UNIA EUROPEJSKA ** %
KAPITAL LUDZKI ROPEJSKA S

NARODOWA STRATEGIA SPOJNOSCI ol
FUNDUSZ SPOLECZNY * 5 *

* %

Kondensacja acyloinowa benzaldehydu przy
uzyciu drozdzy

Instrukcja do zajec¢ laboratoryjnych z przedmiotu
Biotechnologia
Dla studentdw kierunku Chemia specjalno$¢ Chemia Bioorganiczna

Materiaty zostaty wykonane w ramach realizowanego na Politechnice Slaskiej projektu nr UDA-POKL.04.01.01-00-114/09-01
pt.: ,Unowoczesnienie i rozszerzenie oferty edukacyjnej na kierunku Chemia na Wydziale Chemicznym Politechniki Slgskiej —
otwarcie specjalnosci Chemia Bioorganiczna” wspétfinansowanego ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego

Funduszu Spotecznego.



Kondensacja acyloinowa benzaldehydu przy uzyciu drozdzy

CEL CWICZENIA

Celem ¢wiczenia jest :

e otrzymanie w reakcji kondensacji acyloinowej odpowiedniego a-hydroksyketonu
oraz diolu o okreslonej konfiguracji stereogenicznej wykorzystujac jako
biokatalizatorow réznego rodzaju drozdzy,

e Pomiar skrecalnosci optycznej otrzymanych produktéw tj, a-hydroksyketonu oraz
diolu,

e Analiza widm magnetycznego rezonansu jadrowego (‘HNMR, BCNMR)
otrzymanych produktow.

PODSTAWY TEORETYCZNE

Enzymy s3 czesto wykorzystywane w syntezie organicznej w celu tworzenia wigzan C-C
jako efektywne biokatalizatory. Handlowo dostepne enzymy sg stosunkowo drogimi
preparatami dlatego tez, czesto w reakcjach enzymatycznych jako biokatalizatoréw uzywa
sie catych mikroorganizméw, a w szczegdlnosci komdrek drozdzy piekarniczych
(Saccharomyces cerevisiae). Drozdze mogg by¢ stosowane w postaci prasowanej, suchej,
liofilizowanej oraz immobilizowanej. Sg tanim i fatwo dostepnym surowcem. Reakcje z ich
udziatem mogg by¢ przeprowadzane zarowno w wodzie jak i rozpuszczalnikach
organicznych. Komdérki drozdzy wykorzystywane sg do syntezy wielu enzymow, natomiast
najczesciej stosuje sie je w mikrobiologicznych redukcji zwigzkédw karbonylowych.

Asymetryczna kondensacja acyloinowa jest pierwszg reakcjg organiczng z udziatem drozdzy
piekarskich jako biokatalizatoréw opisang w literaturze w 1921. Autorami tej reakcji sg
Nauberg i Hirch, ktérzy to przeprowadzili kondensacje benzaldehydu przy uzyciu aldehydu
octowego oraz drozdzy piekarskich. Reakcja ta cieszy sie duzym zainteresowaniem, poniewaz
w prostej reakcji one-pot otrzymujemy diol posiadajgcy dwa centra chiralnosci (Schemat 1).
W zwigzku z tym, mozna wykorzysta¢ pomiar skrecalnosci optycznej w celu zidentyfikowania
produktu koncowego tej reakcji. ldentyfikacja substancji metodg polarymetryczng polega na
wyznaczeniu jej skrecalnosci wiasciwej, ktdra jest wielkoscig indywidualng kazdej substancji.

drozdze CH, drozdze
H ; : —_—

glukoza CH3CHO

47 %, 97% ee
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Schemat 1

Asymetryczna kondensacja acyloinowa jest przyktadem reakcji formowania sie wigzania C-C.
W reakcji tej bierze udziat fragment dwuweglowy, ktéry to pochodzi z dekarboksylacji kwasu
pirogronowego, ktory przenoszony jest przez dekarboksylaze pirogronianowg (PDC)
w wyniku czego tworzy sie odpowiedni (R)-a-hydroksyketon. W reakcji tej uczestniczy
réwniez pirofosforan tiaminy, ktéry petni role koenzymu. Powstaty (R)-a-hydroksyketon
moze dalej ulega¢ reakcji w obecnosci drozdzy i by¢ redukowany do odpowiedniego
erytrodiolu o czystosci optycznej 90% . Reakcja kondensacji oraz dalszej redukcji daje
produkt koncowy (erytrodiol) z wydajnoscig ok. 35%.

Reakcja ta zostata réwniez rozszerzona na inne substraty takie jak: podstawione
benzaldehydy, naftaleno-aldehydy oraz furylo-aldehydy. a-Hydroksyketony powstajgce
w wyniku opisywanej kondensacji sg waznymi substratami w syntezie organiczne;j.
Przyktadem takiego zastosowania jest synteza (-)-efedryny z chiralnego prekursora
(hyroksyketonu) (R)- fenyloacetylokarbinolu (Schemat 2).

0] OH OH
drozdze CH3NH
H *+ CHyCHO 20 —
piekarskie Ho/Pt
o NHCH;
(R) - fenyloacetylokarbinol (1R, 2S)- efydryna
Schemat 2

Kondensacja acyloinowa pod wzgledem chemicznym polega na reakcji estréw z sodem we
wrzgcym eterze lub benzenie (Schemat 3). Produktami tej reakcji sg odpowiednie
o-hydroksyketony nazywane rowniez acyloinami.

Na H20 H
2RCOOR ———» R—C=—C—R —* R—C—C—R
wien || [
ONa ONa OH O
Schemat 3

Mechanizm reakcji kondensacji acyloinowej nie jest doktadnie znany, spekuluje sie, ze
produktem przejsciowym tej reakcji jest dwuketon RCOCOR, poniewaz widoczny jest on jako
produkt uboczny. W zwigzku z tym reakcja ta biegnie najprawdopodobniej wedtug ponizszego
schematu 4:
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Schemat 4

W wyniku w/w kondensacji acyloinowej mozna otrzymac¢ acyloiny o dtugich taricuchah, np.:
z grupami R=Cy7H3s jednak w przypadku estrow posiadajacych duzy ciezar czasteczkowy jako
rozpuszczalnik stosuje sie toluen lub ksylen. Kondensacje acyloinowg we wrzgcym ksylenie
wykorzystuje sie do otrzymywania acyloin cyklicznych z dwusterow.

PRZEBIEG CWICZENIA

Kondensacja acyloinowa benzaldehydu przy uzyciu drozdzy

Odczynniki:

e Drozdze piekarskie (Swieze, suszone), drozdze winne,
e Benzaldehyd (Swiezo destylowany)
¢ Acetaldehyd

* Glukoza
¢ Woda
e Celit

e QOctan etylu

* Heksan

e Siarczan magnezu (MgSQ,)
* Etanol

e léd

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:

* Mieszadto magnetyczne

e Strzykawki jednorazowe (1ml)
*  Woyparka rotacyjna

e Piytki TLC

e Komora rozwijajgca
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e Kapilary

* Dipol magnetyczny

* Saczki lub bibuta filtracyjna
* Wata kosmetyczna

e Lejek Blichnera

e Rozdzielacz (250 ml)

¢ Kolbki stozkowe ptaskodenne (250 ml)
e Cylinder miarowy 100 mi

* Szkietka zegarkowe

* Lejki szklane

e Szpatutki metalowe

e  Termometr (20°C)

Wykonanie éwiczenia

W kolbie stozkowe] o pojemnosci 100 ml umiesci¢ wczesniej odwazone drozdze (6g)
i glukoze (5 g), a nastepnie doda¢ 30 ml wody. Catos¢ miesza¢ w temperaturze
otoczenia (20°C) przez 15 minut. Nastepnie do mieszaniny doda¢ za pomoca
strzykawek jednorazowych benzaldehydu (0.3 ml) oraz acetaldehydu* (0.40 ml)
i pozostawi¢ na mieszadle magnetycznym przez ok. 90 minut tj. do zaniku
benzaldehydu. Reakcje kontrolowa¢ co 15 minut za pomocg TLC (3:1 heksan/octan
etylu), Rf benzaldehydu wynosi 0.88 natomiast hydroksyl ketonu 0.54.**

* Przed dodaniem acetaldehydu do mieszaniny reakcyjnej z uwagi na fakt jego niskiej
temperatury wrzenia tj 21°C nalezy schtodzi¢ w zamrazalniku przez ok. 15 minut
strzykawke do odmierzania tej substancji

** Na tym etapie reakcji po zaniku benzaldehydu prawdopodobnie na ptytce TLC
beda widoczne tylko dwa produkty tj. hydroksyl keton raz alkohol benzylowy, ktére
majg w przyblizeniu taka sama wartos$c Rf (0.54)

Po uptywie 90 minut (zaniku benzaldehydu —analiza TLC) mieszanine reakcyjng
podzieli¢ na dwie czesci i podpisac roztwor nr.1 i roztwor nr.2.

a.) Do roztworu nr.2 doda¢ kolejng porcje drozdzy (3.2 g) oraz glukozy (3 g). Catos¢
mieszac przez ok. 2 godziny do zaniku benzaldehydu i hydroksy ketonu — analiza
TLC co 20 minut (3:1 heksan/octan etylu), Rf produktu koncowego tj.
odpowiedniego diolu wynosi 0.14.

b.) Do roztworu nr 1 dodac celit 10g, wymiesza¢ i catos¢ przesaczyé przez lejek
Blchnera pod zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie osad przemy¢ duzg iloscig
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3.

wody ok. 50 ml. Przesgcz przelaé do rozdzielacza i przemy¢ 4x75 ml octanem
etylu. Kolejno potgczy¢ ekstrakty organiczne i wysuszy¢ siarczanem magnezu.
Nastepnie odsgczy¢ Srodek suszacy ( siarczan magnezu), a rozpuszczalnik (octan
etylu) odparowaé na wyparce rotacyjnej. Z otrzymanej mieszaniny przygotowacd
probke NR 1 i zmierzy¢ skrecalnos$¢ optyczng otrzymanego produktu. Nastepnie
przygotowaé prébke w celu wykonania widm *HNMR oraz”*CNMR odwazajac do
kuwety 30 mg prébki NR 1 i dodajgc 0.5 ml deuterowanego metanolu. Widma
'HNMR oraz*CNMR zostang wykonane przez prowadzacego i dostarczone
studentom w wersji papierowej lub elektronicznej.

Po uptywie 2 godzin do roztworu nr 2 doda¢ celit 10g, wymieszac i catos¢ przesaczyé
przez lejek Bilchnera pod zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie osad przemy¢ duzg
iloscig wody ok. 50 ml. Przesacz przela¢ do rozdzielacza i przemyé 4x75 ml octanem
etylu. Kolejno potgczyé ekstrakty organiczne i wysuszy¢ siarczanem magnezu.
Nastepnie odsgczy¢ Srodek suszacy ( siarczan magnezu), a rozpuszczalnik (octan etylu)
odparowaé na wyparce rotacyjnej. Z otrzymanej mieszaniny przygotowac prébke NR 2
i zmierzy¢ skrecalno$¢ optyczng otrzymanego produktu. Nastepnie przygotowac
probke w celu wykonania widm 'HNMR oraz*CNMR odwazajgc do kuwety 30 mg
prébki NR 2 i dodajac 0.5 ml deuterowanego metanolu. Widma *HNMR oraz>*CNMR
zostang wykonane przez prowadzgcego i dostarczone studentom w wersji papierowe;j
lub elektronicznej.

PRZYGOTOWANIE DO ZAJEC

1.

Przeczytaj uwaznie instrukcje i doktadnie przeanalizuj czynnosci oraz techniki

laboratoryjne opisane w czes$ci eksperymentalne;.

2.

Zapoznaj sie z zagrozeniami zwigzanymi z stosowanymi odczynnikami oraz

poszczegdlnymi czynnosciami wykonywanymi na zajeciach (karty charakterystyk).

3.

Zwro¢ uwage czy znasz nastepujgce pojecia: enzym, kondensacja acyloinowa,

stereoseletywnosc reakcji, nadmiar enancjomeryczny, skrecalnos¢ wtasciwa

4. Zastandw sie czy wiesz:

W jakim celu dodawana jest druga porcja drozdzy i glukozy do roztworu nr 2?

Jak powinno wyglgda¢ widmo 1HNMR i 13 C NMR benzaldehydu, alkoholu
benzylowego, otrzymywanego hydroksyketony oraz diolu
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OPRACOWANIE WYNIKOW

W celu opracowania sprawozdania nalezy umiescié:

a) krétki wstep teoretyczny na temat wykorzystania drozdzy jako biokatalizatoréow

w syntezie organicznej,

b) przebieg ¢wiczenia wraz z obserwacjami dokonanymi w trakcie doswiadczenia,

c) analize widm NMR prébek nr 1 i nr 2 z podaniem stosunkéw otrzymanych produktow,

d) poréwnanie wartosci skrecalnosci optycznej zmierzonej z wartosciami literaturowymi

(pozycja literaturowa 22 i 23).

e) z przeprowadzonych eksperymentdéw i analizy widm wyciggngé odpowiednie wnioski

konncowe.
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