischung aufarbeiten zu miissen und dabei die Zwischenprodukte zu zerstéren.

2.4.3 Deuteriumeinbau durch Tautomerie

Die Struktur der in Kapitel 2.1 besprochenen Substrate werden in Abbildung 8
schematisch dargestellt. Wie in dieser Darstellung ersichtlich, besitzen alle Substrate eine
Keto-Funktion in der Acylgruppe. Nun ist die Tatsache bekannt, dass solch ein Keton zu
einem Enol tautomeriesiert. Dabei wird ein Proton aus der Methylgruppe abgegeben, es
bildet sich eine C=C Doppelbindung und das Sauerstoffatom nimmt ein Proton aus dem
Losungsmittel auf und bildet eine Hydroxy-Funktion. Beim Enol verlduft die Isomerisierung
genau in die entgegengesetzte Richtung; das Proton des Alkohols wird abgegeben und die
C=0-Bindung gebildet, die C=C Doppelbildung wird gebrochen und die Methylgruppe
nimmt ein Proton aus dem Loésungsmittel auf (Abbildung 9). Diese Aufnahme und Abgabe
von Protonen kann nun mittels 'H-NMR-Spektroskopie gemessen werden. Voraussetzung
dafiir ist ein deuteriertes Losungsmittel, dass ein D"-lon zur Verfiigung stellt und somit
cinen Austausch von Wasserstoff und Deuterium zuldsst. Durch den Vergleich von
mehreren hintereinander gemessenen 'H-NMR-Spektren kann nun dieser Austausch durch

Signalintensititsinderungen der Methylgruppe beobachtet werden.

O OH

CH; ~= CH,

Keton Enol
Abbildung 9: Keto-Enol-Tautomerie von Acetophenon [14]

2.4.4 STD-NMR

Diese Abkiirzung steht fiir Saturation-Transfer-Difference-NMR-Spektroskopie.
Diese Methode wird schon einige Jahre erfolgreich fiir Protein-Ligand-Bindungsstudien
verwendet. Dabei ist es von groem Interesse, ob und wie sich die Substrate an das
gewiinschte Protein annihern und in spiterer Folge binden. Speziell in der Entwicklung von

Medikamenten ist solch eine Information von grofler Bedeutung, da die Wirkung eines
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solchen mit seiner Bindung einhergeht.” Auch in der Biokatalyse findet die Methode
Anwendung, um die Bindung von Substraten und Produkten an Enzyme zu untersuchen.”

Die  Voraussetzungen und  Bedingungen fir die  Aufnahme  eines
STD-NMR-Spektrums werden im Folgenden kurz erliutert. In einem NMR-Rohrchen
werden Ligand und Protein in dem geeigneten deuterierten Losungsmittel (D,0) vermischt
und vermessen. Dabei ist die Proteinkonzentration in katalytischen Mal3stab zu wihlen.
Dann wird das Protein selektiv mit mehreren Vorsittigungspulsen tiber eine Gesamtzeit von
2-3 s gesittigt. Diese einzelnen Vorsittigungspulse haben eine Linge von 50 bis 80 ms und
somit nur eine Bandbreite von wenigen Hz. Die Einstrahlfrequenz der Pulse sollte mehrere
hundert Hz entfernt vom nichstliegenden Ligand-Signal sein, aber gleichzeitig nahe genug an
den Proteinsignalen, um diese anzuregen. Auf Grund der geringen Bandbreite der Pulse und
einer Finstrahlfrequenz bei -1 bis -2 ppm werden beispielsweise nur die Frequenzen der
Methylgruppen angeregt. Durch die Spin-Diffusion, die bei Molekiilen ab einer Gré3e von
10 kDa merklich auftritt, wird das gesamte Protein binnen weniger Millisekunden
magnetisiert. Wahrend der gesamten Sittigungszeit von 2-3 s binden und dissoziieren
mehrere Liganden an das Protein, die wihrend ihrer Bindungszeit tber
Dipol-Dipol-Wechselwirkung inkohirente Magnetisierung tibernehmen. Diese behalten sie
auch nach der Dissoziation in Losung, da sie selbst als kleine Molekile eine grof3e
Spin-Spin-Relaxationszeit besitzen. Die Gesamtmagnetisierung aller Molekile wird dann
durch einen 90° Puls in die Kohirenz Gberfithrt und detektiert. Die Experimente, bei denen
die Proteine auf diese Weise vorgesittigt werden, heilen On-Resonanz Spektren.

Um die vom Protein auf den Liganden iibertragene Magnetisierung zu bestimmen,
muss ein entsprechendes Spektrum ohne Sittigung aufgenommen werden. Hierbei werden
die Sittigungspulse bei einer Frequenz zwischen 20-40 ppm eingestrahlt, damit keine
Protein- oder  Substratfrequenz  angeregt wird. Diese Experimente werden
Off-Resonanz-Spektren genannt. Die Differenz der Off- und On-Resonanz Spektren ergibt
das STD-NMR-Spektrum. Darin kénnen nur die Signale der Protonen gefunden werden,
deren Intensitit durch den Magnetisierungsiibertrag vom Protein auf den Liganden verindert
wurde und die somit wihrend der Bindungszeit eine groBe rdumliche Nihe zur
Proteinoberfliche besitzen. Der Sittigungstransfer spiegelt sich in der Intensitit der Signale
wieder und ist abhingig von der Zeit der Interaktion des Substrates mit dem Protein und
vom Abstand zum Protein. Somit geben die Signale die gewtinschte Information tber die

Lage und Bindungsstellen der Liganden am Protein wieder.”
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Mit den in den STD-NMR-Spektren vorliegenden Signalen und deren Intensititen
konnen folglich Ruckschlisse auf die Bindung und die Lage eines Liganden in der

Proteintasche gezogen und dadurch wertvolle Information gewonnen werden.
25 1R

Mittels der IR-Spektroskopie werden Substanzen vermessen, wobei insbesondere die
Wellenzahlen der Carbonylbanden von Interesse sind. Diese sind eindeutig zu identifizieren
und geben Informationen tiber die C=0O Streckschwingungen direkt am Reaktionszentrum.
Somit kann ein Zusammenhang zwischen Lage der Schwingungsbande und der Reaktivitit
des Enzyms hergestellt werden. Fur die Messungen wird eine HTR-Einheit verwendet und

somit kénnen die Proben direkt ohne weitere Vorbehandlung aufgetragen werden.
2.6 Bestimmung der Absolutkonfiguration

Da sich bei der enzymatischen Reduktion von monosubstituierten Acetophenonen
ein Chiralititszentrum im Produkt bildet, ist dessen Absolutkonfiguration von Interesse. Um
sicher zu gehen, dass die Absolutkonfiguration, die bestimmt wurde, auch korrekt ist, wurden
drei unterschiedliche Bestimmungsmethoden ausgewihlt. Die drei Methoden werden im

Folgenden niher beschrieben.
2.6.1 Bestimmung mittels Mosherester®

Diese Methode basiert auf der NMR-Spektroskopie und setzt voraus, dass die chirale
Verbindung in zwei NMR-spektroskopisch unterscheidbare Diastereomere transferiert wird.
Dazu wird das chirale Produkt mit einem chiralen Reagenz bekannter Absolutkonfiguration
umgesetzt. In dieser Arbeit wird das Mosherchlorid zur Derivatisierung des entstandenen
Alkohols verwendet. Dabei wird sowohl ein Derivat mit dem (§)-Mosherchlorid, als auch
eines mit dem (R)-Mosherchlorid hergestellt.” Die Reaktion mit dem (§)-Chlorid fiihrt zum
(R)-Mosherester und das (R)-Chlorid zum entsprechenden (§)-Ester. Von den beiden
unterschiedlichen Mosherestern werden NMR-Spektren aufgenommen und miteinander
verglichen. Dabei korreliert das chirale Zentrum des Derivatisierungsreagenz mit dem des
Alkohols und fiihrt zu einer Shiftverinderung der NMR-Signale aus den Liganden, die an
dem asymmetrischen Kohlenstoff des Alkohols gebunden sind. Die Differenz der Shifts wird
nach empirischen Regeln als Parameter fir die Bestimmung der Absolutkonfiguration

herangezogen. Die unterschiedlichen Shifts resultieren aus den unterschiedlichen chemischen
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Umgebungen der Liganden. Dabei wird angenommen, dass die Konformation des Esters
folgendermal3en aussieht: Die Trifluormetylgruppe, das asymmetrische Kohlenstoffatom des
Mosheresters, der Carbonylkohlenstoff und der asymmetrische Kohlenstoff des Alkohols
liegen in einer Ebene. Somit liegt die Phenyl- und Methoxygruppe aullerhalb der Ebene und
thre Anordnung spiegelt die Absolutkonfiguration des Mosheresters wieder. Auch die
Liganden des asymmetrischen Kohlenstoffs des Alkohols liegen auflerhalb dieser Ebene,
wodurch ihre rdumliche Nihe zustande kommt. Dabei hat die Phenylgruppe eine
abschirmende Wirkung und verschiebt den Shift des ihr gegentberliegenden Liganden zu
einer niedrigeren Frequenz als wenn die Methoxygruppe an dieser Position ist. Wird das
andere Enantiomer des Mosheresters betrachtet, so haben die Methoxy- und Phenylgruppe
ihre Plitze getauscht und der andere Ligand des Alkohols erfihrt die Shifterniedrigung. Die
relativen Verinderungen der Shifts sind spezifisch fiir die Absolutkonfiguration des Alkohols
und konnen somit zur Bestimmung dieser herangezogen werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Shiftunterschiede der beiden Ester6!

2.6.2 Bestimmung mittels HPLC

Mit Hilfe der HPLC kénnen Substanzen voneinander getrennt werden, die
unterschiedliche chemische und physikalische Eigenschaften haben. Bei chiralen Substanzen
ist dies aufwendig, da die Probe in ein chirales Umfeld gebracht werden muss. Dies wird
erreicht, indem ein chirales Siulenmaterial verwendet wird. Dabei wird das chirale
Fillmaterial verwendet, an dem die Substanzen aufgetrennt werden. Wenn es sich bei der
Probe um eine enantiomerenreine Verbindung handelt, kann natirlich keine Auftrennung

erzielt werden.
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Die Chromatographie gibt keine Information iiber die Absolutkonfiguration,
sondern nur dartber, dass es sich um Enantiomere handelt. Um nun diese zu bestimmen,
wird eine Referenz benétigt, deren Retentionszeit mit denen der Enantiomere verglichen
wird. Liegen die Retentionszeiten der beiden Enantiomere jedoch zu nahe beieinander, so
kann kein Unterschied durch einen Vergleich der Retentionszeiten festgestellt werden. Trifft
diese Tatsache zu, wird eine Additionsmethode angewandt. In die Probe wird dabei eine
gewisse Menge an Referenz zugegeben. Dadurch wird einer der beiden jeweils iiberlagernden
Enantiomerenpeaks eine hohere Intensitit aufweisen und kann somit eindeutig der Referenz
zugeordnet werden. Besteht eine enantiomerenreine Probe und wird die Additionsmethode
angewandt, so kann ein neuer Peak aufscheinen, dieser Peak verkorpert dann die Referenz
und in der Probe befindet sich das andere Enantiomer. Diese Methode ist fiir eine schnelle
und einfache Bestimmung der Absolutkonfiguration geeignet, solange eine reine Referenz

zur Verfliigung steht und sich die Enantiomere mittels chiraler HPLC auftrennen lassen.

2.6.3 Drehwert

Bei der Bestimmung des Drehwertes wird die optische Aktivitit der chiralen
Substanzen ausgenutzt. In dieser Arbeit wurde schon einmal die Tatsache erwihnt, dass eine
Enantiomer linear polarisiertes Licht um die fir sie spezifische Rotation verindert. Liegt eine
enantiomere Substanz vor, so kann die Rotation mittels Polarimeter bestimmt werden. Der
erhaltene Wert wird mit Werten aus der Literatur verglichen und kann somit Aufschluss tiber
die Absolutkonfiguration geben. Voraussetzung fir diese Methode sind bereits vorhandene

Werte fur die spezifische Rotation des zu untersuchenden Enantiomers.
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3 Experimenteller Teil

'H- und "C-NMR-Spektren werden mit einem Bruker Avance DRX 400 und einem
Bruker Avance DRX 600-Spektrometer gemessen. Die "C-NMR-Spektren werden mit einer
J-modulierten Methode aufgenommen.”** Die chemischen Shifts (8) werden in ppm
angegeben. Die in CDCl, gemessenen Spektren werden fiir 'H auf 7,24 (CDCL,) und fiir °C
auf 77,0 (CDCL,) sowie die in D,O fiir 'H auf 3,34 (CH,OD) und fiir °C auf 49.50 (CH,0D)
referenziert. Die 2-dimensionalen Spektren werden nach den literaturbeschriebenen
Standard-Methoden aufgenommen.”

Die IR-Messungen werden auf einem Perkin Elmer FT-IR Spectrometer
Spektrum 2000 durchgefithrt, dabei wird jede Substanz drei mal vermessen und ein
Mittelwert gebildet.

Die Aktivititsmessungen werden auf einem Beckman DU-800-Spektrometer
durchgefiihrt und die NADH-Abnahme durch die enzymatische Oxidation des Coenzyms
bei 340 nm gemessen.

Der Drehwert wird mittels eines Perkin-Elmer Polarimeter 241 gemessen.

Die analytischen Diinnschichtchromatographien (DC) werden mittels Merck TLC
Silica Gel 60 F,;, Platten durchgefithrt und mit UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht. Als
Kieselgel zur Siulenchromatographie wird Silicagel 60 M (40-63 um) von der Firma
Macherey & Nagel verwendet.

Dichlormethan, Petrolether, Ether und Essigester werden zur Absolutierung
destilliert, Tetrahydrofuran wird mittels Destillation mit Natrium/Benzophenon getrocknet.

Alle anderen Reagenzien werden in kommerzieller Reinheit ohne weitere Reinigung

verwendet.
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3.1 Herstellung von para-Bromacetophenon [10]*°

@)

Br )k
Cl

[

[17]
3.1.1 Durchfiihrung

Es werden 1,3 eq. (3,4 g; 0,025 mol) AICL in 1,2 eq. (2,5 mlL; 0,024 mol)
Brombenzol [17] gegeben und auf 0-5 °C gekiihlt, dazu wird 1,0 eq. (1,8 mL; 0,024 mol)
Acetylchlorid unter Rihren langsam zugetropft und weitere 30 min nach Beendigung der
Zugabe gertihrt. Das Reaktionsgemisch wird danach auf 50 °C erwirmt und fiir zirka 5 h bei
dieser Temperatur gerithrt. Nach 42 h ohne Rihren der Mischung erstarrt diese zu einer
festen Masse, die wieder erwarmt und in Eiswasser gegossen wird. Die resultierende wissrige
Phase wird mit Dichlormethan mehrmals extrahiert und die vereinigten organischen Extrakte
mit Wasser, danach mit 20 mL 2 % NaOH und nochmals mit Wasser gewaschen. Danach
wird mittels MgSO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer im Vakuum
abdestilliert. Das resultierende Rohprodukt wird auf einer Sdule (Kieselgel) mit einem
Gemisch von Petrolether/Essigester 2:1 gereinigt. Der erhaltene Feststoff wird in

Petrolether umbkristallisiert. Ausbeute: 1,9 g (40 % der Theorie).
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3.1.2 Analytische Daten

3.1.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCI,

Nr. 'H [ppm] Mult. J [Hz] “C [ppm]
1 2,56 s 26,51
2 196,97
3 135,84
4 7,80* d 8,67 129,83*
5 7,58* d 8,67 131,89*
6 128,29
7 7,58% d 867  131,89*
8  7,80% d 867 12983
3.1.2.2 IR-Carbonylbande

v (C=0) strong

3.1.2.3 R-Wert

0,80 (Kieselgel, Petrolether/Essigester 2:1)

1670,9 cm’!
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D,O

Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] “C [ppm]

0 N N Ul AL

2,67 S
7,92 d
776 d
7,76% d
7,92% d

8,54
8,54

8,54
8,54

27,60
203,65
136,04

133,37*
131,59*

n.d.
131,59*
133,37*

* Konnen nicht unterschieden werden



3.2 Herstellung von ortho-[12] und

para-Hydroxyacetophenon [13]®

[11]
3.2.1 Durchfiihrung

In einem 250 mL Rundkolben werden 1 eq. (12,7 mL; 0,1 mol) Phenylacetat [11]
gegeben und mit 1 eq. (18 g; 0,1 mol) Aluminiumchlorid vermischt. Auf den Kolben wird ein
Kihler ohne Wasseranschluss (Luftkithler) und ein Trockenrohr aufgesetzt. Nachdem sich
die anfangs sehr heftige HCl-Entwicklung beruhigt hat, wird fiir eine Stunde bei 100 °C
gerithren. Danach werden zirka 100 g Eis und 15 mL aq. konz. HCI hinzu gegeben und noch
einmal fiir 10 min erhitzt, bis sich alles gelost hat. Danach wird auf Raumtemperatur gekithlt
und dreimal mit Ether ausgeschiittelt. Die etherischen Phasen werden vereinigt und mit
zweimal 50 mL 2 M NaCl gewaschen. Die wissrige alkalische Losung wird in einen 500 mL
Rundkolben transferiert und mit HCI angesduert. Dann wird mittels Wasserdampfdestillation
das ortho- und para-Produkt getrennt. Wenn die Kondensattropfen klar sind, ist die
Destillation beendet und das Destillat wird dreimal mit 25 mL Ether extrahiert, mit MgSO,
getrocknet und am  Rotationsverdampfer eingeengt. Das  verbleibende rohe
ortho-Hydroxyacetophenon [12] wird im Vakuum destilliert. Das para-Produkt kristalliert im
Destillationskolben. Die entstandenen Kiristalle werden in wenig heilen Ether gel6st und mit
Petrolether tberschichtet und in Ruhe erkalten lassen. Ausbeute:
ortho-Hydroxyacetophenon [12]: 3,3 g (24 % der Theorie), para-Hydroxyacetophenon [13]:
5.3 g (39 % der Theorie).
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3.2.2 Analytische Daten

3.2.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O

ortho-Hydroxyacetophenon [12] ortho-Hydroxyacetophenon [12]

Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] "C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm]
1 2,01 s 26,57 1 2,70 s 27,73
2 204,49 2 208,78
3 119,69 3 120,44
4 162,35 4 161,14
5 0,95 dd 1,07/8,57 118,88 5 7,02 d 856 118,94
6 7,45 m 136,41 6 7,62 pt 138,54
7 0,88 m 118,37 7 7,08 pt 121,30
8 7,71 dd 1,64/7,98 130,67 8 7,97 d 8,04 133,26
9 12,23 s 9 n.d.

para-Hydroxyacetophenon [13] para-Hydroxyacetophenon [13]

Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] “C [ppm] Nr. 'H[ppm] Mult. J[Hz] “C [ppm]
1 2,56 S 26,30 1 2,55 s 27,13
2 197,98 2 203,77
3 129,95 3 130,27
4 7,89* d 8,68 131,12% 4 7,87* d 8,82 132,92%
5 6,90%* d 8,68 115,45% 5 06,91* d 8,82 116,83*
6 160,83 6 162,97
7 6,90%* d 8,68 115,45% 7 06,91* d 8,82 116,83*
8 7,89%* d 8,68 131,12% 8 7,87* d 8,82 132,92*
9 6,87 S 9 n.d.

* Konnen nicht unterschieden werden

3.2.2.2 IR-Carbonylbande
ortho-Hydroxyacetophenon [12]:

v (C=0) strong 1637,5 cm
para-Hydroxyacetophenon [13]:
v (C=0) strong 1659,1 cm™
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3.3 Herstellung von ortho-Methoxyacetophenon [18]%®

OH —_—

[12]
3.3.1 Durchfiihrung

Es werden 1 eq. (0,2 g; 0,0015 mol) ortho-Hydroxyacetophenon [12], 8 eq. (0,8 mL;
0,0125 mol) Methyliodid und 5 eq. (1,0 g; 0,0075 mol) K,CO, in 150 mL Aceton gelést und
12 h refluxiert. Danach wird das Salz abfiltriert und das Losungsmittel mit dem
Rotationsverdampfer im Vakuum abdestilliert. Das Rohprodukt wird mit Dichlormethan auf

einer Saule (Kieselgel) gereinigt. Ausbeute: 0,22 g (98 % der Theorie).
3.3.2 Analytische Daten

3.3.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O
Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] "C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. J [Hz] "C [ppm]
1 2,52 S 31,80 1 2,64 s 21,60
2 199,93 2 209,62
3 128,06 3 139,00
4 159,27 4 132,71
5 0,98 d 7,34 120,56 5 7,77* d 836  127,38*
6 7,44 m 133,62 6 7,49% pt 130,68*
7 0,94 pt 111,56 7 7,36* m 133,27*
8 7,71 dd 1,63/7,62 130,36 8 7,36* m 133,63*
9 3,89 s 55,47 9 2,44 s 30,86

* Konnen nicht unterschieden werden

3.3.2.2 IR-Carbonylbande
v (C=0) strong 1680,4 cm™

3.3.2.3 Ri-Wert
0,69 (Kieselgel, Dichlormethan)
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3.4 Herstellung von para-Methoxyacetophenon [19]*

[13]

OH

3.4.1 Durchfihrung

Siehe Herstellung von ortho-Methoxyacetophenon [18]. Eingesetztes Edukt: (0,2 g;
0,0015 mol) ortho-Hydroxyacetophenon [12]. Ausbeute: 0,22 g (98 % der Theorie).

3.4.2 Analytische Daten

3.4.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O
Nr. 'H [ppm] Mult. J [Hz] "C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. J [Hz] "C [ppm]
1 2,50 s 26,21 1 2,63 S 27,31
2 196,66 2 203,99
3 130,25 3 131,04
4 7,89% d 8,90 130,48* 4 8,01* d 8,96 132,64*
5 6,88%* d 8,90 113,59% 5 7,09* d 8,96 115,45%
6 163,40 0 165,21
7 6,88%* d 8,90 113,59* 7 7,09% d 8,96 115,45%
8 7,89%* d 8,90 130,48* 8 8,01* d 8,96 132,64*
9 3,52 s 55,36 9 2,25 s 31,69

* Konnen nicht unterschieden werden

3.4.2.2 IR-Carbonylbande
v (C=0) strong 1666,6 cm

3.4.2.3 Ri-Wert
0,78 (Kieselgel, Dichlormethan)
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3.5 Herstellung von meta-Nitroacetophenon [20]*

o
—_— +
NH
[6] 2 2
+
+ /OH
BN
0—0"/® “on
HO\E)//O o
®
HO/ 2Na x 4H,0 S—
5@ [22]

3.5.1 Durchfiihrung

Es wird 1 eq. (1,35 g; 0,01 mol) meta-Aminoacetophenon [6] in 20 mlL. Essigsaure
gelost und langsam 1 h in eine Lésung von 5 eq. (83 g 0,05 mol)
Natruimperborat-Tetrahydrat in Essigsdure bei 50-60 °C zugetropft. Nach weiteren 2 h
Erwirmen wird die Losung gekihlt, filtriert und zirka 250 mL Eiswasser zugegeben. Die
entstandenen Produkte werden mit einer Siule (Kieselgel) mit Petrolether/Ether 2:1 als
Laufmittel getrennt. Ausbeute: meta-Nitroacetophenon [20]: 0,5 g (34 % der Theorie)
meta-Nitrosoacetophenon [21] reagiert zu einem Dimer weiter Dimer [22]: Ausbeute: 0,6 g

(21 % der Theorie).
3.5.2 Analytische Daten

Von meta-Nitrosoacetophenon [21] konnen keine keine Spektren aufgenommen
werden, da es nicht stabil ist.
Vom Dimer [22] werden keine 2D-NMR-Spektren aufgenommen, da es sich um ein

im Rahmen des Problems unwichtiges Nebenprodukt handelt.
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3.5.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O

meta-Nitroacetophenon [20] meta-Nitroacetophenon [20]

Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "“C [ppm]
1 2,65 s 26,62 1 2,77 s 27,35
2 195,59 2 202,13
3 138,18 3 n.d.
4 8,71 pt 123,09 4 8,83 S 135,57*
5 148,32 5 n.d.
6 8,37 m 127,29 6 8,53* d 876  131,16*
7 7,65 pt 129,85 7 7,82 pt 128,94*
8 8,24 d 7,69 133,71 8 8,41* d 7,76 12421*

* Konnen nicht unterschieden werden

3.5.2.2 IR-Carbonylbande

meta-Nitroacetophenon [20]:

v (C=0) strong 1689,9 cm’'

3.5.2.3 Ri-Wert
meta-Nitroacetophenon [20]:
0,58 (Kieselgel, Petrolether/Ether 2:1)
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3.6 Herstellung von para-Nitroacetophenon [23]*

(0] 0O
5 3
H,N O,N
2
[71  — s [23] L

3.6.1 Durchfiihrung

In einem Dreihalskolben mit einem Tropftrichter und Ruckflusskiihler werden 4 eq.
(5,1 g; 0,03 mol) meta-Chlorperbenzoesiure in Chloroform gelost und zum Sieden erhitzt. Zu
dieser Losung wird eine Losung aus 1 eq. (1 g; 0,0074 mol) meta-Aminoacetophenon [6] in
20 mL Chloroform getropft. Nach Beenden des Zutropfens wird 2 h Rickfluss erhitzt.
Danach wird die Mischung auf Raumtemperatur gebracht, filtriert und mit
1 N Natriumhydroxid-Lésung ausgeschiittelt. Mit Magnesiumsulfat wird getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer im Vakuum abdestilliert. Das erhaltene Rohprodukt
wird mittels Sdule (Kieselgel) mit Dichlormethan als Laufmittel gereinigt. Ausbeute: 0,68 g
(56 % der Theorie).

3.6.2 Analytische Daten

3.6.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O
Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] “C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm]
1 2,66 s 26,97 1 2,77 S n.d.
2 196,46 2 n.d.
3 141,51 3 n.d.
4 830 d 888 12387+ 4 840 d 890  129,95*
5 809% d 88  12930% 5 8226 d 890  12423*
6 150,54 6 n.d.
7 809% d 888  12930% 7 822¢ d 890  12423*
8 830f d 888  12387* 8 840* d 890  129,95%

* Konnen nicht unterschieden werden

3.6.2.2 IR-Carbonylbande

v (C=0) strong 1692,0 cm
3.6.2.3 R-Wert

0,64 (Kieselgel, Dichlormethan)
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3.7 Herstellung von ortho-Nitroacetophenon [24]*

O

Cl

NH, = .

(5]

3.7.1 Durchfihrung

Siehe Herstellung von para-Nitroacetophenon [23]. Eingesetztes Edukt (1 g;

0,0074 mol) ortho-Aminoacetophenon [5]. Ausbeute: 0.42 g (43 % der Theorie).
3.7.2 Analytische Daten

3.7.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O
Nr. 'H [ppm] Mult. J [Hz] "C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] "C [ppm]
1 2,54 s 30,12 1 2,67 s 31,11
2 199,73 2 207,09
3 138,02 3 137,41
4 140,11 4 146,45
5 8,07 d 816 124,35 5 8,21 dd 0,86/8,26 126,02
6 7,58 pt 130,60 6 7,76 dpt 133,00
7 7,67 pt 134,18 7 7,88 dpt 136,38
8 7,41 d 7,67 127,32 8 7,65 dd  1,32/7,60 128,87

3.7.2.2 |IR-Carbonylbande
v (C=0) strong 1702,5 cm™

3.7.2.3 Ri-Wert
0,76 (Kieselgel, Dichlormethan)
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3.8 Herstellung von meta-lodacetophenon [25]*
o o !

Kl

NH, [6]

3.8.1 Durchfiihrung

In einem Kolben werden 1 eq. (2 g; 0,015 mol) meta-Aminoacetophenon [6] gegeben
und mit 20 mL einer 3 N Salzsiure solange gerthrt und erhitzt, bis sich das
meta-Aminoacetophenon [6] vollstindig geldst hat. Danach wird 1 eq. (1 g; 0,015 mol)
Natriumnitrit in Wasser gelost und zugegeben. Als nachster Schritt wird 1,2 eq. (2,8 g;
0,017 mol) Kaliumiodid in 15 ml. Wasser gelst, zu der zuvor erzeugten Losung getropft
und auf 80-90 °C erwirmt. Nach Ende der Gasentwicklung (N,) wird noch 30 min gerthrt.
Danach wird die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur gebracht und mit einer
Bisulfit-Losung das entstandene Iod zerstort. Die Losung wird mittels 3 N NaOH-Losung
alkalisch gemacht und das Produkt mittels Wasserdampfdestillation isoliert. Das erhaltene
Rohprodukt wird mittels Ether aus dem Destillat extrahiert, getrocknet und mit dem
Rotationsverdampfer mit Vakuum das Losungsmittel abdestilliert. Ausbeute: 2.3 g (63 % der

Theorie).
3.8.2 Analytische Daten

3.8.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O
Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "“C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm]
1 2,55 s 26,49 1 2,65 s 27,88
2 196,50 2 203,62
3 138,77 3 139,49
4 8,25 pt 137,26 4 8,38 pt 130,54*
5 94,38 5 n.d.
6 7,87 m 141,80 6 7,87 d 787  130,86*
7 7,18 pt 130,25 7 7,34 pt 136,89*
8 7,86 m 127,38 8 8,01 d 7,83  141,62*

* Konnen nicht unterschieden werden

3.8.2.2 IR-Carbonylbande

v (C=0) strong 1682,4 cm™
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3.9 Herstellung von ortho-lodbenzoesaure [26]*

o OH 0 OH

Kl

NH, — » |

[15] [26]
3.9.1 Durchfiihrung

In einem 100 mL Dreihalskolben mit Thermometer, Tropftrichter, Rihrkern und
Riickflusskiihler werden 1 eq. (4,6 g; 0,034 mol) ortho-Aminobenzoesiure [15] in 50 mL einer
3 N Salzsiure solange bei zirka 60 °C gertihrt bis eine klare Losung entsteht. Danach wird
mittels Eis/Wasser auf 0-5 °C gekiihlt. Dabei fillt die Anthranilsdure [15] als Hydrochlorid
aus (weiller Niederschlag). Unter Rithren wird 1 eq. (2,3 g; 0,034 mol) Natriumnitrit, welches
in 15 mL Wasser gelost wird, zugetropft. Sobald sich das Hydrochlorid gelost hat, wird 1 eq.
(5,5 g; 0,034 mol) Kaliumiodid in 15 mL Wasser gelost und zugetropft. Dann wird unter
Gasentwicklung auf 80-90 °C erhitzt. Nach Ende der Gasentwicklung (N,) wird die
Reaktionsmischung auf Raumtemperatur gebracht und mit einer Bisulfit-Losung das
entstandene lod zerstort. Das braune Rohprodukt wird abgesaugt und mehrmals mit
Eiswasser gewaschen. Um Verunreinigungen zu entfernen, wird der Feststoff in einem
100 mL. Rundkolben uberfihrt, mit Ethanol versetzt und mit Aktivkohle am Rickfluss
erhitzt. Nach 10 min wird hei} abfiltriert und nochmals zum Sieden gebracht. In die
alkoholische Losung werden 5 ml Wasser zugegeben und das Produkt beginnt zu

kristallisieren. Danach wird es abgesaugt und getrocknet. Ausbeute: 5,7 g (68 % der Theorie).
3.9.2 Analytische Daten

Es sind keine analytischen Daten vorhanden, da es sich um ein Zwischenprodukt
handelt, das  direkt  weiter = umgesetzt  wird,  siche  Herstellung  des

ortho-lodbenzoesaurechlorids [27].
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3.10 Herstellung von meta-Bromacetophenon [28]*

3.10.1 Durchfihrung

In einem Kolben werden 1 eq. (2 g; 0,015 mol) meta-Aminoacetophenon [6] gegeben
und mit 10 mL einer 3 N Schwefelsiure solange gertihrt und erhitzt, bis sich die
meta-Aminoacetophenon [6] vollstindig gelost hat. Diese Losung wird langsam in eine noch
warme Losung eingebracht, die folgendermallen hergestellt wird: 2,5 g Kupfersulfat, 3,6 g
Kaliumbromid, 2 mI. Schwefelsdure und Cu-Spine werden in 20 mL. Wasser am Ruckfluss
erhitzt und die festen Riickstinde abfiltriert. Danach wird 1 eq. (1 g; 0,015 mol) Natriumnitrit
in Wasser gelost und langsam zugetropft. Es wird solange gertihrt bis sich die
Gasentwicklung einstellt und weitere 30 min vergangen sind. Danach wird das Gemisch im

Wasserdampf destilliert, die organische Phase mit Dichlormethan ausgeschiittelt und

NH,

(6]

(28]

vorsichtig das Losungsmittel mit dem Rotationsverdampfer mit Vakuum abdestilliert.

Ausbeute: 1,6 g (52 % der Theorie).

3.10.2 Analytische Daten
3.10.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl,

Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] "“C [ppm]
1 2,52 s 26,43
2 196,37
3 138,63
4 8,00 pt 131,15
5 122,78
6 7,61 dd 1,83/8,07 135,76
7 727 pt 130,05
8 7,80 d 7,84 126,70

3.10.2.2 IR-Carbonylbande

v (C=0) strong 1683,1 cm

40

D,O
Nr. 'H [ppm] Mult. J [Hz] “C [ppm]
2,68 s 27.72
203,37
139,51
820  pt 128 78*
n.d.
787 d 820 131,98+
7,50 pt 132,70%*

0 1 &N Ul WD -

799 d 821  138,04*

* Konnen nicht unterschieden werden



3.11 Herstellung von ortho-Bromacetophenon [29]*

NHZ —_—

[5]

3.11.1 Durchfihrung

Siche Herstellung von mefa-Bromacetophenon [28]. Eingesetztes Edukt (1 g;

0,008 mol) ortho-Aminoacetophenon [5]. Ausbeute: 0,1 g (7 % der Theorie).
3.11.2 Analytische Daten

3.11.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O

Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] “C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] “C [ppm]
1 261 s 30,29 1 271 s 31,22
2 201,32 2 208,10
3 141,49 3 141 46
4 118,89 4 119,35
5 7,59 d 8,69 133,82 5 7,78 d 792 13538
6 727  dpt 131,75 6 748  pt 134,16
7 735  pt 127 42 7 750  pt 129,22
8 744 dd 1,89/756 128,88 8 7,68 d 752 130,58

3.11.2.2 IR-Carbonylbande
v (C=0) strong 1695,0 cm’!
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3.12 Herstellung von ortho-Brombenzoesaure [30]*

O OH @) OH

KBr
NH, S, Br

[15] [30]
3.12.1 Durchfihrung

In einem Kolben werden 1 eq. (2 g; 0,015 mol) or#ho-Aminobenzoesiure [15] gegeben
und mit 20 mL einer 3 N Salzsiure solange gerthrt und erhitzt, bis sich die
ortho-Aminobenzoesdure [15] vollstindig gelost hat. Danach wird die Reaktionslésung mittels
Eis/Wasser gekihlt und das Hydrochlorid der Anthranilsiure [15] fillt als weil3er
Niederschlag aus. Mit 1 eq. (1 g; 0,015 mol) Natriumnitrit in Wasser gelost wird der
Niederschlag bei Kiihlung wieder gelost. Diese Losung wird langsam in eine noch warme
Losung eingebracht, die folgendermallen hergestellt wird: 2,5 ¢ Kupfersulfat, 3,6 g
Kaliumbromid, 2 ml. Schwefelsiure und Kupfer-Spine werden in 20 mL Wasser am
Rickfluss erhitzt und die festen Riickstinde abfiltriert. Das Gemisch wird solange am
Rickfluss erhitzt, bis sich die Gasentwicklung einstellt und weitere 30 min vergangen sind.
Die ausgefallene braune Masse wird abgesaugt und mit viel Wasser gewaschen, in Ethanol
aufgenommen und unter Rickfluss mit Aktivkohle fir zirka 20 min erhitzt und abfiltriert.
Die Loésung wird mit wenig Wasser versetzt und es bilden sich Kristalle die abgesaugt

werden. Ausbeute: 0,33 g (11 % der Theorie).

3.12.2 Analytische Daten

Es sind keine analytischen Daten vorhanden, da es sich um ein Zwischenprodukt
handelt, das  direkt  weiter = umgesetzt  wird.  Siche = Herstellung  des

ortho-Brombenzoesriurechlorids [31].

42



3.13 Herstellung des ortho-lodbenzoeséaurechlorids [27]*

CI/ \CI

[26] [27]
3.13.1 Durchfiihrung

Es wird 1 eq. (0,247g; 0,001 mol) ortho-lodbenzoesiure [26] in 5 mL Ether gel6st und
mit 13 eq. (1 mL; 0,013 mol) Thionylchlorid fiir zirka 2 Stunden am Riickfluss erhitzt. Der
Ether und die Thionylchlorid-Reste werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum

abdestilliert. Die Ausbeute wird nicht bestimmt, da das Produkt sofort weiterverwendet wird.
3.13.2 Analytische Daten

Es sind keine analytischen Daten vorhanden, da es sich um ein Zwischenprodukt
handelt, das direkt weiter umgesetzt wird. Siche Herstellung von or#ho-lodacetophenon [32]

aus ortho-lodbenzoesiurechlorid [27].
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3.14 Herstellung des ortho-Brombenzoesaurechlorids [31]*

0
o) OH || o) Cl
S
a0 ¢l
Br _ Br
[30] [31]

3.14.1 Durchfihrung

Siehe Herstellung des ortho-lodbenzoesiurechlorids [27]. Eingesetztes Edukt (0,2 g;
0,001 mol) ortho-Brombenzoesiure [30]. Die Ausbeute wird nicht bestimmt, da das Produkt

sofort weiterverwendet wird.

3.14.2 Analytische Daten

Es sind keine analytischen Daten vorhanden, da es sich um ein Zwischenprodukt
handelt, das direkt weiter umgesetzt wird. Siche Herstellung von or#ho-Bromacetophenon [29]

aus ortho-Brombenzoesiurechlorids [31].
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3.15 Herstellung des Methylgrignard-Reagenzes [16]*

3.15.1 Darstellung

In einen Dreihalskolben mit Riickflusskithler, Calciumchloridrohr und Tropftrichter
werden 1 eq. (2,4 g; 0,1 mol) Magnesiumspane mit 10 mL absolutem Ether tibergossen und
mit 1/20 von 1 eq. (14,1 g; 0,1 mol) Methyliodid versetzt. Um die Reaktion zu starten, wird
die Losung kurz mit dem HeiBluftfén erwirmt. Der Start der Reaktion macht sich durch eine
Trubung und Erwirmung der Losung bemerkbar. Sobald die Reaktion lauft, wird das
restliche Methyliodid in absolutem Ether gelost zur Reaktionsmischung getropft und fiir 2 h
bei mehrmaligen kurzen Erhitzen gerithren. Die Magnesiumspine lagern sich am Boden des
ReaktionsgefiBes ab. Im Uberstand befindet sich das Produkt und kann mit einer Spritze
abgesaugt werden. Das erhaltene Methylgrignard-Reagenz [16] ist an der Luft instabil und
wird ohne weitere Aufarbeitung sofort verarbeitet. Die Ausbeute wird nicht bestimmt, da das

Produkt sofort weiterverwendet wird.

3.15.2 Analytische Daten

Es werden keine analytischen Daten bestimmt, da es sich um ein Zwischenprodukt
handelt, das direkt weiter umgesetzt wird. Siehe Herstellung von or#ho-Iodacetophenon [32]
aus ortho-lodbenzoesdurechlorids [27], Herstellung von ortho-Bromacetophenon [29] durch
aus  ortho-Brombenzoesiurechlorids [31]  und ~ Versuch  zur  Herstellung  von

ortho-Acetaminoacetophenon [33] aus ortho-Acetaminobenzoesiure [34].
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3.16 Herstellung von ortho-lodacetophenon [32] aus

ortho-lodbenzoesaurechlorids [27]46

[27]

3.16.1 Durchfihrung

Eine Losung von 1,3 eq. (0,124 g; 0,001 mol) MeMgl und absolutem Ether wird
unter Argon und Rihren in eine auf -78 °C gekihlte Losung von 1 eq. (0,21 g; 0,8 mmol)
ortho-Iodbenzoesdaurechlorid ~ [27]  und 0,03  eq. (0,0085 g5 0,024 mmol)
Eisen(Ill)-acetylacetonat getropft. Es tritt eine sofortige Farbverinderung ein von
rot/orange auf braun/grin. Nach 15 min Ruhren wird mit gesittigter NH,Cl-Losung
gequentscht, auf Raumtemperatur gebracht und mit Ether mehrmals ausgeschiittelt. Das
Losungsmittel der vereinigten organischen Extrakte wird am Rotationsverdampfer im
Vakuum abdestilliert und mittels Sdule (Kieselgel) mit einem Laufmitte]l von

Dichlormethan/Essigester 3:2 gereinigt. Ausbeute: 0,12 g (61 % der Theotie).

3.16.2 Analytische Daten

3.16.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O
Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] “C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. J [Hz] "C [ppm]
1 2,52 s 29,47 1 2,70 s 30,72
2 201,77 2 216,77
3 144,07 3 151,59
4 90,93 4 n.d.
5 7,92 dd 1,00/7,90 140,87 5 8,08* d 796  14231*
6 7,10 dt 131,79 6 7,29% pt 134,07*
7 7,38 dt 128,05 7 7,56% pt 129,85%
8 7,43 dd  1,79/7,73 128,29 8 7,68* d 7,68 130,14*

* Konnen nicht unterschieden werden

3.16.2.2 IR-Carbonylbande

v (C=0) strong 1686,2 cm™

3.16.2.3 Ri-Wert

0,89 (Kieselgel; Dichlormethan/Essigester 3:2)
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3.17 Herstellung von ortho-Bromacetophenon [29] aus

ortho-Brombenzoesaurechlorid [31]46

O Cl
—Mg—1
Br e
[31]
3.17.1 Durchfihrung
Siehe Herstellung von ortho-lodacetophenon [32] aus

ortho-lodbenzoesdurechlorid [27].  Eingesetztes ~ Edukt (0,17 ¢ 0,8  mmol)
ortho-Brombenzoesaurechlorid [31]. Ausbeute: 0,06 g (38 % der Theorie).

3.17.2 Analytische Daten

3.17.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O

Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] "C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm]
1 2,61 s 30,29 1 2,71 s 31,22
2 201,32 2 208,10
3 141,49 3 141,46
4 118,89 4 119,35
5 7,59 d 8,69 133,82 5 7,78 d 7,92 135,38
6 727  dpt 131,75 6 748 pt 134,16
7 735 pt 127,42 7 7,50 pt 129,22
8 744 dd 1,89/756 128,88 8 768 d 752 130,58

3.17.2.2 IR-Carbonylbande

v (C=0) strong 1695,0 cm’!
3.17.2.3 Ri-Wert

0,86 (Kieselgel; Dichlormethan/Essigester 3:2)
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3.18 Herstellung von ortho-Cyanoacetophenon [35]*

[5]

3.18.1 Durchfihrung

Es werden 2 eq. (5 g; 0,02 mol) Kupfersulfat in Wasser gelost und erwirmt. Zu
dieser Losung wird 8 eq. (5,5 g; 0.08 mol) Kaliumcyanid gegeben. Da beim Ldsen von
Kaliumcyanid HCN-Gas entsteht, wird in einer geschlossenen Apparatur gearbeitet, die
einen Auslass hat, der in den Abzugschacht mundet. Das entstandene Gas stellt somit keine
weiteren Probleme dar. Zu dieser Losung wird mittels Tropftrichter eine
Diazoacetophenonlésung unter heftigem Ruhren zugetropft. Die Diazoverbindung wird wie
folgt dargestellt: 1 eq. (1 g; 0,0074 mol) ortho-Aminoacetophenon [5] wird in Wasser und
Schwefelsdure gelost und dann eine Losung aus 1,2 eq. (0,8 g; 0,012 mol) Natriumnitrit in
Wasser zugetropft. Beim Zutropfen entweicht N,. Nach dem Beenden des Zutropfens der
Diazoverbindung in die vorgelegte Losung wird noch 2 h gerithrt. Das Reaktionsprodukt ist
in Wasser fast unloslich und fallt als zihe Masse an der Gefilwand aus. Mittels Filter wird
die Masse von der Reaktionslosung getrennt, in Alkohol aufgenommen und mit Aktivkohle
am Rickfluss erhitzt. Nach dem Abfiltrieren der Aktivkohle wird die Lésung nochmals zum
Sieden gebracht und der Alkohol eingeengt. Zu dieser Losung wird Wasser getropft bis das
Produkt ausfillt. Das Produkt ist nach diesem Reinigungsschritt immer noch mit dem
Ausgangsprodukt  verunreinigt, welches aber mit einer Sdule (Kieselgel) mit

Petrolether/Ether 1:1 als Laufmittel entfernt wird. Ausbeute: 0,21 g (20 % der Theotie).
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3.18.2 Analytische Daten

3.18.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O
Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] “C [ppm]
1 2,67 s 27,80 1 273 s 28,43
2 196,07 2 202,11
3 139,81 3 140,27
4 110,98 4 110,51
5 7,80 d 787 13523 5 7095 d 732 137,09
6 763  pt 132,58%* 6 787F  pt 134,95
7769  pt 132,44% 7 780  pt 137,77
8 7,92 d 721 129,84 8 818 d 796 13249
9 118,05 9 120,78

* Konnen nicht unterschieden werden

3.18.2.2 IR-Carbonylbande
v (C=0) strong 1686,5 cm

3.18.2.3 Ri-Wert
0,37 (Kieselgel; Petrolether/Ether 1:1)
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3.19 Herstellung von meta-Cyanoacetophenon [36]**

NH,

6]
3.19.1 Durchfihrung

Siehe Herstellung von ortho-Cyanoacetophenon [35]. Eingesetztes Edukt (1 g;
0,0074 mol) ortho-Aminoacetophenon [5]. Ausbeute: 0,35 g (24 % der Theorie).

3.19.2 Analytische Daten

3.19.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,0
Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] “C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] “C [ppm]
1 262 s 26,54 1 272 s nd.
2 195,91 2 202,81
3 137,77 3 137,87
4 821 s 132,18* 4 841 s 131,78*
5 113,26 5 112,72
6 783 d 771 13599 6 805 d 778 13395
7760  pt 129,67 7775 pt 134,46*
8 816 d 835 132,03* 8 830 d 727 13841*
9 117,89 9 120,40

* Konnen nicht unterschieden werden

3.19.2.2 IR-Carbonylbande
v (C=0) strong 1686,8 cm™

3.19.2.3 Ri-Wert
0,59 (Kieselgel; Petrolether/Ether 1:1)
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3.20 Herstellung von meta-Thioaminoacetophenon [37]*

O

Lawesson's Reagenz

e NN,

3.20.1 Durchfihrung
Es wird 1 eq. 0,065 g (0,5 mmol) meta-Cyanoacetophenon [36] in 75 mL abs. Toluol
und 10 mL abs. Ether gelost. Zu dieser Losung werden 12 eq. (0,75 mL; 0,006 mol) BF; in
Ether gelost gegeben. Dabei firbt sich die Losung kaminrot. Danach wird 1,4 eq. (0,3 g;
0,7 mmol) Lawesson's Reagenz hinzugegeben und bei 40 °C fiir 12 h gerithrt. Dabei firbt
sich die Losung purpur, das Losungsmittel wird eingeengt. Die resultierende gelbliche Masse

wird mittels Sdule (Kieselgel) mit Toluol/Ether 2:1 als Laufmittel gereinigt. Ausbeute: 16 mg
(17 % der Theorie).

3.20.2 Analytische Daten

3.20.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDClI, D,O
Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] 130 [ppm] Wurde nicht vermessen!
1 2,63 s 26,23
2 197,39
3 137,2
4 8,39 pt 125,84
5 139,29
6 8,12 d 7,63 131,82
7 7,51 pt 128,94
8 8,06 d 7,65 131,45
9 n.d.

10a 7,68 S
10b 7,32 s

3.20.2.2 IR-Carbonylbande

v (C=0) strong 1676,6 cm
3.20.2.3 Ri-Wert

0,50 (Kieselgel; Toluol/Ether 2:1)
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3.21 Herstellung von ortho-Acetoxyacetophenon [38]*

O (e}
@) )J\)ko 1
(@)
OH —_—

[12]

3.21.1 Durchfihrung
In einem Rundkolben mit Kihler wird 1 eq. (0,2 g 0,0015 mol)
ortho-Hydroxyacetophenon [12] und 2,6 eq. (0,4 g; 0.004 mol) Essigsaureanhydrid in Pyridin
gelost. Nach 30 min Riickfluss erhitzen wird auf Raumtemperatur gekiihlt und in Eis/Wasser
geschiittet. Da das Produkt nicht ausfillt, wird mit HCI angesduert. Falls sich immer noch
kein Feststoff bildet, wird mittels Dichlormethan ausgeschiittelt und das Losungsmittel der

organischen Extrakte mit dem Rotationsverdampfer mit Vakuum abdestilliert. Es bilden sich

gelb/orange Kiristalle. Ausbeute: 0,25 g (94 % der Theorie).
3.21.2 Analytische Daten

3.21.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O
Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm] Nr. 'H[ppm] Mult. J[Hz "“C [ppm]
1 254 s 2933 1 263 s 30,04
2 197,53 2 204,37
3 130,72 3 131,27
4 149,05 4 149 45
5 710 d 793 12383 5 725%  dd 1,02/814  125,03*
6 751  pt 133,42 6 7,70 dpt 128,40%
7729 pt 126,03 7 748%  dpt 132,43*
8 7,79 d 786 130,28 8 799 dd 1,55/7,79 136,14*
9 166,47 9 174,65
10 233 s 21,14 10 238 s 21,84

* Konnen nicht unterschieden werden

3.21.2.2 IR-Carbonylbande
v (C=0) strong 1682,6 cm™
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3.22 Herstellung von para-Acetoxyacetophenon [39]*

A =

[13] [39]

3.22.1 Durchfihrung

In einem Rundkolben mit Kiuhler wird 1 eq. (0,5 g 0,0038 mol)
para-Hydroxyacetophenon [13] und 2,5 eq (0,94 g; 0,0092 mol) Essigsaureanhydrid in Pyridin
gelost. Nach 30 min Erhitzen am Riickfluss wird auf Raumtemperatur gekiihlt und in
Eis/Wasser geschiittet. Das Produkt fillt als weiler Feststoff aus, der abgesaugt wird.

Ausbeute: 0,62 g (92 % der Theorie).
3.22.2 Analytische Daten

3.22.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O
Nr. 'H [ppm] Mult. J [Hz] "C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm]
1 2,57 s 26,56 1 2,69 s 27,69
2 196,81 2 204,04
3 134,75 3 136,04
4 7,97* d 8,60 129,93* 4 8,09* d 8,80 131,95%
5 7,17%* d 8,60 121,75* 5 7,31% d 8,80 123,51*
6 154,35 6 155,82
7 7,17%* d 8,60 121,75* 7 7,31% d 8,80 123,51*
8 7,97* d 8,60 129,93* 8 8,09* d 8,80 131,95*
9 168,81 9 174,13
10 2,30 S 21,13 10 2,39 S 21,90
* Koénnen nicht unterschieden werden
3.22.2.2 IR-Carbonylbande
v (C=0) strong 1680,1 cm’
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3.23 Herstellung von meta-Acetaminoacetophenon [40]*°

o) )(L )OJ\ 0 1
(@]
8 1
—_—
XL
NH, [6] N

3.23.1 Durchfihrung

wird 1

In einem Rundkolben mit Kihler eq (1 g 0,007 mol
meta-Aminoacetophenon [6] in Pyridin gel6st und 2 eq. (1,5 g; 0,015 mol) Essigsdureanhydrid
zugegeben. Nach 30 min Erhitzen am Ruckfluss wird auf Raumtemperatur gekthlt und
konz. HCI zugegeben. Da hier erst nach 1 h eine leichte Triibung zu erkennen ist, wird die

Losung erst nach 12 h abgesaugt. Ausbeute: 1,14 g (92 % der Theorie).
3.23.2 Analytische Daten

3.23.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,0
Nr. 'H [ppm] Mult. J [Hz] "“C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm]
1 2,19 s 26,69 1 2,67 s 27,73
2 198,18 2 204,62
3 137,59 3 138,90*
4 8,01 s 119,19 4 8,02 s 122,67
5 138,88 5 138,64*
6 7,93 d 7,94 124,09 6 7,69 d 9,04 128,37
7 7,38 pt 129,28 7 7,56 pt 131,01
8 7,64 d 7,77 124,60 8 7,83 d 7,80 126,91
9 8,08 s 9  nd
10 168,89 10 174,46
11 2,57 s 2451 11 2,22 s 24,30
* Konnen nicht unterschieden werden
3.23.2.2 IR-Carbonylbande
v (C=0) strong 1668,8 cm™
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3.24 Herstellung von ortho-Acetaminobenzoesaure [34]*°

o OH )CL )CL o OH
NH, _ o, H\]/o
[15] [34]

3.24.1 Durchfihrung

Siehe Herstellung von meta-Acetaminoacetophenon [40]. Eingesetztes Edukt (1 g;

0,007 mol) ortho-Aminobenzoesdure [15]. Ausbeute: 1,12 g (86 % der Theorie).
3.24.2 Analytische Daten

Es sind keine analytischen Daten vorhanden, da es sich um ein Zwischenprodukt
handelt, das direkt  weiter =~ umgesetzt  wird. Siehe Herstellung ~ von
ortho-Acetaminoacetophenon [33] durch Kettenverlingerung von

ortho-Acetaminobenzoesiure [34].
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3.25 Versuch zur Herstellung von
ortho-Acetaminoacetophenon [33] aus
ortho-Acetaminobenzoesaure [34]*

@) OH O

—Mg—I

H

[34] [33]

ZT

3.25.1 Durchfihrung

In einem Schlenkkolben wird 1 eq. (0,9 g; 0,005 mol) or#ho-Acetaminobenzoesaure
[34] in abs. THF gel6st, auf 0 °C gekiihlt und unter Ar-Schutzgas mit 4 eq. (3,3g; 0,02 mol)
MeMgl versetzt. Beim Zutropfen bildet sich ein weiler Niederschlag. Nachdem das
Zutropfen beendet ist, wird Gber Nacht gerithrt. Die Loésung wird am nichsten Tag in ein
Eis/Wasser Gemisch geschittet und mit HCl auf pH 5 gebracht. Danach wird mit
Ethylacetat ausgeschiittelt, mit Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel mit dem

Rotationsverdampfer mit Vakuum abdestilliert. Das NMR zeigt nur Ausgangsmaterial.

3.25.2 Ausbeute

Es wurde kein Produkt gefunden.

3.25.3 Analytische Daten

Kein Produkt vorhanden.
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3.26 Herstellung des Anthranilsaurechlorids [41]*

o OH o o cl
/S\
NH, Cl cl NH,
e —
[15] [41]

3.26.1 Durchfihrung

Es wird 1 eq. (1,37 g; 0,01 mol) Anthranilsdure [15] in 10 mL Ether gel6st und mit
10 eq. (13 mL; 0,13 mol) Thionylchlorid fiir zirka 2 h am Rickfluss erhitzt. Die Losung wird

rot. Die Ether und Thionylchlorid-Reste werden mit dem Rotationsverdampfer unter

Vakuum abdestilliert. Ausbeute: 1,4 g (90 % der Theorie).
3.26.2 Analytische Daten

Es sind keine analytischen Daten vorhanden, da es sich um ein Zwischenprodukt
handelt, das direkt  weiter umgesetzt  wird. Siehe Herstellung des

Acetaminoanthranilsdurechlorids [42].
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3.27 Versuch zur Herstellung des

Acetaminoanthranilsaurechlorids [42]*

o cl )(L L 0 cl
NH, o H\KO
[41] [42]

3.27.1 Durchfihrung

In einem Rundkolben mit Kihler wird 1 eq. (1 g 0,007 mol)
Anthranilsaurechlorid [41] in Pyridin gelést und 2 eq. (1,5 g; 0,015 mol) Essigsaureanhydrid
zugegeben. Nach 30 min erhitzen am Rickfluss wird auf Raumtemperatur gekiihlt und konz.
HCI zugegeben. Das Losungsmittel der schwarzen Reaktionslosung wird mit dem
Rotationsverdampfer im Vakuum abdestilliert und ein NMR-Rohspektrum aufgenommen.

Die aufgenommenen NMR-Spektren zeigen kein Produkt.
3.27.2 Analytische Daten

Kein Produkt vorhanden.
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3.28 Herstellung von ortho- [29] und

para-Bromacetophenon [10]*

NaBOj3; x 4 H,O

Y

Br

[14]

3.28.1 Durchfihrung

Es werden 8 mL Wasser und 8 mL konz. H,SO, vermischt und 1 eq. (1,2 g;
10 mmol) Acetophenon [14] zugegeben. Bei Fiskithlung wird portionsweise 1,2 eq. (1,7 g;
12 mmol) Natriumborat zugegeben. Die Losung verfirbt sich dabei nach gelb bis dunkel
orange und erwirmte sich, die Reaktion wird 12 h gerithrt. Aufarbeitung erfolgt durch
Ausschitteln mit Dichlormethan, Trocknen der vereinigten organischen Extrakte und
Abdestilieren des Losungsmittels. Danach folgt eine Sdule (Kieselgel) mit einem Laufmittel
von Dichlormethan/Petrolether 3:2 zur Trennung der Verbindungen. Die Ausbeute wurde

nicht bestimmt, da sich die Produkte nicht trennen lie3en.

3.28.2 Analytische Daten

Siche Herstellung von para-Bromacetophenon [10] und Herstellung von
ortho-Bromacetophenon [29] durch Kettenverlingerung des

ortho-Brombenzoesiurechlorids [31].
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3.29 Herstellung des Mosheresters®

(R)-MTPA (S)-MTPA
MeO"'/ R FgC\\\\\“‘ R
F3C MeO
(0] (@]
Cl Br
R=
(@] (@]

(2] (48]

3.29.1 Durchfihrung

Es werden 1,25 eq. a-Methoxy-o-trifluormethylphenylacetylchlorid, 1,25 eq. Et;N
und 0,015 eq. DMAP zu einer Losung von 1 eq. des zu bestimmenden Alkohols in abs.
Dichlormethan gegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir 12 h bei Raumtemperatur gerthrt.
Danach wird zweimal mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und zweimal mit
5% wassriger HCl gewaschen. Die vereinigten organischen Extrakte werden mit
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel mit dem Rotationsverdampfer mit
Vakuum abdestilliert. Das Rohprodukt wird mittels Minisdule mit Dichlormethan als

Laufmittel gereinigt.

3.29.2 Ausbeute

Wurde nicht bestimmt, da sofort NMR-Spektren aufgenommen wurden.
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3.29.3 Analytische Daten

3.29.3.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; CDCls; 300,2 K)

(R)-Mosher-1-(2-Chlorophenyl)-ethanol [43]

Nr. 'H [ppm] Aufspaltung ] [Hz] “C [ppm]

1 159 d 6,6 20,84
8 714 m n.d.

(§)-Mosher-1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [44]

Nr. 'H [ppm] Aufspaltung ] [Hz] "C [ppm]

1 1,54 d 6,58 21,03
8 7,39 m n.d.

(R)-Mosher-1-(2-Bromphenyl)-ethanol [45]

Nr. 'H [ppm] Aufspaltung ] [Hz] “C [ppm]

1 1,59 d 6,57 21,02
8 713 d 758  nd.

(§)-Mosher-1-(2-Bromphenyl)-ethanol [406]

Nr. 'H [ppm] Aufspaltung ] [Hz] "C [ppm]

1 1,54 d 6,57 21,02
8 7,37 m n.d.

3.29.3.2 R-Wert

(R)-Mosher-1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [43]
0,76 (Kieselgel; Dichlormethan)
(§)-Mosher-1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [44]
0,75 (Kieselgel; Dichlormethan)
(R)-Mosher-1-(2-Bromphenyl)-ethanol [45]
0,77 (Kieselgel; Dichlormethan)
(§)-Mosher-1-(2-Bromphenyl)-ethanol [40]
0,76 (Kieselgel; Dichlormethan)
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3.30 Chloracetophenon

3.30.1 Analytische Daten

3.30.1.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)
CDCl,

ortho-Chloracetophenon [1]

Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] “C [ppm]
1 2,61 s 30,62
2 200,33
3 139,09
4 131,22
5 7,38 dd 1,89/8,02 130,57
6 7,28 dt 126,85
7 7,35 dt 131,90
8 7,51 dd 1,61/7,63 129,32

meta-Chloracetophenon [3]

Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] “C [ppm]
1 2,55 s 26,45
2 196,58
3 138,55
4 7,88 dt 128,31
5 134,84
6 7,49 dd 2,17/7,98 132,93
7 7,36 t 7,89 129,86
8 7,78 dpt 126,33
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para-Chloracetophenon [4]

Nr. 'H [ppm] Mult. J [Hz] "C [ppm]

(o e I & S 2 B - N G I NS R

2,54 s

7,85% d 8,46

738%  d 846

738 d 846
785  d 846

26,45
196,68
135,38

129,64*

128,80%
139,47

128,80%

129,64*

D,O

ortho-Chloracetophenon [1]

Nr. 'H [ppm] Mult. J [Hz] "C [ppm]

0 1 &N Ul WD -

2,72 s
7,56  m
7,56  m
7,48%  pt

7,72 d 696

31,40
207,71
139,23
131,80

128,68+

130,96*

132,21%

134,34%




meta-Chloracetophenon [3] para-Chloracetophenon [4]

Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] “C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] “C [ppm]
1 2,68 s 27,76 1 2,68 s 27,65
2 203,90 2 204,16
3 139,54 3 136,40
4 8,03 s 128 37+ 4 799 d 856  131,56*
5 135,76 5 759  d 856  130,35%
6 794  dpt 128,72% 6 141,22
7 755  pt 131,74% 7 759 d 856  130,35%
8  7,72¢  dpt 135,10% 8 799 d 856  131,56*

* Konnen nicht unterschieden werden

3.30.1.2 IR-Carbonylbande

ortho-Chloracetophenon [1]

v (C=0) strong 1695,2 cm’!
meta-Chloracetophenon [3]
v (C=0) strong 1686,8 cm™
para-Chloracetophenon [4]
v (C=0) strong 1682,4 cm’!
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3.31 Aminoacetophenon

3.31.1 Analytische Daten

3.31.1.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl,

ortho-Aminoacetophenon [5]

Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] “C [ppm]
1 255 s 2772
2 200,62
3 118,14
4 150,20
5 662 m 115,61
6 724 m 134,26
7 662 m 117,10%
8 768 dd 1,54/883 13192
9 6,27 s

meta-Aminoacetophenon [6]

Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm]

O 0 N1 N U1 AL -

2,54

7.25
6,85
7,22
731
3,74

S

7,87

7,78

26,67
198,37
138,25
114,01
146,65
119,63
129,42
118,89
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para-Aminoacetophenon (7]

Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] “C [ppm]

1 2,48 S 26,05
2 196,41
3 127,96
4 7,77* d 854  130,78*
5 0,63* d 854  113,72*
6 151,04
7 0,63* d 854  113,72*
8 7,77* d 854  130,78*
9 4,10 S
D,O
ortho-Aminoacetophenon [5]

Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm]
1 2,60 S 28,67
2 205,79
3 119,95
4 151,48
5 6,85 dd 090/8,34  119,29*
6 7,40 dd 6,95/8,48 136,71
7 6,79 dd 7,07/8,15 118,19*
8 7,87 dd 1,48/3,16 134,03
9 n.d.




meta-Aminoacetophenon [0] para-Aminoacetophenon [7]

Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] "C [ppm]
1 2,63 s 27,72 1 2,55 s 26,84
2 205,58 2 203,52
3 138,99 3 127,80
4 7,38 m 116,78 4 7,85% d 8,74 132,86*
5 148,18 5 6,82* d 8,74 115,81*
6 7,12 d 7,88 123,20 6 154,78
7 7,37 pt 131,18 7 6,82* d 8,74 115,81*
8 7,46 d 7,80 121,19 8 7,85% d 8,74 132,86%*
9 n.d. 9 n.d.

* Konnen nicht unterschieden werden

3.31.1.2 IR-Carbonylbande

ortho-Aminoacetophenon [5]
v (C=0) strong 1639,7 cm’
meta-Aminoacetophenon [6]
v (C=0) strong 1668,6 cm’'
para-Aminoacetophenon [7]
v (C=0) strong 1650,0 cm’!
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3.32 ortho-Fluoracetophenon [8]

3.32.1 Analytische Daten

3.32.1.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl, D,O
Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] "C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] "C [ppm]
1 2,56 d 4,92 31,18 1 2,70 d 3,68 31,64
2 195,60 2 203,20
3 125,55 3 126,59
4 162,06 4 163,19
5 7,05 dd 1,12/11,39 116,46 5 7,35 pt 131,83
6 7,44 m 130,41 6 7,29 dd 8,40/11,76 137,21
7 7,14 dt 124,20 7 7,69 m 118,30
8 7,79 dt 134,50 8 7,86 dpt 126,01
3.32.1.2 IR-Carbonylbande
v (C=0) strong 1683,3 cm™
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3.33 para-Cyanoacetophenon [9]

3.33.1 Analytische Daten

3.33.1.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)

CDCl,

Nr. 'H [ppm] Mult. J [Hz] "C [ppm]
1 2,62 s 26,73
2 196,48
3 139,93
4 8,02% d 812  128,68*
5 7,75% d 812  13250*
6 116,43
7 7,75% d 812  132,50*
8 8,02%* d 812  128,68*
9 117,89

3.33.1.2 IR-Carbonylbande
v (C=0) strong 1686,8 cm™
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Nr. 'H [ppm] Mult. ] [Hz] “C [ppm]

O 0 1 &N O AL~

D,O
2,73 s
8,13* d
7,94% d
7,94% d
8,13* d

8,44
8,44

8,44
8,44

27,92
203,51
141,29

130,25%

134,31%
117,08

134,31%

130,25%
120,18

* Konnen nicht unterschieden werden



3.34 para-Thioaminoacetophenon [47]

[47]
3.34.1 Analytische Daten
3.34.1.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; 300,2 K)
CDCl, D,O
; icht vermessen!

Nr. 'H [ppm] Mult. | [Hz] “C [ppm] Wurde nic

1 261 s 26,81

2 197,31

3 139,24

4 795 m 128,44*

5 792  m 127,10%

6 142,58

7792 m 127,10%

8 795 m 128 ,44*

9 201,28

10a 7,64 s
10b 7,18 s

* Konnen nicht unterschieden werden

3.34.1.2 IR-Carbonylbande
v (C=0) strong 1678,1 cm
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3.35 Ganzzellumsetzungen von ortho-Chlor- [1] und

ortho-Bromacetophenon [29]

3.35.1 Durchfiihrung

Die Umsetzung der Substrate zu den entsprechenden Alkoholen wird mittels
Transformation mit ganzen Zellen erreicht, die von Regina Kratzer, Mitarbeiterin der
TU-Graz, durchgefiihrt wird.” Von den erhaltenen Alkoholen werden zur Charakterisierung

NMR-Spektren aufgenommen.

3.35.2 Analytische Daten

3.35.2.1 NMR-Shifts (400,13 MHz; CDClIs; 300,2 K)

1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [2] 1-(2-Bromphenyl)-ethanol [48]

Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] “C [ppm] Nr. 'H [ppm] Mult. J[Hz] "C [ppm]
1 1,47 d 6,47 23,49 1 1,47 d 6,40 23,57
2 5,27 q 6,37 66,96 2 5,23 q 6,39 69,21
3 143,04 3 144,59
4 131,64 4 121,73
5 7,30 d 7,76 129,38 5 7,49 dd 1,20/7,96 132,67
6 7,19 dt 128,38 6 7,10 dpt 128,77
7 7,28 t 7,63 127,18 7 7,32 dpt 127,85
8 7,57 dd 155/7,77 126,39 8 7,57 dd 1,69/7,76 126,65
9 1,95 s 9 n.d.

69



3.36 Aktivitdtsmessung

3.36.1 Durchfihrung

Alle Messungen werden in einem 50 mM Natriumphosphat Puffer bei einem pH 7,0
und bei 25 °C durchgefithrt. Da sich die Substrate im wissrigen Puffer schlecht I6sen,
werden diese zuvor in 5 % Ethanol der Gesamtlésungsmittelmenge vorgel6st. Nachdem sich

das Substrat vollstindig gelost hat, wird die restliche Menge mit Puffer aufgefillt.

Substanz Substanzmenge Katalytische Effizienz
[mM] [mol ' s7]
Acetophenon [14] 2 0,5
ortho-Chloracetophenon [1] 5 340,3
meta-Chloracetophenon [3] 5 0,8
para-Chloracetophenon [4] 5 6,6
ortho-Hydroxyacetophenon [12] 0,2 self abs. 4,5
meta-Hydroxyacetophenon [49] 1,3 self abs. 24
para-Hydroxyacetophenon [13] 0,3 self abs. 0
ortho-Aminoacetophenon [5] 1,5 self abs. 0
meta-Aminoacetophenon [6] 0,25 self abs. 2,2
para-Aminoacetophenon [7] 0,7 self abs. 0
ortho-Nitroacetophenon [24] 1 self abs. 17,63
meta-Nitroacetophenon [20] 1 self abs. 36,7
para-Nitroacetophenon [23] 1 self abs. 2244
ortho-Bromacetophenon [29] 1 260,9
meta-Bromacetophenon [28] 4 1,3
para-Bromacetophenon [10] 5 3,2
ortho-Cyanoacetophenon [35] 3 134,5
meta-Cyanoacetophenon [30] 3 self abs. 1,4
para-Cyanoacetophenon [9] 4 1,8
ortho-Iodacetophenon [32] 1 60,5
meta-lodoacetophenon [25] 1 0,3
ortho-Methoxyacetophenon [18] 5 13,9
para-Methoxyoacetophenon [19] 5 0
ortho-Acetoxyacetophenon [38] 5 1,8
para-Acetoxyoacetophenon [39] 5 0
meta-Thioaminoacetophenon [37] 0,5 self abs. 0
para-Thioaminoacetophenon [47] 0,5 self abs. 2,1
ortho-Fluoracetophenon [§] 4 16,5
meta-Acetaminoacetophenon [40] 4 0
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Da einige Substrate eine Eigenabsorption aufweisen, wird die Konzentration von
diesen erniedrigt. Zu dieser hergestellten Losung wird dann 290 uM NADH beigemengt und
zuletzt wird das Enzym zugegeben. Die Messung wird sofort im Anschluss gestartet. Die
Enzymkonzentration variiert zwischen 10uM und 50 nM abhinglg von der

Substratloslichkeit.
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3.37 In situ NMR-Messungen

3.37.1 Durchfihrung

Es werden von den folgenden Verbindungen iz sitv NMR-Messungen der

Xylose Reduktase Umsetzung

para-Nitroacetophenon [23], meta-Nitroacetophenon [20], ortho-Bromacetophenon [29] und
ortho-Aminoacetophenon [5]. Dafiir werden die Substanzen mit 35 ul. MeOD vorgel6st und
mit D,0O auf 700 pl. aufgefillt. Danach wird das NADH und abschlieSend das Enzym

beigemengt. Im Folgenden werden die zugegebenen Substrat-, NADH- und Enzymmengen

aufgenommen:

ortho-Chloracetophenon

angefithrten.
Substrat Substratmenge [¢] NADH [g] Enzym [ul]
ortho-Chloracetophenon [1] 0,0058 0,005 3
ortho-Bromacetophenon [29] 0,0022 0,006 5
ortho-Aminoacetophenon [5] 0,0021 0,005 20
meta-Nitroacetophenon [20] 0,0015 0,006 40
para-Nitroacetophenon [23] 0,0018 0,005 20

3.37.2 Auswertung

Siehe Kapitel 4.5.
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3.38 STD-NMR-Messungen

In Kapitel 2.4.4 sind die Grundlagen der Methode beschrieben, im Folgenden sind
die Losungen aufgelistet von denen STD-NMR-Messungen gemacht werden. Von der
Umsetzungslosung  von ortho-Chloracetophenon [1] werden mehrere NMR-Spektren

aufgenommen, um Informationen tiber den Reaktionsverlauf zu bekommen.

Substrat Substratmenge [g] NADH [g] NAD" [g] Enzym [ul]
ortho-Chloracetophenon [1] 0,0022 - - 5
ortho-Chloracetophenon [1] 0,0022 0,003 - -
ortho-Chloracetophenon [1] 0,0022 - 0,003 -
ortho-Chloracetophenon [1] 0,0022 0,003 - 5
ortho-Aminoacetophenon [5] 0,0021 - - 5
ortho-Aminoacetophenon [5] 0,0021 0,003 - -
ortho-Aminoacetophenon [5] 0,0021 - 0,003 -
ortho-Aminoacetophenon [5] 0,0021 0,003 - 5
1-(2-Chlorphenyl)-ethanol |2 0,0022 - - 5

]
1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [2] 0,0022 0,003 -
1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [2] 0,0022 - 0,003 -
1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [2] 0,0022 - 0,003 5

3.38.1 Auswertung

Siehe Kapitel 4.6.
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4 Ergebnisse

4.1 Synthese

Das Hauptaugenmerk der Synthese liegt darauf, die Substrate fir die enzymatischen
Umsetzungen in einer ausreichenden Reinheit herzustellen. Somit werden die meisten
Reaktionen nur einmal durchgefiihrt und nicht beztiglich Ausbeute oder Umsatz optimiert.
Folglich zeigen einige Substratherstellungen eine Ausbeute von iiber 90 %, andere nur 10 %
auf.

Ausgehend von Brombenzol [17] kann durch Friedel-Crafts Acylierung
para-Bromacetophenon [10] auf klassischem Weg hergestellt werden. Weiterhin wird diese
Methode der Acylierung fur die Synthese von  orho-Hydroxy- [12] und
para-Hydroxyacetophenon [13] angewendet. Hierfiir wird Phenylacetat [11] in einer
Fries-Umlagerung umgesetzt, wobei die gewiinschten Produkte mit moderaten Ausbeuten
erhalten werden. Dabei weist das orzho-Produkt eine niedrigere Ausbeute auf, welche durch
sterische Hinderung der Acetylgruppe durch die benachbarte Hydroxygruppe erklirt werden
kann. Aus den beiden erhaltenen Hydroxyacetophenonen konnen in der Folge quantitativ
ortho-Methoxy-  [18] und  para-Methoxy- [19], sowie ortho-Acetoxy- [38] und
para-Acetoxyacetophenon [39] durch Methylierung beziechungsweise Acetylierung gewonnen
werden.

Aus den kommerziell —erworbenen Aminoacetophenonen wird — mittels
Sandmeyer-Reaktion ortho-Brom- [29], meta-Brom- 28], ortho-Cyano- [35], meta-Cyano- [36]
und meta-lodacetophenon [25] hergestellt. Dabei zeigt sich, dass die Substitutionen der
Aminogruppe durch ein Bromid schlechtere Ausbeuten erzielten, als die mit einem Iodid
oder Cyanid. Weiterhin ergibt die Durchfithrung der or#ho-Substitutionen eine vergleichsweise
schlechte Ausbeute, welche wiederum durch sterische Effekte erklirt werden kann.

Die Sandmeyer-Reaktion, bei der aus mefa-Aminoacetophenon [6] das
meta-Bromacetophenon [28] synthetisiert wird, weist ein erwiinschtes Nebenprodukt auf,
welches isoliert und als #efa-Hydroxyacetophenon [49] identifiziert wird.

Aus meta-Aminoacetophenon [0] kann durch Oxidation der Aminogruppe mittels
Natruimperborat-Tetrahydrat mefa-Nitro- [20] und meta-Nitrosoacetophenon [21] hergestellt
werden, wobei die Nitrosoverbindung laut der Arbeitsvorschrift, wie auch selbst festgestellt,
nicht von langer Haltbarkeit sind und ein Dimer [22] bilden.”” Durch diese Vielzahl an

Nebenprodukten wird die Ausbeute des gewiinschten Produkts erniedrigt und die Isolierung
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erschwert. Aus diesem Grund wird ein alternativer Weg fiir die Synthese der beiden anderen
Nitroverbindungen  gewihlt. Aus den beiden  Substanzen  ortho- [5] und
para-Aminoacetophenon [7] kénnen durch Oxidation mittels efa-Chlorperbenzoesiure die
Verbindungen ortho- [24] und para-Nitroacetophenon [23] hergestellt werden. Durch leichte
Modifikationen der Reaktionsfithrung, die in der Arbeitsvorschrift angegeben sind, hitten
auch die beiden Nitrosoverbindungen synthetisiert werden koénnen. Aber auch hier ist ein
Hinweis in der Literatur fir die Instabilitit gegeben. Daher wird von der Synthese
abgesehen.”

Die Substanz meta-Aminoacetophenon [6] wird ein weiteres Mal als Ausgangsprodukt
gewihlt. Aus dieser wird durch Acetylierung der Aminogruppe mit einer Ausbeute von 92 %
meta-Acetaminoacetophenon [40] gewonnen.

Fir eine weitere Herstellung des ortho-Aminoacetophenon [5] werden einige
Synthesen durchgefiihrt, die im Folgenden aufgezeigt werden. Um eine Kettenverlingerung
mittels Methylgrignard-Reagenzes [16] durchfithren zu kénnen, wird die Anthranilsiure [15]
an der Aminogruppe durch Acetylierung geschiitzt. Doch kann bei der Kettenverlingerung
kein Produkt isoliert werden. Ein weiterer Versuch gestaltet sich Folgendermallen: Aus der
Anthranilsaure [15] wird das Sdurechlorid mit 90 % Ausbeute gewonnen, welches dann
durch Acetylierung der Aminogruppe geschiitzt werden sollte. Jedoch kann auch hier kein
Produkt isoliert werden.

Aus diesem Grund wird aus der Anthranilsdure [15] ortho-lodanthranilsdure [26] und
ortho-Brombenzoesiuren [30] mittels Sandmeyer-Reaktion synthetisiert, die anschlieBend in
die korrespondierenden Siurechloride uberfithrt werden. Dabei kann wieder eine bessere
Ausbeute bei der Iodsubstitution beobachtet werden. Die Sdurechloride werden nach einer
kurzen Aufreinigung mittels Methylgrignard-Reagenzes [16] in die korrespondierenden
Acetophenone uberfihrt. Dabei werden bei der Kettenverlingerung des Iodderivates
deutlich h6here Ausbeuten erzielt als bei dem Bromderivat.

Mit Hilfe von Michael Nagl kann aus mefa-Cyanoacetophenon [36] mittels
Lawesson’s Reagenz meta-Thioaminoacetophenon [37] gewonnen werden. Desweiteren
stellte er auch Proben seines von ithm zuvor hergestellten para-Thioaminoacetophenon [47]
fir Umsetzungen mit dem Enzym zur Verfiigung.

Nachdem die synthetisierten Substrate auf ihre katalytische Aktivitit geprift werden,
kann durch die dadurch erhaltenen Informationen einige geplante Verbindungen verworfen

werden. Die Durchfithrung aller anderen Synthesewege erzielt keinen Erfolg.
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4.2 Aktivitdtsmessung und oc-Hammet-Werte

In Abbildung 11 ist die katalytische Aktivitit, mit der die einzelnen Substrate von der
Xylose Reduktase umgesetzt werden, gegen das zugehorige o-Hammet des jeweiligen

aromatischen Rings aufgetragen.
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Abbildung 11: c-Hammet-Werte gegen die katalytische Aktivitit

In Tabelle 1 sind die entsprechenden Zahlenwerte aufgelistet. Es ist zu erkennen,

dass ortho-Brom- [29], ortho-Chlor- [1], ortho-Cyano- [35], ortho-lod- [32] und
para-Nitroacetophenon [23] mit hoher Aktivitit umgesetzt werden. Alle aromatischen
Systeme dieser Substanzen haben, abgesehen von para-Nitroacetophenon [23],

o-Hammet-Werte um 0,7. Alle weiteren Verbindungen werden nicht oder nur mit kleiner bis
mittlerer katalytischen Aktivitit umgesetzt. Ihre 6-Hammet-Werte liegen im Bereich von 0,6

bis zu 0,8. Die Nitroverbindungen weisen im Allgemeinen einen héheren 6-Hammet-Wert

auf, obwohl die katalytische Aktivitit, abgesehen vom para-Produkt, moderat ist.

Tabelle 1

Katalytische

Substanz cH Effizienz

[mol! 5]
Acetophenon [14] 0,00 0,5
ortho-Chloracetophenon [1] 0,68 340,3
meta-Chloracetophenon [3] 0,37 0,8
para-Chloracetophenon [4] 0,23 6,6
ortho-Hydroxyacetophenon [12] 0,04 4,5
meta-Hydroxyacetophenon [49] 0,12 2,4
para-Hydroxyacetophenon [13]  -0,37 0
ortho-Aminoacetophenon [5] 0,03 0
meta-Aminoacetophenon [0] -0,16 2,2
para-Aminoacetophenon [7] -0,66 0
ortho-Nitroacetophenon [24] 1,40 17,63
meta-Nitroacetophenon [20] 0,71 36,7
para-Nitroacetophenon [23] 0,78 2244
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ortho-Bromacetophenon [29] 0,70
meta-Bromacetophenon [28] 0,39
para-Bromacetophenon [10] 0,23
ortho-Cyanoacetophenon [35] 1,32
meta-Cyanoacetophenon [30] 0,56
para-Cyanoacetophenon [9] 0,66
ortho-lodacetophenon [32] 0,63
meta-lodoacetophenon [25] 0,35
ortho-Methoxyacetophenon [18] 0,00
para-Methoxyoacetophenon [19]  -0,27
ortho-Acetoxyacetophenon [38]  -0,37
para-Acetoxyoacetophenon [39] 0,31
meta-Thioaminoacetophenon [37] 0,25
para-Thioaminoacetophenon [47] 0,30
ortho-Fluoracetophenon [8] 0,54
meta-Acetaminoacetophenon [40] 0,21

260,9
1,3
32
134,5
14
1,8
60,5
0,3
13,9
0
1,8
0
0
21

16,5
0




Allgemein lassen sich deutlich hoéhere Aktivitit und o-Hammet-Werte bei den
ortho-Substraten erkennen. Auch hier sind die Nitroverbindungen eine Ausnahme, denn

obwohl der 6-Hammet-Wert des or#ho-Nitroacetophenons [24] der héchste von allen ist, liegt

die Aktivitit unter den der beiden anderen Nitroverbindungen.

Mittels Tabellenkalkulationsprogramm wird der Zusammenhang von katalytischer
Aktivitit und o-Hammet-Werte optimiert. Weiters werden die unterschiedlichen

Substitutionspositionen getrennt betrachtet. Im Artikel von B. Nidetzky ef 2/ wird fir die

ortho- und para-Position ein Wert von 1 und fir mefa-Position der Wert 0 vorgeschlagen, dies
wird iibernommen.”
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Abbildung 12: Katalytische Aktivitit gegen 6-Hammet-Wert gegen Substitutionsposition
In Abbildung 12 ist der Zusammenhang grafisch dargestellt. Daraus ist gut
ersichtlich, dass bei getrennter Betrachtung der Substitutionsposition jeweils ein linearer
Anstieg zu erkennen ist, dabei werden die Werte der Nitroverbindungen nicht in die
Berechnung einbezogen, siche Kapitel 4.5. Durch diesen Zusammenhang kann die

Berechnung zur Vorhersage der katalytischen Aktivitit von Substraten gentitzt werden.
4.3 NMR-Shifts gegen Aktivitatsdaten und oc-Hammet-Werte

Hierbei werden ausgesuchte NMR-Shifts der Substrate mit den Aktivititsdaten und
o-Hammet-Werten korreliert. Zur besseren Veranschaulichung werden diese Daten grafisch

dargestellt. Dabei werden die NMR-Spektren mit einem Natriumphosphat-Puffer in D,O
gemessen.
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4.3.1 NMR-Shifts gegen oc-Hammet-Werte

Durch  den  Vergleich der  Carbonylkohlenstoff-NMR-Shifts und  der
o-Hammet-Werte, der in der Abbildung 13 dargestellt wird, kann eine konstante
Abhingigkeit der beiden Werte erkannt werden. Es ist zusitzlich zu sehen, dass einige
Ausnahmen vorliegen.  ortho-Hydroxy-  [12],  ortho-Methoxy-  [18], ortho-lod- [32],
ortho-Brom- [29] und ortho-Chloracetophenon [1] reprisentieren die Substrate, deren

NMR-Shifts nicht in Korrelation mit den entsprechenden 6-Hammet-Werten stehen.
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Abbildung 13: NMR-Shift des Carbonylkohlenstoffs gegen den 6-Hammet-Wert
Bei der Abbildung 14 wird der zpso-Kohlenstoff mit den o-Hammet-Werten
verglichen, dabei ist ein annihernd linear ansteigender Zusammenhang zu erkennen. Je hoher
der NMR-Shift, desto héher sind die 6-Hammet-Werte. Abgesehen von or#ho-Hydroxy- [12],
ortho-Amino- [5], ortho-Fluot- [8] und ortho-lodacetophenon- [32] ist dieser Trend bei allen

Verbindungen vorhanden.
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Abbildung 14: NMR-Shift des jpso-Kohlenstoffs gegen den 6-Hammet-Wert
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In der Abbildung 15 werden die "C-NMR-Shifts der Methylkohlenstoffe gegen die

o-Hammet-Werte aufgetragen. Der bei den zpso-Kohlenstoffen erhaltene Trend kann in

diesem Vergleich nicht erkannt werden. Teile der Abbildung zeigen einen konstanten

Zusammenhang auf, obwohl viele Werte variieren. Die folgenden Substrate haben einen
héheren "C-NMR-Shift als der, der konstanten Werte: para-Hydroxy- [13],0rtho-Brom- [29],
ortho-Chlor- [1], ortho-Fluor- [8], orthe-lod- [32] und ortho-Nitroacetophenon [24]. Einen
niedrigeren  "C-NMR-Shift haben para-Acetoxy- [39], ortho-Amino- [5] und

meta-Acetaminoacetophenon [40].
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Abbildung 15: Methylkohlenstoff-3C-NMR-Shift gegen den o-Hammet-Wert

Wird nun der 'H-NMR-Shift der Methylprotonen gegen den o-Hammet-Wert

aufgetragen, so entsteht folgender Zusammenhang, der in Abbildung 16 dargestellt ist.

Hierbei spiegelt sich eine eindeutige lineare Abhingigkeit der Werte wider. Ausnahmen sind

para-Acetoxy- [39] und meta-Acetaminoacetophenon [40].
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Abbildung 16: Methylprotonen-'H-NMR-Shifts gegen den 6-Hammet-Wert
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4.3.2 NMR-Shifts gegen katalytische Aktivitat

Beim Auftragen der katalytischen Aktivitit der Substratumsetzung gegen die
NMR-Shifts der ausgewihlten Atome, entstehen die im Folgenden dargestellten Diagramme
und Abhingigkeiten. Bei diesen Abbildungen wird eine logarithmische Darstellung der
katalytischen Aktivitit gewihlt. Sie beginnt daher bei einem Wert von 0,1.

Wie schon beim Vergleich des NMR-Shifts der Carbonylkohlenstoffe mit dem
o-Hammet-Wert, kann auch beim Vergleich mit der Aktivitit kein Zusammenhang erkannt
werden. Die Streuung der Werte ist, wie in Abbildung 17 dargestellt, zu grof3. Ein Teil der
Substrate weist wieder eine lineare konstante Abhangigkeit auf, der andere Teil der Substrate
zeigt eine starke Streuung. Zu diesem Teil gehoren die Verbindungen ortho-Brom- [29],
ortho-Chlor-  [1],  ortho-Hydroxy- [12], ortho-Methoxy- [18], ortho-lod- [32] und

ortho-Nitroacetophenon [24].
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Abbildung 17: NMR-Shift der Carbonylkohlenstoffe gegen die katalytische Aktivitit
Beim Vergleich des NMR-Shifts des zpso-Kohlenstoffatoms mit der katalytischen

Aktivitdt, siche Abbildung 18, kann kein Zusammenhang der beiden Werte festgestellt
werden. Die Streuung der Substrate ist allgemein sehr hoch, sodass keine Gruppierungen

vorhanden sind, die einen linearen Zusammenhang ergeben.
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Abbildung 18: NMR-Shift des ijpso-Kohlenstoffs gegen die katalytische Aktivitit
In Abbildung 19 wird der "C-NMR-Shift der Methylkohlenstoffe mit den jeweiligen

Werten der katalytischen Aktivitit des Substrates verglichen. Dabei sind zwei linear
konstante Zusammenhinge zu erkennen. Einer der Zusammenhinge wird aus den
Substraten ortho-Brom-  [29], ortho-Chlor- [1], ortho-Fluor- [8], ortho-Acetoxy- [38],
ortho-lod- [32] und ortho-Nitroacetophenon [24] gebildet, da deren "“C-NMR-Shift iiber
30 ppm liegt. Der Andere wird aus den restlichen Substraten gebildet. Ausnahmen sind dabei
die Substrate ortho-Methoxy- [18], para-Acetoxy- [39] und meta-Acetaminoacetophenon [40],

die mit keinem der beiden Zusammenhinge korrelieren.
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Abbildung 19: BC-NMR-Shift des Methylkohlenstoffs gegen die katalytische Aktivitit

In Abbildung 20 wird die Abhingigkeit der 'H-NMR-Shifts der Methylprotonen
gegen die entsprechend katalytische Aktivitit dargestellt. Obwohl die Streuung der Werte
sehr hoch ist, kann eine Verschiebung der Shifts zu tiefem Feld mit steigender katalytischer
Aktivitit erkannt werden. Daher kann von einer Abhingigkeit der 'H-NMR-Shifts der

Methylprotonen und der katalytischen Aktivititen ausgegangen werden.
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Abbildung 20: Methylprotonen-NMR-Shifts gegen die katalytische Aktivitit

Auf Grund der schlechten Loslichkeit der meisten Substrate kann keine ausreichend
hohe Messkonzentration erreicht werden. Aus demselben Grund stehen nicht alle
PC-NMR-Shifts zur Verfiigung. Davon sind im Speziellen die Methylkohlenstoff- und
ipso-Kohlenstoff-NMR-Shifts ~ betroffen. =~ Weiterhin ~ werden  von den  beiden
Thioaminoverbindungen keine NMR-Spektren im wassrigen Losungsmittel aufgenommen,

da sich diese zu den entsprechenden Benzoesiuren umsetzen.

4.4 IR-Werte der Carbonylbande gegen Aktivitatsdaten und

o-Hammet-Werte

Fir diese Vergleiche werden von den Substanzen IR-Spektren aufgenommen und die

Werte der Carbonylbanden mit der Aktivitit und den 6-Hammet-Werten verglichen.
4.4.1 IR-Werte der Carbonylbande gegen o-Hammet-Werte

Werden nun die IR-Carbonylbanden gegen die 6-Hammet-Werte aufgetragen, siche
Abbildung 21, so ist ein eindeutiger linearer Zusammenhang festzustellen. Je héher die
c-Hammet-Werte, desto hoher sind die IR-Carbonylbanden. Als Ausnahmen gelten die
Substrate  ortho-Amino-  [5],  ortho-Cyanid-  [35],  ortho-Hydroxy-  [12]  und
ortho-Acetoxyacetophenon [38], die nicht in diesen linearen Zusammenhang passen, was
anhand ihrer Struktur nicht weiter uberraschend ist. Bei diesen Substraten kénnen
Wechselwirkungen zwischen den Substituenten und der Carbonylgruppe auftreten, die in

Kapitel 5 behandelt werden.

83



IR C=0 gegencH
1710,0
1700,0 *
1690,0 28
1680,0 * . ;é Al ¢
1670,0 ¥ |
1660,0 * *
1650,0
1640,0 +
1630,0

0 [em1]

F Y

C

L 4

-0,8 -0,3 0,2 0,7 1,2 1,7

GH

Abbildung 21: IR-Carbonylbande gegen den 6-Hammet-Wert
4.4.2 IR-Werte der Carbonylbande gegen katalytische Aktivitat

Auch bei der Gegentiberstellung der katalytischen  Aktivitit mit den
IR-Carbonylbanden kann ein schwacher, linear-ansteigender Zusammenhang erkannt
werden. Die Ausnahmen in Abbildung 22 bestehen aus den Substraten orzho-Hydroxy- [12],
ortho-Nitro- |24], para-Brom- [10], meta-Hydroxy- [49] und meta-Aminoacetophenon [6].
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Abbildung 22: IR-Carbonylbande gegen katalytische Aktivitit
4.5 Reaktionsverfolgung mittels in situ NMR

Die Reaktion der Substrate, die in dem Kapitel 3.37 aufgezahlt werden, sind mittels
in sitn. NMR-Spektroskopie verfolgt worden. Dabei zeigt sich, wie das NADH bei der
Reduktion des Substrates vom Enzym verbraucht wird. Als Beispiel ist in Abbildung 23 die
Umsetzung von ortho-Bromacetophenon [29] in den korrespondierenden Alkohol [48]
gezeigt. Dabei geben die Kurven die Konzentrationsinderung wihrend der Reduktion
wieder, wobei die Bildung von NAD" und des Produktes sowie die Abnahme des Substrates
abgebildet sind. Durch diese Darstellung ist die Abhingigkeit der Konzentrationen der drei
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Verbindungen eindeutig ersichtlich, denn je mehr Substrat umgesetzt wird, desto mehr
Produkt und NAD" wird gebildet. Die Kurven gehen von einem steilen Anstieg in eine flach
verlaufende Kurve tber. Dies spiegelt die Sittigung der Produkte beziehungsweise den
Mangel an Substrat wider. Ebenso kann eine Produkt-Hemmung des Enzyms zur Abnahme

der Umsatzgeschwindigkeit beitragen.
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Abbildung 23: Umsetzung von ortho-Bromacetophenon [29] zu dem entsprechenden Alkohol [48] in
Korrelation zur NAD*-Bildung
Das in sitn NMR-Spektrum des or#ho-Chloracetophenon [1], Abbildung 24, ergibt das
selbe Ergebnis, abgesehen von der Tatsache, dass die Kurven steiler ansteigen und schneller

abflachen, da die Reduktion schneller als bei or#ho-Bromacetophenon [29] verlduft.
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Abbildung 24: Stack-plot von der in situ NMR-Messung von ortho-Chloracetophenon [1].

Im Gegenteil dazu ist die Messung von or#ho-Aminoacetophenon [5] zu sehen, wobei
keine Umsetzung erwartet und detektiert wird. Es zeigen sich keine nennenswerten
Anderungen in den Konzentrationen der gemessenen Verbindungen.

Uberraschend sind die Ergebnisse der Umsetzung des para-Nitroacetophenons [23],
denn bei dieser Umsetzung kann nicht nur die Reduktion des Ketons am Substrat
beobachtet werden, sondern eine weitere Umsetzung des Substrats zu einer bis dato nicht

naher charakterisierten Substanz.
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In Abbildung 25 wird die Darstellung dieser Umsetzung gezeigt. Auch hierbei ist die
Abflachung der Kurven zu erkennen, die auf Sittigung und Mangel beruhen. Das zweite
Produkt wird in einem Verhaltnis von 1:3 gebildet und benétigt zur Bildung kein NADH,
denn die Konzentrationskurve von NAD" entspricht der des bekannten Substrates, dem

Alkohol.
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Abbildung 25: Umsetzung von para-Nitroacetophenon [23] zu dem entsprechenden Alkohol und ein

zweites Produkt in Korrelation zur Bildung von NAD*

Um Informationen tber die unbekannte Substanz zu bekommen, wurde von der
Umsetzung von para-Nitroacetophenon [23] ebenfalls eine 7 sitn. NMR-Messung
durchgefithrt. Es zeigen sich die gleichen Konzentrationsverliufe wie bei
para-Nitroacetophenon [23] mit den Ausnahmen, dass das Nebenprodukt im Verhiltnis 1:9
gebildet wird und der Anstieg der Kurven nicht so stark ausfillt, da die katalytische Aktivitit

niedriger ist.
4.6 Bindungsstudie mittels STD-NMR-Spektroskopie

Wie schon in Kapitel 2.4.4 erwihnt, kénnen mittels STD-NMR-Messungen
Informationen iber die Bindung von Substraten an Enzymen gewonnen werden. In dieser
Arbeit werden von drei Verbindungen STD-NMR-Spektren aufgenommen. Bei diesen drei
Verbindungen handelt es sich um die beiden Substrate omzho-Amino- [5] und
ortho-Chloracetophenon [1] sowie das Produkt 1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [2]. Dabei sind die
Interaktionen der Verbindungen mit dem Koenzym und dem Enzym selbst sowie die
Reaktion von Interesse. Zu diesem Zweck werden von jeder der drei Verbindungen folgende
Losungen vermessen: Verbindung mit Koenzym, Verbindung mit Enzym, Verbindung mit
Enzym und NADH sowie Verbindung mit Enzym und NAD". Die Messungen, bei welchen

der Verbindung nur das Koenzym zugegeben wurde, zeigen wie erwartet keine

86



STD-NMR-Signale. Wohingegen die Losungen, in welchen die Verbindung und das Enzym
vorhanden sind, schwache aber trotzdem deutlich STD-NMR-Signale zeigen. Die erhaltenen
Signale kénnen durch spezifische, aber auch unspezifische Bindungen an das Enzym erklirt
werden. Dabei weist ortho-Aminoacetophenon [5] im Verhiltnis zu den beiden anderen
Verbindungen die niedrigsten STD-NMR-Signale auf. Wird nun zu diesen Losungen noch
das entsprechende Koenzym fiir die Riickreaktion hinzu gegeben, so verindern sich die
Signale geringfiigig, zeigen aber eine Signifikanz hinsichtlich einer Bindung im aktiven
Zentrum. Bis zu diesen Experimenten ergeben alle getesteten Verbindungen dieselben
Ergebnisse. Bei der Reaktionslosung werden nun unterschiedliche Ergebnisse bei den
cinzelnen Verbindungen erhalten, diese werden deshalb auch einzeln behandelt. Bei der
Reaktionslosung von ortho-Chloracetophenon [1], in der Enzym und NADH enthalten ist,
werden die groBten STD-NMR-Signale von allen Verbindungen erhalten. Auch sind die
Verhiltnisse der einzelnen Signale untereinander anders, als bei den Messungen zuvor.
Dieses Verhiltnis bleibt auch wihrend des Reaktionsverlaufs erhalten, auch wenn die
Intensititen zu Gunsten des Produktes abnehmen. Weiters sind die relativen Signale des
Produktes deutlich hoher als bei der entsprechenden Messung. Nur mit NAD" bei ortho-
Aminoacetophenon [5] kénnen sehr geringe Signalunterschiede zu den anderen gemessenen
Losungen dieser Verbindung festgestellt werden, was auf eine schlechte oder unspezifische

Bindung hinweist, die auf Grund der schlechten katalytischen Aktivitit erwartet werden.
4.7 Keto-Enol-Tautomerie

Um eine Aussage tiber den Einfluss der Keto-Enol-Tautomerie auf die katalytische
Aktivitit machen zu kénnen, muss dieser Effekt gemessen werden. Wie schon in
Kapitel 2.4.3 kurz beschrieben, wird dies durch Messungen von 1H—NMR—Spektren und
deren Vergleich bewerkstelligt. Durch den Austausch von Deuteronen gegen Protonen
verindern sich die 'H-NMR-Methylsignale der substituierten Acetophenone. Es werden drei
Substrate vermessen: ortho-Amino- [5], ortho-Chlor- [1] und ortho-Bromacetophenon [29].
Dabei liegt der Versuchszeitraum bei neun Tagen. In Abbildung 26 wird die grafische
Darstellung der Konzentrationskurven gezeigt. Der Deuteriumeinbau gehorcht einem
exponentiellen Zeitverlauf, der durch den steilen Beginn der Kurven ersichtlich wird. Nach
ciner gewissen Zeit ergibt sich dadurch eine hohere Konzentration an deuterierten

Molektilen.
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Abbildung 26: Konzentrationskurven der ortho-Chloracetophenon [1] deuteriert und nicht deuteriert

Wie in Abbildung 27 ersichtlich, dndern sich die Verliufe der Kurven von
ortho-Chloracetophenon [1] im Vergleich zu ortho-Bromacetophenon [29] in Abbildung 26
minimal. Die Messungen mit or#ho-Aminoacetophenon [5] zeigen, dass bei diesem Substrat

keine Tautomerisierung stattfindet.
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Abbildung 27: Konzentrationskurven der ortho-Bromacetophenon deuteriert und nicht deuteriert

4.8 Absolutkonfiguration nach Mosher, HPLC und Drehwert

Wie schon im Allgemeinen Teil dieser Arbeit beschrieben, ist die
Absolutkonfiguration der Produkte von groB3er Bedeutung, jedoch ist die Bestimmung dieser

mit einem gewissen Aufwand verbunden.
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4.8.1 Absolutkonfiguration nach Mosher

Es werden nur die zwei am besten akzeptierten Substrate, siche Aktivititsmessung im
Kapitel 3.36, mittels Xylose Reduktase in einer Menge reduziert, die weitere Versuche mit
dem gewonnenen Produkt zulassen. Dies wird durch Umsetzungen mit ganzen Zellen von

% Bei diesen Substraten handelt es sich um

Regina Kratzer an der TU-Graz durchgefiihrt.
ortho-Brom- [29] und or#ho-Chloracetophenon [1] die zu 1-(2-Bromphenyl)-ethanol [48] und
1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [2] umgesetzt werden. Mit diesen beiden Substanzen wird jeweils
eine Umsetzung mit den beiden Moshersiurechlorid-enantiomeren durchgefithrt. Die
erhaltenen Produkte werden mittels 1H—NMR—Spektroskopie vermessen, die daraus
gewonnenen Spektren der beiden Enantiomere werden verglichen und die

Absolutkonfiguration wird bestimmt. Die 'H-NMR-Shifts, die dafiir von Interesse sind, sind

in Tabelle 2 angefthrt.

Tabelle 2
Atomposition 1 [ppm] 8 [ppm]
(§)-Mosher-1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [44] 1,54 7,39
(R)-Mosher-1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [43] 1,59 7,14
Differenz -0,05 0,25
(§)-Mosher-1-(2-Bromphenyl)-ethanol [46] 1,54 7,37
(R)-Mosher-1-(2-Bromphenyl)-ethanol [45] 1,59 7,13
Differenz -0,05 0,24

Dabei sind die Differenzen der NMR-Shifts der jeweiligen Positionen zu vergleichen,
siche Abbildung 10. Alle Protonen, die eine negative Differenz aufweisen, sind im (§)-Ester
zu kleinen ppm-Werten verschoben und weisen somit eine Nihe zum Phenylring des
Mosheresters auf. Die Protonen, die eine positive Differenz ergeben, sind im (K)-Ester zu
kleineren ppm-Werten verschoben und weisen dort eine relative Nihe zu dem Phenylring
auf (Abbildung 28). Somit ldsst sich folgender Schluss ziehen: Bei beiden
CAXR-Umsetzungsprodukten handelt es sich um den (§)-Alkohol.
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(R)-Ester (S)-Ester
Abbildung 28: Beeinflussung der Substituenten durch den Phenylring des Mosher-Reagenzes

4.8.2 Absolutkonfiguration mittels HPLC

Um eine eindeutige Bestimmung der Absolutkonfiguration machen zu koénnen, ist
eine Referenz von Noéten. Leider stellt sich heraus, dass die verwendete Referenz, welche von
einer Firma zur Verfiigung gestellt wird, nicht verwendet werden kann, da tber 90 % der

Probe aus Verunreinigung bestand.

4.8.3 Drehwert

Die Messungen des Drehwertes, in Chloroform geldst mit einer Konzentration von
11,2 mg/ml,, ergeben einen Wert von -0,657°. Mit diesem Ergebnis wird die optische
Aktivitit der Substanz berechnet, welche -58° betrigt. Durch das Vergleichen mit den in der
Literatur bekannten Werten kann das Produkt als (5)-1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [2]

. . . 67,68,69,70
identifiziert werden.” "™

90



5 Diskussion

Diese Arbeit zeigt, dass eine Vielzahl monosubstituierter Acetophenone mittels des
Enzyms Xylose Reduktase aus Candida tenuis (C£XR) zu den korrespondierenden Alkoholen
reduziert werden konnen. Dabei werden die halogensubstituierten Substrate mit den
héchsten katalytischen Aktivititen umgesetzt. Unter diesen werden die an der or#ho-Position
substituierten am besten akzeptiert. Folglich sind orzho-Brom- [29], ortho-Chlor- [1],
ortho-lod- [32] und ortho-Fluoracetophenon [8] die am besten von CZXR umgesetzten
monosubstituierten Acetophenone. Weiterhin wird natiirlich auch
ortho-Cyanoacetophenon [35]  gut  akzeptiert, da  dessen  Cyanidgruppe  einen
Pseudohalogencharakter aufweist. Diese hohe katalytische Aktivitit kann durch die
mesomeren und induktiven Eigenschaften der Substituenten erklirt werden. Da
Halogensubstituenten einen (-)-I-Effekt haben wund somit die Elektronen des
Kohlenstoffatoms an sich ziehen, bildet sich ein Dipol, der den substituierten Phenylring und
die Carbonylgruppe umfasst. Zudem sind die Halogenatome Wasserstoffbriickenakzeptoren
und besitzen freie FElektronenpaare, die sie dem Molekil zur Mesomeriebildung zur
Verfugung stellen kénnen. Ebenso scheint eine Orbitaliberlappung vom or#ho-stindigem
Halogenatom und der Carbonylgruppe einen aktivierenden Einfluss auf die CZXR katalysierte
Reduktion zu haben. Die Summe der Effekte stellt nun den Grund fur die hohe katalytische
Aktivitit dieser Halogensubstrate dar. Da auch die Position des Substituenten eine gréBere
Rolle spielt, ist die stabilisierende Wirkung der freien Elektronenpaare des Halogens in
unmittelbarer rdumlicher Nihe des reaktiven Zentrums ein reaktionsentscheidendes
Kriterium.

Auch wird eine Keto-Enol-Tautomerie bei diesen Substraten festgestellt, deren
Geschwindigkeit mittels Deuteriumeinbau bei 'H-NMR-Messungen bestimmt werden kann.
Dabei zeigt sich, dass diese Tautomerie eine Rolle bei der Umsetzung der Substrate spielt,
denn die Substrate, deren Tautomere schnell isomerisieren, weisen eine hohere katalytische
Aktivitit auf als die, bei welchen keine oder eine sehr langsame Isomerisierung stattfindet.
Damit zeigt sich, dass die Dipolbildung bei den gut akzeptierten Substraten so stark
ausgeprigt ist, dass die Methylgruppe mit einbezogen wird.

An dieser Stelle sollten auch die drei Nitroacetophenone erwihnt werden, die
ebenfalls eine hohe katalytische Aktivitit aufzeigen. Dabei wird das ortho- [24] am
schlechtesten und das para-Nitroacetophenon [23] am besten akzeptiert. Die freien

Elektronenpaare der ortho-stindigen Nitrogruppe tragen also offensichtlich nur in einem
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kleinen Mal3stab zur Stabilisierung des Dipols bei. Durch die durchgefiihrten
in sitn NMR-Messungen der Umsetzung von para-Nitroacetophenon [23] stellt sich weiters
heraus, dass das Keton nur zum Teil reduziert wird und die Nitroacetophenone mit dem
Enzym parallel zu einem anderen Produkt reagieren. Bei dieser Nebenreaktion wird kein
NADH verbraucht, was ein weiteres Indiz gegen die Reduktion des Ketons ist. Auf Grund
der geringen Produktmenge, die bei der 7z sitzu NMR-Umsetzung entstanden sind, konnte bis
zum jetzigen Zeitpunkt dieses Produkt nicht charakterisiert werden. Ohne die Kenntnis der
Reaktion und des Produktes kénnen die zuvor bei den Halogenen getroffenen Annahmen
beziiglich des Einflusses von elektronischen und induktiven FEigenschaften sowie der
Substitutionsposition nicht ohne weiteres ibernommen werden. Deshalb kann an dieser
Stelle keine sinnvolle Aussage tber den Zusammenhang des Substituenten und der
katalytischen Aktivitat getroffen werden.

Weitere 7n situ NMR-Messungen werden mit den Substraten or#ho-Chlor- [1],
ortho-Brom- [29] und ortho-Aminoacetophenon [5] durchgefiihrt. Dabei werden keine
unerwarteten Beobachtungen gemacht. Der NADH-Verbrauch spiegelt den Umsatz im
Verhiltnis 1:1 wider, auch kénnen keine Zwischenstufen oder Nebenprodukte nachgewiesen
werden.

Die Herstellung der monosubstituierten Acetophenone stellt mit wenigen
Ausnahmen keine gréflere Schwierigkeit dar und gelingt in angemessenen Ausbeuten und
Uber kurze Synthesewege. Dies liefert eine groflere Anzahl an unterschiedlichen Substraten,
deren katalytische Aktivitit bestimmt werden kann. or#ho-Bromacetophenon [29] ist das mit
Abstand am aufwendigsten herzustellende Substrat, da die Ausbeute der abschlieBenden
Kettenverlingerungs-Reaktion in der Synthese besonders niedrig ausfillt. Ob diese geringe
Reaktivitit als Hinweis auf die hohe katalytische Aktivitit der nachfolgenden
enzymbkatalysierten Reduktion interpretiert werden kann, ist nicht zu verifizieren. Dazu
fehlen Vergleichswerte, da nur ortho-lodacetophenon [32] als weiteres halogeniertes Substrat
synthetisiert wird. Dessen Herstellung gelingt mit 62 % Ausbeute und die katalytische
Aktivitit der Reduktion ist um den Faktor vier kleiner als die des
ortho-Bromacetophenons [29]. Die anderen beiden halogenierten Acetophenone, im
Speziellen ortho-Chloracetophenon [1], dessen katalytische Aktivitit am héchsten ist, wurden
kommerziell erworben.

Mit Hilfe von spektroskopischen Methoden wird im Rahmen dieser Arbeit ein
moglicher Zusammenhang zwischen der katalytischen Aktivitit und des o-Hammet-Werts

untersucht. Dies wird zum Einen mit Hilfe von NMR-spektroskopischen Messungen der
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Substrate ermittelt. Wie im Kapitel 4.3 in dieser Arbeit veranschaulicht, wrrden mehrere
NMR-Shifts von Atomen, die mehr oder weniger nahe am Reaktionszentrum liegen,
miteinander verglichen mit dem Versuch, einen Zusammenhang mit der gemessenen
katalytischen Aktivitit herzustellen. Nicht bei jeder dieser Korrelationen zeigt sich eine
Abhingigkeit der beiden Werte. So ergeben zum Beispiel die “C-NMR-Carbonylshifts
keinen sinnvollen Zusammenhang mit der katalytischen Aktivitit der CZXR katalysierten
Substratumsetzung. Die Unterschiede der “C-NMR-jps0-Kohlenstoffshifts weisen einen
quasi konstanten Wert auf, der unabhingig von der Aktivitit ist. Ein dhnliches Verhalten
zeigen die “C-NMR-Shifts der Methylkohlenstoffe. Nicht so die 'H-Shifts der
Methylprotonen. Trotz einer relativ starken statistischen Streuung der Messwerte in
Abbildung 20 kann ein eindeutiger Zusammenhang festgestellt werden. Je hoher der
"H-NMR-Shift ist, desto hoher ist die katalytische Aktivitit. Dieses Verhalten steht im
direkten Zusammenhang mit der zuvor beschriebenen Keto-Enol-Tautomerie, welche einen
schwachen aber merklichen Einfluss auf die 'H-NMR-Shifts hat.”" Alles in allem muss jedoch
gesagt werden, dass die Korrelationen der NMR-Shifts der jeweiligen Atome mit den
entsprechenden katalytischen Aktivititen der entsprechenden Substratumsetzungen nicht
zum gewinschten eindeutigen Ergebnis fihrt. Es konnen zwar lineare Zusammenhinge
gefunden werden, aber diese sind meist konstant oder die Streuung der Messwerte ist zu
hoch, um gute Vorhersagen zu treffen.

Bei weiteren Korrelationen werden die NMR-Shifts einzelner Atome mit den in der
Literatur bekannten c-Hammet-Werten der substituierten Phenylringe in Zusammenhang
gebracht. Auch bei dieser Versuchsreihe werden die zuvor benutzen Atome zum Vergleich
herangezogen. Dabei werden sowohl bei den zpso-Kohlenstoffen, als auch bei den
Methylprotonen ein eindeutiger linearer Zusammenhang zwischen der katalytischen Aktivitit
und den o-Hammet-Werten festgestellt. Wie in den Darstellungen in Abbildung 14 und
Abbildung 16 zu erkennen ist, weichen jedoch einige Substrate deutlich von diesem
Zusammenhang ab. Hierbei handelt es sich bei den ipso-"C-NMR-Shifts um
ortho-Hydroxy- [12], ortho-Amino- [5], ortho-Fluor- [8], ortho-Iod- [32] und bei den
"H-NMR-Shifts der Methylprotonen um para-Acetoxy- [39] und
meta-Acetaminoacetophenon [40]. Abgesehen von den beiden Verbindungen or#ho-Fluor- [8]
und ortho-lodacetophenon [32] kénnen die Abweichungen durch einfache chemische
Uberlegungen begriindet werden. Es handelt sich nimlich jeweils um Substrate, dessen
Substituent eine Wasserstoffbriickenbindung als Donor oder als Akzeptor sehr gut eingehen

kann. Als Voraussetzung fiir die abweichenden Werte kann die Substitutionsposition und ein
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guter wasserstoffspendender oder -abstrahierender Substituent genannt werden. Durch die
Erkenntnis, dass die 7pso-Kohlenstoffe und die Methylprotonen in einem linear steigenden
Zusammenhang  zu  den o-Hammet-Werten stehen, kénnen diese zur
groBenordnungsmilligen Abschitzung von diesen verwendet werden.

Als weitere spektroskopische Methode wird die IR-Spektroskopie verwendet. Dabei
wird nur die fur ein Keton signifikante Carbonylbande fiir die Auswertung herangezogen. Es
werden, wie bei der NMR-spektroskopischen Untersuchung, Vergleiche mit der katalytischen
Aktivitit und mit dem o-Hammet-Wert gezogen. Dabei kann bei beiden Vergleichen ein
eindeutiger linearer Zusammenhang erkannt werden: Je hoher die Wellenzahl der

Carbonylbande, desto hoher die katalytischen Aktivitit oder der o-Hammet-Wert. Auch in

diesem Fall liegt die Tendenz zu Ausnahmen bei der Korrelation mit den o-Hammet-Werten
niedriger als beim Vergleich mit der katalytischen Aktivitit. Doch auch diese kénnen mit
denselben Uberlegungen beziiglich der Wasserstoffbriickenbindung, die zuvor erwihnt
wurde, begrindet werden. Somit zeigt sich, dass die Wellenzahlen der Carbonylbanden als
Mittel zur Vorhersage der katalytischen Aktivitit und auch fir eine Abschitzung des
o-Hammet-Wertes herangezogen werden kénnen.

Zudem wird noch geprift ob die gemessene katalytische Aktivitit der Substrate mit
dem o-Hammet-Wert in direkter Korrelation steht. Dabei ergibt sich ein ,,optimaler*

o-Hammet-Wert, der einen Wert um 0,7 annimmt. Alle anderen Substrate mit niedrigeren

oder hoheren o-Hammet-Werten weisen eine deutlich niedrigere katalytische Aktivitit auf.
Auch wird diese Abhingigkeit in Zusammenhang mit der Substitutionsposition gepriift und
mittels ~ Tabellenkalkulationsprogramm  optimiert. Dabei ist fir die einzelnen
Substitutionspositionen ein linearer Anstieg zu erkennen. Durch diesen Zusammenhang
kann mittels mathematischen Berechnungen auf die katalytische Aktivitit eine Substrates
ruckgeschlossen werden.

Die katalytischen Aktivititen werden an der TU Graz von Regina Kratzer mittels
UV-Spektrometer gemessen. Dabei wird, wie schon im Kapitel 2.3 beschrieben, die
Konzentrationsinderung des Koenzyms NADH bei einer spezifischen Wellenlinge (340 nm)
bestimmt. Da der Verbrauch von NADH und der Substratumsatz im Verhiltnis 1:1 steht,
kann somit auf die Menge des umgesetzten Substrates riickgeschlossen werden. Nun ist diese
Methode davon abhingig, dass die UV-Absorption des Substrates bei 340 nm nicht zu hoch
ist, denn ansonsten wird die Messung beeinflusst oder ist nicht sinnvoll durchftihrbar. Da die

monosubstituierten Acetophenone unter anderem aus einem Phenylring bestehen, der
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bekanntlich ein m-Elektronensystem aufweist, absorbieren diese somit selbst im kritischen
Wellenlingenbereich. Das fithrt dazu, dass bei manchen Substraten (zum Beispiel die Nitro-
und Cyanidverbindungen) die Substratkonzentration sehr niedrig gewahlt werden muss, um
nicht tber die obere Grenze der Methode zu gelangen. Folglich ist die Menge des
einzusetzenden Substrates so gering, dass dieses wiederum nur eine kleine
Konzentrationsinderung des NADHs bewirkt. Diese Konzentrationsinderungen sind oft an
der unteren Nachweisgrenze, was zu grofen Fehlern bei der Bestimmung der katalytischen
Aktivitit fihrt. Somit ist fir die Fortsetzung der Untersuchungen zu iberlegen, ob diese
schnelle Screening Methode fiir solch ein komplexes System zielfithrend ist, oder ob eine
alternative Moglichkeit gesucht werden muss. Hierfiir bietet sich zum Beispiel eine
in sitn IR-Messung an. Bei den bereits durchgefihrten IR-Messungen zeigt sich, dass die
Carbonylbande gut zu verfolgen ist und somit die Mdéglichkeit besteht, diese analytische
Methode zur Aktivititsmessung heran zu ziehen. Hierbei wiirde die direkte Abnahme des
Substrats an dessen Carbonylbande gemessen werden. Eine weitere Alternative wire die
in sitn NMR-Spektroskopie. Auch wenn diese Methode mit einem héheren zeitlichen und
technischen Aufwand verbunden ist, hitte sie die Vorteile, dass die entstandenen Produkte
moglicherweise direkt identifiziert werden und eventuelle Zwischen- und Nebenprodukte
erkannt wiirden.

Um mehr Informationen tber die Umsetzung und Bindung der Substrate an dem
Enzym zu erhalten, werden die STD-NMR-Messungen durchgefithrt. Die in Kapitel 4.6
genannten Verbindungen werden vermessen und bringen unterschiedliche Ergebnisse. Dabei
zeigt sich, dass alle Verbindungen auch unspezifische an das Enzym binden. Durch Zugabe
des Koenzyms fir die Ruckreaktion verindert sich diese Bindung gering. Aus diesen
Ergebnissen kénnen jedoch keine Rickschliisse, auller dass der spezifische Bindungsanteil
zunimmt, gezogen werden. Weiters zeigt die Verbindung or#ho-Aminoacetophenon |[5],
welche eine niedrige katalytische Aktivitit aufweist, ebenfalls nur geringfiigige Anderungen
der STD-NMR-Signale bei der Reaktionslésung im Vergleich zu den anderen
Acetophenonen. Dies kann durch die schlechte Bindung und den dadurch auch schlechten
Umsatz erklirt werden. Von grolem Interesse war die Reaktionsmessung von
ortho-Chloracetophenon [1], denn diese Verbindung zeigt eine hohe katalytische Aktivitit.
Auch mit der STD-NMR-Messung kann dies bestitigt werden, zudem verindern sich die
Signalverhiltnisse gegentiber der Messung mit orzho-Aminoacetophenon [5]. Die erhaltenen
STD-Effekte dieser Verbindung sind hoch, was auf ein gutes Fitting schlieBen lasst. Jedoch

zeigt das Experiment, dass das Substrat auch eine hohe Dissoziation aufweist, ohne dabei
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umgesetzt zu werden. Die relativen Substratsignalintensititen bleiben wihrend der Reaktion
erhalten, jedoch nehmen die Gesamtintensititen zu Gunsten des Produktes ab, was auf die
Konzentrationsinderung von NADH und Substrat zuriickzufiihren ist. Weiters sind die
Produktsignalintensititen deutlich hoher als bei der Messung von der Riickreaktion. Die
Riickreaktion mit 1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [2] und NAD" zeigt ebenfalls eine Verinderung
des Signalverhiltnisses, wobei die relativen Signalintensititen niedriger sind, als bei der
Messung mit NADH. Da dabei aber eine Bindung vorliegen muss, liegt es nahe, dass es nicht
zu einer schlechteren Bindungssituation kommt, sondern die Bindungszeit linger ist und
dadurch niedrigere STD-Effekte erzielt werden. Diese Tatsache kénnte auch eine Erklirung
fir die Unterschiede der relativen Signalintensititen der beiden Messungen
1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [2] mit NAD" und o#ho-Chloracetophenon [1] mit NADH sein,
denn in der Reaktionsmessung mit dem Substrat ist die Affinitit des orzho-Chloracetophenon
[1] zum Enzym groBer als die des Produktes. Weiters wird die Bindungszeit des
1-(2-Chlorphenyl)-ethanol [2] verkiirzt und die STD-Effekte dadurch vergroert.

Eine weitere Aufgabenstellung dieser Arbeit besteht darin, die entstandenen
Alkohole auf ihre Enantiomerenreinheit zu prifen und, wenn diese enantiomerenrein
vorliegen, die Absolutkonfiguration zu bestimmen. Dabei stellt sich heraus, dass der
entstandene  Alkohol eine  Enatiomerenreinheit von 999 %  aufweist.  Die
Absolutkonfiguration wurde mittels drei Methoden bestimmt, da die ersten zwei Verfahren
widerspriichliche Ergebnisse liefern. Diese beiden Methoden sind die Bestimmung mittels
HPLC und Referenzprobe, sowie die Bestimmung mittels Synthese des Mosheresters und
anschlieBenden Vergleich der NMR-Spektren. Dabei ergibt die HPLC-Methode die
(R)-Konfiguration des Alkohols und die Mosher-Methode die (§)-Konfiguration. Eine
Kontrolle der HPLC-Referenz ergibt jedoch, dass diese nicht den gewtinschten
(R)-1-(2-Chlorphenyl)-Ethanol [2] enthalt. Somit verliert diese Methode ihre Aussagekraft.
Um nicht allein von der Mosherester-Methode abhingig zu sein, wird eine weitere
Bestimmung herangezogen. Dabei handelte es sich um die Bestimmung des Drehwertes, der
dann mit einem in der Literatur bekannten Wert abgeglichen wird.””***™ Dies fiihrt
wiederholt zu dem Ergebnis, dass das entstandene Produkt ein (§)-Alkohol ist.

Dazu ist noch zu erwihnen, dass die Drehwertbestimmung und die HPLC-Messung
nur mit dem Produkt des or#ho-Chloracetophenons [1] durchgefithrt worden ist. Die
Mosher-Methode wird dartberhinaus fiir die Untersuchung des Produktes der
ortho-Bromacetophenon [29] Reduktion eingesetzt. Dies fithrt zu dem Ergebnis, dass auch

dieser Alkohol eine (§)-Konfiguration aufweist.
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Rickblickend auf die Frage- und Aufgabenstellung, die im Kapitel 1.3 formuliert ist,
konnen alle Themengebiete bearbeitet und alle Aufgabenstellungen gelost werden. Es
wurden 20 monosubstituierte Acetophenone als Substrate synthetisiert und neun
kommerziell erworben. Die katalytische Aktivitit von deren Umsetzung mit dem Enzym
CAXR wird in der Folge bestimmt. Von den Produkten der beiden am besten akzeptierten
Substrate wird die Absolutkonfiguration ermittelt. Hs sind mehrere spektroskopische
Methoden zur Bestimmung von Zusammenhingen zwischen der katalytischen Aktivitit und
des o-Hammet-Werts gefunden werden. Ebenso kénnen Aussagen iiber die Bindung des
Substrates an das Enzym gemacht werden.

Es werden jedoch nur monosubstituierte Acetophenone untersucht. Bei einer
weiteren Substitution am Aromaten ist zu erwarten, dass eine weitere Steigerung der
katalytischen ~Aktivitit erzielt wird. Desweiteren konnten die enantiomerenreinen
entstandenen Alkohole als Synthesebausteine fir die Herstellung von chiralen Produkten
verwendet werden. Dafiir sollte idealerweise noch eine weitere funktionelle Gruppe in das
Molekiil eingebracht werden, um einen weiteren Syntheseweg zu erleichtern. Dies setzt
jedoch wieder voraus, dass dieses neue Substrat vom Enzym C7XR akzeptiert und mit hoher
katalytischer Aktivitit umgesetzt wird. Eine solche Untersuchung fithrt zur Erhéhung der
Anzahl der zu testenden Substrate. Abgesehen von diesen Tatsachen und den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit ist zu schlieBen, dass dieses Enzym noch weitere bis dato
ungetestete Substrate dhnlich oder besser umsetzt. Somit wird die noch zu testende
Substratpalette immer groBer und die Rufe nach neuen Substraten werden immer lauter.
Ungeachtet dessen sollten die Probleme und die bis dato noch nicht bearbeiteten Fragen, die
in dieser Arbeit aufgetreten sind, nicht vernachlissigt werden. Ebenso sollten alternative
Methoden zur Bestimmung der katalytischen Aktivitit fur Substrate, die UV-Licht
absorbieren, gefunden werden. Desweiteren stellt sich die Herausforderung, die
Umsetzungsprodukte der Nitroacetophenone zu entschliisseln, um sich mit der Frage nach
der Reaktion dieser Umsetzung zu beschiftigen. Schlussendlich bleibt zu sagen, dass nur ein
sehr kleiner Bereich der CZXR katalysierten Umsetzungen in dieser Arbeit untersucht wird.
Wobei selbst dieser, neben den Ergebnissen, noch weitere Fragen aufwirft und weitere

Forschungsansitze liefert.
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6 Zusammenfassung

In Zuge dieser Arbeit werden 29 monosubstituierte Acetophenone als Substrate
synthetisiert oder kommerziell erworben. Diese werden mit dem Enzym Candida tenuis
Xylose Reduktase (CZXR) umgesetzt, dessen natiirliches Substrat Xylose ist. Dadurch werden
die katalytischen Aktivititen der einzelnen Substratumsetzungen bestimmt. Es zeigt sich,
dass es mehrere Substrate gibt, deren Reduktion eine hohere katalytische Aktivitit als das
natiirliche Substrat aufweisen. Als Beispiel sei nur o7#ho-Chloracetophenon [1] genannt. Dabei
stellt sich heraus, dass einige Substituenten an der ortho-Position eine Erhohung der
katalytischen Aktivitit erzielen. Hiervon zeigen die Halogene und Pseudohalogenide die
stirksten aktivierenden Einflisse. Diese Tatsachen konnen durch elektronische und
induktive Effekte sowie durch rdumliche Nihe zum Reaktionszentrum erklirt werden. Auch
haben die Halogene an or#ho-Position einen groen Einfluss auf die Keto-Enol-Tautomerie,
denn bei diesen Substraten ist in D,0O ein H/D-Austausch an der Methylgruppe am
schnellsten. Somit kann ein FEinfluss dieser Tautomerie auf die katalytische Aktivitit
nachvollzogen werden.

Von den beiden am besten akzeptierten Substraten werden gréBere Mengen
umgesetzt, um weitere Untersuchungen beztiglich Absolutkonfiguration durchzufthren.
Dabei stellt sich heraus, dass es sich bei dem Produkt um ein 99,9 % reines Enantiomer des
jeweiligen Alkohols handelt. Dieser wird dann mit mehreren Methoden auf seine
Absolutkonfiguration untersucht. Das Endergebnis legt eine (§)-Konfiguration vor.

Desweiteren  werden iz situ NMR-Messungen durchgefihrt, um eventuell
entstehende Zwischen- und Nebenprodukte zu beobachten. Solche kénnen auch bei der
Umsetzung der Nitro-substituierten Substrate detektiert werden. Jedoch kann das
entstandene Nebenprodukt auf Grund der geringen Menge nicht ausreichend analysiert
werden, um eine Aussage Uber dessen Struktur zu treffen. Die anderen
in sitn NMR-Messungen  verlaufen unauffillie und zeigen klare und schlissige
Reaktionsverldufe der enzymkatalysierten Reduktionen.

Eine weitere Aufgabe dieser Arbeit besteht darin, einen Zusammenhang zwischen
spektroskopischen Methoden und der katalytischen Aktivitit oder des o-Hammet-Werts der

substituierten Phenylgruppen zu finden. Die zur Verfigung stehenden Methoden sind
NMR-Shifts der einzelnen "H- und "C-Atome und die IR-Carbonylbanden der Substrate.

Dabei zeigt sich, dass die Wellenzahlen der IR-Carbonylbanden einen linear steigenden
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Zusammenhang, sowohl mit der katalytischen Aktivitit als auch mit dem o-Hammet-Wert,
haben. Aullerdem werden die NMR-Shifts von dem Carbonyl-, /ps0- und Methylkohlenstoff
sowie den Methylprotonen gemessen und mit den katalytischen Aktivititen und
o-Hammet-Werten korreliert. Dabei weisen nur Methylprotonen einen linear steigender
Zusammenhang auf, aus den restlichen Korrelationen sind keine oder nur eine konstante
lineare Abhingigkeiten voneinander zu erkennen.

Mittels STD-NMR-Messungen koénnen Informationen tber die Bindung der
Substrate an das Enzym gewonnen werden, dabei bestitigen sich die Ergebnisse aus den
Aktivititsmessungen. Zudem zeigt sich, dass die Substrate auch unspezifisch an dem Enzym
binden und mit dem entsprechenden Koenzym eine spezifische Bindung eingehen, sofern sie
umgesetzt werden. Zwischen Substrat und Produkt durfte eine Bindungskonkurrenz
vorliegen.

Der kleine Teil der Substratakzeptanz, den diese Arbeit abdeckt, bringt
Uberraschende Ergebnisse. So kann der aus der Umsetzung entstandene Alkohol etwa als

enantiomerenreiner Synthesebaustein verwendet werden.
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7 Abstract

The main aim of this work was to investigate the catalytic activity of
monosubstituted acetophenones in reaction with the enzyme C7ZXR. Therefore,
29 acetophenone-derivatives have been synthesized. The catalytic activities of CZXR catalysed
transformation of these substrates varies over a large range of values. Hence, the dependence
of the catalytic activity, spectroscopic data, and o-Hammet-values of the substituted
acetophenones was investigated. The used methods are NMR-spectroscopy and
IR-spectroscopy. The IR-method showed the best correlation between C=Obinds and the
catalytic activity. Furthermore iz situ NMR and STD-NMR of selected CZXR catalysed
reactions have been measured in order to study transformation and substrate-enzyme
binding. Since some products were synthesized with a high catalytic activity the absolute
configuration of them was on note. In answer to this question the mosher esters and the
optical rotation of the products were measured, and showed enantiomerically pure

(§)-absolute configuration.
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