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ΣΥΜΒΟΛΗ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΩΝ ΣΤΗΝ ΟΡΓΑΝΙΚΗ 

ΣΥΝΘΕΣΗ 

 

  Ένας από τους σημαντικότερους στόχους, που καθίστα τον τομέα της 

οργανικής σύνθεσης ως ένα ιδιαίτερα ελκυστικό μονοπάτι για τους χημικούς, είναι η 

διαλεύκανση των μηχανισμών οργανικών αντιδράσεων, για την ανακάλυψη πιο 

αποδοτικών αντιδραστηρίων και καταλυτών, με απώτερο σκοπό τη σύνθεση 

πολύπλοκων μορίων με σημαντική βιολογική αξία. Τα τελευταία χρόνια, στο κέντρο 

ενδιαφέροντος του παραπάνω τομέα βρίσκεται η στερεοελεγχόμενη σύνθεση οπτικώς 

ενεργών ενώσεων. Αυτό γίνεται εύκολα κατανοητό καθώς η βιολογική δραστικότητα 

οπτικώς ενεργών μορίων, τις περισσότερες φορές, εξαρτάται από τη διαμόρφωση των 

χειρόμορφων κέντρων τους. Ενδεικτικό παράδειγμα αποτελεί το μόριο της 

Penicillamine που χορηγείται, ως φάρμακο, για τη θεραπεία της νόσου Wilson, της 

ρευματοειδούς αρθρίτιδας αλλά και σε περιπτώσεις δηλητηριάσεων από χαλκό και 

μόλυβδο.
[1]

 

 

                                     

Σχήμα 1. (R), (S) εναντιομερή του μορίου της Penicillamine. 

 

Αξίζει να σημειωθεί πως το (S)-εναντιομερές της παραπάνω ένωσης έχει την 

αντιβιοτική δράση ενώ το (R)-εναντιομερές εμφανίζει τοξικές επιδράσεις στον 

ανθρώπινο οργανισμό (Σχήμα 1).
[1],[2]

    

Κατά την πορεία σύνθεσης παρόμοιων βιοενεργών μορίων, συχνά 

εμφανίζονται απαιτητικές αντιδράσεις χημικών αναγωγών. Ωστόσο, η ραγδαία 

εξέλιξη της βιοκατάλυσης και ειδικότερα των αντιδράσεων ενζυμικών αναγωγών, τις 

τελευταίες δεκαετίες, μπορεί να αντιμετωπίσει πολύ αποτελεσματικά τα 

προαναφερόμενα προβλήματα και να αντικαταστήσει επάξια τις κλασικές μεθόδους 

χημειοκατάλυσης. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι τα ένζυμα είναι πιο 

αποτελεσματικοί καταλύτες σε σύγκριση με τους χημικούς,
[3]

 με υψηλότερες 

ταχύτητες ενζυμικά καταλυόμενων αντιδράσεων. Αυτοί οι βιοκαταλύτες, δέχονται 

μεγάλη ποικιλία, είτε φυσικών είτε τεχνητών υποστρωμάτων και είναι ενεργοί κάτω 

από ήπιες συνθήκες γεγονός που οδηγεί στην ελαχιστοποίηση παράπλευρων μη 

επιθυμητών αντιδράσεων.
[3]

 Επιπλέον, είναι περιβαλλοντικά αποδεκτοί καταλύτες 
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καθώς αποικοδομούνται στο περιβάλλον και είναι λειτουργικοί σε υδατικά διαλύματα 

χωρίς να απαιτείται πάντα η χρήση οργανικών διαλυτών.
[3]

   

Εκτός των άλλων, ένα από τα σημαντικότερα πλεονεκτήματα που εμφανίζουν τα 

ένζυμα είναι η υψηλή ειδικότητα και η κάθε είδους εκλεκτικότητα που επιδεικνύουν. 

Η εκλεκτικότητα τους μπορεί να ταξινομηθεί σε μία από τις παρακάτω κατηγορίες:
[3]

  

 

 Χημειοεκλεκτικότητα  

Τα ένζυμα έχουν την ικανότητα να δρουν εκλεκτικά σε μια δραστική ομάδα του 

υποστρώματος χωρίς τη μετατροπή άλλων εξίσου δραστικών ομάδων του ίδιου 

μορίου. Παράδειγμα αποτελεί η ενζυμική σύνθεση της L-Carnitine (Σχήμα 2).
[4]

 

 

 

Σχήμα 2. Χημειοεκλεκτική αναγωγή στη σύνθεση της L-Carnitine. 

 

 Τοποεκλεκτικότητα   

Εξαιτίας της πολύπλοκης τρισδιάστατης δομής τους, έχουν την ικανότητα να 

διακρίνουν όμοιες λειτουργικές ομάδες οι οποίες βρίσκονται σε διαφορετικές θέσεις 

του ίδιου υποστρώματος. Ενδεικτικό παράδειγμα αποτελεί η αναγωγή της 2,4-

εξανοδιόνης με τον μικροοργανισμό Geotrichum candidum (Σχήμα 3).
[5]

 

   

                     

Σχήμα 3. Τοποεκλεκτική αναγωγή της 2,4-εξανοδιόνης. 

 

 Εναντιοεκλεκτικότητα  

Έχουν την ικανότητα να διακρίνουν ένα από τα δύο εναντιομερή ενός ρακεμικού 

μείγματος ή μια από τις εναντιοτοπικές επιφάνειες ή ομάδες του ίδιου μορίου, όπως 

φαίνεται στην αντίδραση εστεροποίησης του 2-υδροξυ-προπανικού αιθυλεστέρα με 

το ένζυμο Novozym 435 (Σχήμα 4).
[6]
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Σχήμα 4. Αντίδραση εστεροποίησης του 2-υδροξυ-προπανικού αιθυλεστέρα με το ένζυμο 

Novozym 435. 

 

 Διαστερεοεκλεκτικότητα   

Έχουν την ικανότητα να διακρίνουν ένα από τα δύο διαστερεομερή ενός ρακεμικού 

μείγματος ή μια από τις διαστερεοτοπικές επιφάνειες ή ομάδες του ίδιου μορίου, 

όπως και στην περίπτωση της αντίδρασης αναγωγής του 2-μεθυλο-ακετοξικού 

αιθυλεστέρα με τον μικροοργανισμό Klebsiella Pneumoniae IFO 3119 (Σχήμα 5).
[7]

 

 

    

 

Σχήμα 5. Διαστερεοεκλεκτική αναγωγή του 2-μεθυλο-ακετοξικού αιθυλεστέρα. 

 

Συμπερασματικά, η μοναδική αυτή εκλεκτικότητα που εμφανίζουν τα ένζυμα 

έχει καταστήσει τις βιοκαταλυτικές αναγωγές ως ένα πολύτιμο εργαλείο στα χέρια 

του συνθετικού χημικού. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα, πολύπλοκες συνθέσεις που έχουν 

περιγραφεί να επιταχύνονται σημαντικά και πλέον η στοιχειομετρική αναλογία των 

αντιδρώντων να υποκαθίσταται από καταλυτικούς παράγοντες.   
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ΚΕΤΟΡΕΔΟΥΚΤΑΣΕΣ 

 

Για την διεκπεραίωση της συγκεκριμένης πτυχιακής εργασίας, έχουν 

χρησιμοποιηθεί οι κετορεδουκτάσες. Οι κετορεδουκτάσες (KREDs) είναι ένζυμα που 

ανήκουν στην κατηγορία των οξειδορεδουκτασών και αποτελούν μέρος της 

οικογένειας των αφυδρογονασών.
[3],[7]

 Είναι από τα πιο μελετημένα ένζυμα των 

τελευταίων ετών και έχουν αναπτυχθεί σε αρκετά μεγάλο βαθμό.  Η φυσική 

αποστολή αυτών των βιοκαταλυτών είναι η κατάλυση αντίδρασεων αναγωγής 

καρβόνυλο ενώσεων. Με άλλα λόγια καταλύουν την εναντιοεκλεκτική αναγωγή 

διάφορων μη φυσικών κετονών δίνοντας κατά κύριο λόγο εναντιομερικώς καθαρές 

δευτεροταγείς αλκοόλες με αποτέλεσμα τη δυνατότητα σύνθεσης χειρόμορφων 

ενδιαμέσων με υψηλή εναντιομερική περίσσεια και χημική καθαρότητα. 

Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι ορισμένα από αυτά τα ένζυμα μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν είτε μέσα στο φυσικό τους περιβάλλον, όπως είναι οι 

μικροοργανισμοί και τα κύτταρα (whole cells), όποτε η προμήθεια του απαραίτητου 

συνένζυμου πραγματοποιείται συνεχώς από τα κύτταρα, είτε έπειτα από την 

απομόνωση τους, οπότε σε αυτήν την περίπτωση απαιτείται η προσθήκη συνενζύμου. 

Οι κετορεδουκτάσες απομονώνονται από διάφορους οργανισμούς
[8]

 και έπειτα 

υπερεκφράζονται κυρίως σε ξενιστές E.Coli, όπως συνέβη και με τα απομονωμένα 

KREDs που χρησιμοποιήθηκαν στη συγκεκριμένη μελέτη. Έτσι, προκειμένου οι 

συγκεκριμένες κετορεδουκτάσες να είναι δραστικές, είναι απαραίτητη η χρήση των 

συμπαραγόντων NAD(P)
+
 ή NAD(P)H.    

 

 

Σχήμα 6. Νικοτινάμιδο αδένινο δινουκλεοτίδιο (NAD
+
) και το 2’ φωσφορυλιωμένο άλας του 

(NADP
+
). 
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Τo νικοτινάμιδο αδένινο δινουκλεοτιδίου (NAD
+
) και το 2’ φωσφορυλιωμένο 

άλας του (NADP
+
), είναι οργανικά μόρια που συμμετέχουν στην εκάστοτε ενζυμικά 

καταλυόμενη αντίδραση. Ο νικοτιναμιδικός δακτύλιος των ενώσεων αυτών είναι 

οξειδοαναγωγικά ενεργός μπορώντας να δεχτεί ένα υδρίδιο ή δυο ηλεκτρόνια και ένα 

πρωτόνιο για το σχηματισμό των υδρογονωμένου παραγώγου NAD(P)H. Η 

αντίστροφη μεταφορά υδριδίου από το αναγωγικό υπόστρωμα στο NAD(P)
+
 και αυτή 

από το NAD(P)H στο οξειδωτικό, είναι στερεοεκλεκτική και χαρακτηριστική για 

κάθε ένζυμο ξεχωριστά. Κάθε ένζυμο είναι ικανό να μεταφέρει στερεοεκλεκτικά ένα 

από τα διαστερεοτοπικά υδρογόνα που βρίσκονται στη θέση C-4 του NADPH σε μια 

καρβονυλομάδα ενός υποστρώματος.
[9]

 

Η ανηγμένη και η οξειδωμένη μορφή του νικοτιναμιδιακού συμπαράγοντα 

είναι και οι δυο αποικοδομίσιμες σε υδατικά διαλύματα. Γενικά οι ανηγμένες μορφές 

είναι σταθερές σε βασικά διαλύματα ενώ οι οξειδωμένες μορφές είναι σταθερές σε 

βασικά διαλύματα.
[10],[11]

 

Αν και τα συνένζυμα είναι εμπορικά διαθέσιμα, το κόστος προμήθειας τους 

είναι αρκετά υψηλό. Έτσι, επιτακτική ήταν η ανάγκη ανάπτυξης διαφόρων 

συστημάτων αναγέννησής τους. Το αναγεννητικό σύστημα που χρησιμοποιείται για 

την ανακύκλωση του NADPH, με τις κετορεδουκτάσες της συγκεκριμένης μελέτης, 

είναι εκείνο της χρήσης αφυδρογονάσης της γλυκόζης και το βοηθητικό υπόστρωμα 

γλυκόζη, η οποία οξειδώνεται σε γλυκανικό οξύ, μετατρέποντας μέσω αναγωγής το 

NADP
+ 

σε NADPH. Έτσι, χρησιμοποιώντας το ανακυκλωτικό αυτό σύστημα το 

συνένζυμο μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε καταλυτική ποσότητα, αποφεύγοντας το 

μεγάλο κόστος της ενζυμικής αντίδρασης.   

     

                                    

 

Σχήμα 7. Σύστημα αναγέννησης GDH / γλυκόζη για την ανακύκλωση του NADPH. 
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Βιοκαταλυτικές αναγωγές με KREDs από την 

ερευνητική μας ομάδα 

 

Στην εξέλιξη του τομέα της Βιοκατάλυσης, σημαντική κρίνεται και η 

συμβολή του εργαστηρίου μας, Οργανικής Σύνθεσης-Βιοκατάλυσης με υπεύθυνη την 

κ. Σμόνου, με την παροχή πολύ σημαντικών αποτελεσμάτων. Οι ερευνητικές μελέτες 

που έχουν πραγματοποιηθεί, τα τελευταία δέκα χρόνια, αφορούν τις βιοκαταλυτικές 

αναγωγές πλήθους υποστρωμάτων κορεσμένων δικετονών, β-κετοεστέρων και β,δ-

δικετοεστέρων με απομονωμένες NADPH-εξαρτώμενες  κετορεδουκτάσες. 

Το 2005 παρουσιάστηκε για πρώτη φορά η διαστερεο- και εναντιοεκλεκτική 

αναγωγή α-αλκυλο-1,3-δικετονών και α-αλκυλο-β-κετοεστέρων με χρήση 20 

εμπορικά διαθέσιμων κετορεδουκτασών σε υψηλά ποσοστά μετατροπής με 

εξαιρετική εναντιοεκλεκτική και διαστερεοεκλεκτική περίσσεια.
[12]

 

 

 

 

Σχήμα 8. Στερεοεκλεκτικές ενζυμικές αναγωγές α-αλκυλο-1,3-δικετονών και α-αλκυλο-β-

κετοεστέρων. 

 

Το 2012 η ερευνητική δραστηριότητα προχώρησε στη μελέτη της ενζυμικής 

αναγωγής πιο πολύπλοκων υποστρωμάτων και συγκεκριμένα των β,δ-δικέτο 

εστέρων. Επιτεύχθηκε η στερεοεκλεκτική σύνθεση δ-υδρόξυ-β-κετοεστερών, β-

υδροξυ-δ-κέτοεστέρων και β,δ-διυδρόξυ εστερών, χρησιμοποιώντας 23 εμπορικά 

διαθέσιμες απομονωμένες NADPH-κετορεδουκτάσες. Με άλλα λόγια, έπειτα από 

ενζυμική ανγώγη του υποστρώματος 3,5-διοξοεξανοϊκός τριτ-βουτυλεστέρας, 

προέκυψαν επτά από τα οκτώ πιθανά στερεοϊσομερή σε υψηλή εναντιοεκλεκτική και 

διαστερεοεκλεκτική περίσσεια. Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν και σε ένα 
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στάδιο,
[13]

 στην ίδια φιάλη αντίδρασης, χωρίς απομόνωση του ενδιάμεσου προϊόντος 

της πρώτης αναγωγής.
   

 

 

Σχήμα 9. Πιθανά προϊόντα αναγωγής 3,5-διοξοεξανοϊκού τριτ-βουτυλεστέρα. 

 

Οι οπτικά ενεργοί δ-υδρόξυ-β-κετοεστέρες, β-υδροξυ-δ-κέτοεστέρες και β,δ-

διυδρόξυ εστέρες, είναι χρήσιμα ενδιάμεσα μόρια για τη σύνθεση πολλών φυσικών 

προϊόντων και φαρμακευτικών ενώσεων.  

Αξίζει να σημειωθεί, πως οι βιοκαταλυτικές αυτές μέθοδοι έχουν ήδη 

εφαρμοστεί στη σύνθεση πολλών φυσικών προϊόντων, όπως είναι τα Sitophilure,
[14]

 

Stegobinone,
[15]

 Stegobiol,
[16]

 και ο (R)-3-υδροξυ-εξανοϊκός –(S)-2-πεντυλεστέρας 

(συστατικό στο οποίο οφείλεται η οσμή της μπανάνας) (Σχήμα 10).   

 

 

 

Σχήμα 10. Φυσικά προϊόντα που προέκυψαν από στερεοεκλεκτικές αναγωγές με KREDs. 

 

Όλες οι παραπάνω αναφορές στις προηγούμενες ερευνητικές μελέτες με 

KREDs που πραγματοποιήθηκαν από την ομάδα του εργαστηρίου μας, τονίζουν τη 
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χρησιμότητα των ενζύμων αυτών στην οργανική σύνθεση, προς σχηματισμό 

πληθώρας βιολογικών και φυσικών προϊόντων με ευρεία εφαρμογή. 

 

Χρησιμότητα των α-αλκόξυ-β-κετοεστέρων στην 

οργανική σύνεση 

 

Οι α-αλκόξυ-β-κετοεστέρες είναι ενώσεις που περιέχουν δύο λειτουργικές 

ομάδες στο μόριο τους, μια κετο-ομάδα και μια εστερομάδα. Χαρακτηρίζονται από 

υψηλή λειτουργική αξία καθώς αποτελούν χρήσιμα ενδιάμεσα στη σύνθεση 

σημαντικών βιολογικών και φαρμακευτικών ουσιών.
[17 ]

 

Μια από τις σημαντικότερες εφαρμογές τους, ως πρόδρομα μόρια, εντοπίζεται 

στη σύνθεση των Tesaglitazar
[17],[21]

 και Navaglitazar.
[18],[21]

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 11. Tesaglitazar και Navaglitazar. 
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Τα Tesaglitazar και Navaglitazar χαρακτηρίζονται ως αγωνιστές PPARs που 

επηρεάζουν τη δράση των PPARs.
[19]

 Τα PPARs είναι μια ομάδα πρωτεϊνικών 

υποδοχέων που λειτουργούν ως μεταγραφικοί παράγοντες που ρυθμίζουν την 

έκφραση γονιδίων και παίζουν βασικούς ρόλους στη ρύθμιση της κυτταρικής 

διαφοροποίησης, ανάπτυξης και μεταβολισμού (υδατανθράκων, λιπιδίων).
[19]

  

Έχει βρεθεί ότι τα παραπάνω φάρμακα μπορούν να χορηγηθούν για τη 

θεραπεία του διαβήτη τύπου II,
[19]

 μια διαταραχή του μεταβολισμού που 

χαρακτηρίζεται από υψηλές τιμές γλυκόζης στο αίμα -στα πλαίσια της 

ινσουλινοαντίστασης- και σχετικά ανεπάρκεια ινσουλίνης.
[20]

   

 Στο παρακάτω σχήμα φαίνεται μια πορεία, που έχει προταθεί, για τη σύνθεση 

του Tesaglitazar με τη χρήση καταλυτών ρουθηνίου Ru(II).
[17]

 

 

 

 

  

   

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 12. Πορεία σύνθεσης του Tesaglitazar με καταλύτη Ru(II). 

 

Από όσα έχουν αναφερθεί, γίνεται αντιληπτή η χρησιμότητα των 

υποστρωμάτων αυτών στη σύνθεση γνωστών φαρμάκων αλλά και η χρήση τους στο 

πιθανό σχεδιασμό και ανάπτυξη νέων. Επομένως είναι πολύ σημαντικό, τα 

υποστρώματα αυτά να παρέχονται άμεσα, οικονομικά και εύκολα οπτικώς καθαρά. 

Διάφορες προσπάθειες σύνθεσης αυτών έχουν πραγματοποιηθεί, είτε χημικά είτε με 

καταλύτες, αλλά δεν εντοπίζεται στη βιβλιογραφία μελέτη σύνθεσης τους με KREDs.  

Για το λόγο αυτό, γενικός στόχος είναι η μελέτη σύνθεσης των α-αλκόξυ-β-

κετοεστέρων με KREDs. Στη συγκεκριμένη εργασία, μελετήθηκαν δυο υποστρώματα 

α-μεθόξυ-β-κετοεστέρων θέτοντας τις βάσεις για μελλοντική διερεύνηση.  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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Μελέτη της αναγωγής α-μέθοξυ-β-κετο εστέρων με 

απομονωμένες κετορεδουκτάσες   

 

Από την εκτενή αναφορά στους α-αλκόξυ-β-κετοεστέρες στο κεφάλαιο της 

εισαγωγής, έχει γίνει προφανής η χρησιμότητα αυτών των ενώσεων στην οργανική 

σύνθεση. Αυτή οφείλεται κυρίως στο γεγονός ότι αποτελούν χρήσιμα πρόδρομα 

μόρια για πολλές ενώσεις με φαρμακευτική και βιολογική δράση. Οι προσπάθειες 

που έχουν προηγηθεί για τη σύνθεση των ενώσεων αυτών σε οπτικά καθαρή μορφή, 

πραγματοποιήθηκαν κυρίως με χρήση χημικών μεθόδων. Ωστόσο βιοκαταλυτικές 

προσεγγίσεις, ιδιαίτερα με κετορεδουκτάσες, δεν έχουν διερευνηθεί εκτενώς και 

εντοπίζονται στη διεθνή βιβλιογραφία σε περιορισμένη έκταση.  

Σκοπός, λοιπόν, της παρούσας πτυχιακής εργασίας είναι η μελέτη της 

στερεοεκλεκτικής αναγωγής των α-μεθόξυ-β-κετοεστέρων με τη χρήση διαφορετικών 

NADPH εξαρτώμενων κετορεδουκτασών προς σχηματισμό οπτικά καθαρών α-

μεθόξυ-β-υδρόξυεστέρων.  

Πιο συγκεκριμένα, τα υποστρώματα που επιλέχθηκαν να μελετηθούν με τις 

κετορεδουκτάσες είναι τα εξής:   

   

                                                                                                  

Σχήμα 13. Υποστρώματα προς μελέτη με NADPH εξαρτώμενες κετορεδουκτάσες.  

        

Με ενζυμική αναγωγή των παραπάνω υποστρωμάτων 1,2, δύναται να 

σχηματιστεί το προϊόν που φαίνεται στο παρακάτω σχήμα (Σχήμα 14).   

 

                               

Σχήμα 14. Πιθανά προϊόντα από τη βιοκαταλυτική αναγωγή των υποστρωμάτων 1,2.  
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Έτσι, μέσω των βιοκαταλυτικών αντιδράσεων αναγωγής μελετήθηκε η 

δραστικότητα σειράς ενζύμων έπειτα από αντίδραση 24 h (καθώς το συνένζυμο 

NADPH έχει διάρκεια ζωής περίπου 24 h). Συγκεκριμένα, μελετήθηκαν η 

διαστερεοεκλεκτικότητα και η εναντιοεκλεκτικότητα των συγκεκριμένων ενζύμων. 

Κατά την απλή αναγωγή των α-μεθόξυ-β-κετοεστέρων προκύπτει ένωση με δύο 

στερεογονικά κέντρα, δηλαδή τέσσερα πιθανά στερεοϊσομερή.     

 

  

Σχήμα 15. Πιθανά στερεοϊσομερή από τη βιοκαταλυτική αναγωγή των α-μεθόξυ-β-

κετοεστέρων. 

 

Αξίζει να σημειωθεί ότι ο διαχωρισμός και των τεσσάρων δυνατών 

στερεοϊσομερών των ρακεμικών α-μεθόξυ-β-κετοεστέρων πραγματοποιήθηκε με 

αέρια χρωματογραφία (GC), χρησιμοποιώντας χειρόμορφη κολώνα. Για το βέλτιστο 

διαχωρισμό των στερεοϊσομερών των παραπάνω υποστρωμάτων, προηγήθηκε 

αντίδραση εστεροποίησης των α-μεθόξυ-β-υδρόξυεστέρων με οξικό ανυδρίτη 

σύμφωνα με πειραματική διαδικασία που περιγράφεται αναλυτικά στην επόμενη 

ενότητα. Επιπλέον, με κατάλληλο θερμοκρασιακό πρόγραμμα, μετά το πέρας κάθε 

ενζυμικής αντίδρασης, μετρήθηκε η αναλογία μεταξύ των στερεοϊσομερών που 

σχηματίζονται. Το ποσοστό μετατροπής προκύπτει από τις πληροφορίες των 

φασμάτων 
1
HNMR.     

Τα ένζυμα, εξαιτίας του χειρόμορφου ενεργού τους κέντρου, έχουν την 

ικανότητα να διακρίνουν μεταξύ των προχειρόμορφων ενώσεων και να τις ανάγουν 

με υψηλή εκλεκτικότητα. Έτσι, ενώ σε ένα μη χειρόμορφο περιβάλλον η αναγωγή 

του συγκεκριμένου υποστρώματος θα έδινε και τα τέσσερα πιθανά στερεοϊσομερή, με 

την βιοκαταλυτική αναγωγή μέσω των KREDs επιτυγχάνεται η σύνθεση οπτικώς 

καθαρών ενώσεων  
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Το πρώτο υπόστρωμα που μελετήθηκε είναι ο 2-μεθόξυ-3-οξοπεντανοϊκός 

μεθυλεστέρας 1. Για τη σύνθεση του συγκεκριμένου υποστρώματος, πρώτα 

πραγματοποιήθηκε αντίδραση αλδολικής συμπύκνωσης του 2-μεθόξυ ακετοξικού 

μεθυλεστέρα 5 με προπανάλη 6 παρουσία LDA σύμφωνα με την πειραματική 

διαδικασία που παρουσιάζεται λεπτομερώς στην επόμενη ενότητα. Το επιθυμητό 

προϊόν 7 απομονώθηκε με απόδοση 30.8%. Έπειτα ακολούθησε η αντίδραση 

οξείδωσης της ένωσης 7 με χρήση του αντιδραστηρίου Jone’s και το τελικό 

επιθυμητό υπόστρωμα 1 λήφθηκε με απόδοση 32.5%.  

 

 

 

Σχήμα 16. Πορεία σύνθεσης του υποστρώματος 1.  

 

Αμέσως μετά τη σύνθεση και απομόνωση του υποστρώματος 1, αυτό 

υποβλήθηκε σε αντιδράσεις ενζυμικής αναγωγής με τη χρήση 8 διαφορετικών 

NADPH εξαρτώμενων κετορεδουκτασών. Τα αποτελέσματα των βιοκαταλυτικών 

αυτών αναγωγών παρουσιάζονται στον ακόλουθο πίνακα (Πίνακας 1):   
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Υπόστρωμα 

(1)  
KRED 

Διαστερεομερική αναλογία 

(%) 
Ποσοστό 

μετατροπ

ής (%) 

Προϊόν 

Α Β Γ Δ 

 

 

 

 

 

 

 

119 47 53 - - >99% 
 

 

 

 

 

 

 

118 27.6 72.4 - - >99% 

112 22.1 46.8 9.2 27.9 >99% 

114 24.5 34.7 15.5 25.3 >99% 

123 24 37.3 15 23.7 >99% 

101 29.5 34 15.3 21.2 >99% 

121 33 52 04 11 >99% 

111 21.9 36.5 13.8 27.8 >99% 

 

Πίνακας 1. Αποτελέσματα ενζυμικών αντιδράσεων αναγωγής του υποστρώματος 1. 

 

Πριν την ανάλυση των αποτελεσμάτων του πίνακα, σημαντική κρίνεται η 

αναφορά στο ότι τα Α,Β,Γ,Δ είναι τα τέσσερα πιθανά στερεοϊσομερή που δύναται να 

σχηματιστούν από τις ενζυμικές αναγωγές του υποστρώματος που μελετάται. 

Επιπλέον, τα ζεύγη Α,Β και Γ,Δ είναι μεταξύ τους διαστερεοϊσομερή, syn και anti 

αντίστοιχα. Το αποτέλεσμα αυτό διαπιστώθηκε μέσω φασμάτων 
1
H NMR από 

γνωστή βιβλιογραφία.
[22]

 

Όλα τα ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη του υποστρώματος 1, 

εμφανίζουν άριστη δραστικότητα καθώς το ποσοστό μετατροπής σε κάθε περίπτωση 

είναι >99%. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι κετορεδουκτάσες 118 και 119 

καθώς υποδεικνύουν πάρα πολύ υψηλά ποσοστά διαστερεοεκλεκτικότητας (>99% 

de). Το αποτέλεσμα της δράσης τους, ήταν η σύνθεση των Α,Β syn 

διαστερεοϊσομερών στις αναλογίες που φαίνονται στον Πίνακα 1. Αυτό είναι ένα 

χαρακτηριστικό παράδειγμα δυναμικού  κινητικού διαχωρισμού.  
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Σχήμα 17. Προϊόντα από τη δράση των KREDs 118 και 119 στο υπόστρωμα 1.  

 

 Ακόμη, αξιοσημείωτη κρίνεται και η αναφορά στη δράση της KRED 121 

αφού εμφανίζει ικανοποιητικό ποσοστό διαστερεοεκλεκτικότητας (de>70%).  Τέλος, 

τα υπόλοιπα ένζυμα φαίνεται να ανάγουν το συγκεκριμένο υπόστρωμα όχι και τόσο 

εκλεκτικά, αν και η δραστικότητα τους σε κάθε περίπτωση είναι άριστη. 

Το δεύτερο υπόστρωμα που μελετήθηκε είναι ο 2-μεθόξυ-4-μεθυλ-3-

οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας 2. Για τη σύνθεση του συγκεκριμένου υποστρώματος, 

αρχικά πραγματοποιήθηκε αντίδραση αλδολικής συμπύκνωσης του 2-μεθόξυ 

ακετοξικού μεθυλεστέρα 5 με ισοβουτυραλδεϋδη 8 παρουσία LDA σύμφωνα με την 

πειραματική διαδικασία που παρουσιάζεται λεπτομερώς στην επόμενη ενότητα. Το 

επιθυμητό προϊόν 9 απομονώθηκε με απόδοση 42.3%. Έπειτα ακολούθησε η 

αντίδραση οξείδωσης της ένωσης 9 με χρήση του αντιδραστηρίου Jone’s και το 

τελικό επιθυμητό υπόστρωμα 2 λήφθηκε με απόδοση 65.6%.  

 

 

 

Σχήμα 18. Πορεία σύνθεσης του υποστρώματος 2.  
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Αμέσως μετά τη σύνθεση και απομόνωση του υποστρώματος 2, αυτό 

υποβλήθηκε σε αντιδράσεις ενζυμικής αναγωγής με τη χρήση 8 διαφορετικών 

NADPH εξαρτώμενων κετορεδουκτασών. Τα αποτελέσματα των βιοκαταλυτικών 

αυτών αναγωγών παρουσιάζονται στον ακόλουθο πίνακα (Πίνακας 2):   

 

Υπόστρωμα 

        (2) 
KRED 

Διαστερεομερική αναλογία 

(%) 
Ποσοστό 

μετατροπ

ής (%) 

Προϊόν 

Α Β Γ Δ 

 

 

 

 

 

 

 

 

114 26.2 50.4 5.3 18.1 >99% 
 

 

 

 

 

 

 

121 31.2 63.7 1.6 3.5 99.1 

112 21.9 51.9 6.5 19.7 >99% 

123 44.6 37.9 06 11.5 85.3 

101 33.4 53.2 4.6 8.8 >99% 

118 - - - - 0 

B1F - - - - 0 

106      - - - - 0 

 

 Πίνακας 2. Αποτελέσματα των ενζυμικών αντιδράσεων αναγωγής του υποστρώματος 

2. 

 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι κετορεδουκτάσες 121 και 101 καθώς 

υποδεικνύουν σχετικά υψηλά ποσοστά διαστερεοεκλεκτικότητας. Συγκεκριμένα η 

KRED 121 εμφανίζει ποσοστό διαστερεοεκλεκτικότητας 89.8% de, ενώ η KRED 101 

73,2% de. Στις δύο αυτές περιπτώσεις, τα ένζυμα εμφανίζουν, επίσης, άριστη 

δραστικότητα (>99%). Τα υπόλοιπα ένζυμα φαίνεται να ανάγουν το συγκεκριμένο 

υπόστρωμα όχι και τόσο εκλεκτικά, αν και η δραστικότητα τους σε κάθε περίπτωση 

είναι αρκετά υψηλή με εξαίρεση τις περιπτώσεις των KREDs 118, B1F και 106, όπου 

δεν παρουσιάστηκε δραστικότητα ως προς το υπόστρωμα 2. 

 Συμπερασματικά, αυτό που μπορεί να σημειωθεί από τη μελέτη ενζυμικών 

αναγωγών των δύο συγκεκριμένων υποστρωμάτων, είναι η παρατήρηση ότι με την 

αύξηση της άλκυλο ομάδας R στο υπόστρωμα 3, στη μελέτη του συγκεκριμένου 

είδους υποστρωμάτων, μειώνεται η εκλεκτικότητα των NADPH εξαρτώμενων 

κετορεδουκτασών στις αντιδράσεις αναγωγής. Συγχρόνως, παρατηρείται ότι όλα τα 
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ένζυμα στις περιπτώσεις και των δυο υποστρωμάτων υποδεικνύουν μεγαλύτερη 

εκλεκτικότητα στο στερεοϊσομερές Β.   
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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Αντιδραστήρια  

Τα αντιδραστήρια και οι διαλύτες που χρησιμοποιήθηκαν για την 

διεκπεραίωση των πειραμάτων της συγκεκριμένης πτυχιακής εργασίας προέρχονται 

από τις εταιρείες Sigma-Aldrich, Riedel και Fluka. Τα αντιδραστήρια 

χρησιμοποιήθηκαν χωρίς περαιτέρω επεξεργασία. Στις αντιδράσεις, στις οποίες 

απαραίτητη ήταν η χρήση διαλύτη και συγκεκριμένα ξηρού τετραϋδροφουρανίου 

(THF), η ξήρανση του πραγματοποιήθηκε με την απόσταξη αυτού παρουσία 

μεταλλικού Na ως ξηραντικού και βενζοφαινόνης ως δείκτη, σε συσκευή Soxhlet. Η 

παρασκευή των ρυθμιστικών διαλυμάτων έγινε σύμφωνα με τη γνωστή 

βιβλιογραφική μέθοδο.
[23]

 Οι διαχωρισμοί των εκάστοτε μειγμάτων έγιναν με 

χρωματογραφία στήλης, με χρήση Silica gel και κατάλληλο μείγμα διαλυτών 

πετρελαϊκού αιθέρα και οξικού αιθυλεστέρα. Για τη χρωματογραφία λεπτής 

στοιβάδας (TLC), χρησιμοποιήθηκαν πλάκες τις εταιρείας Merck Silica gel και ως 

διαλύτης ανάπτυξης μείγμα εξάνιο προς οξικό αιθυλεστέρα σε διάφορες αναλογίες 

v/v.   

Οι κετορεδουκτάσες προέρχονται από την εταιρία Codexis, το συνένζυμο 

NADPH από την εταιρία Promozix και η αφυδρογονάση της γλυκόζης GDH από την 

εταιρία Evocatal και χρησιμοποιήθηκαν χωρίς επιπλέον επεξεργασία.  

 

Όργανα  

Τα φάσματα 
1
Η και 

13
C NMR ελήφθησαν με φασματόμετρο 300 MHz και 500 

MHz της εταιρίας Bruker και ως σήμα αναφοράς χρησιμοποιήθηκε 

τετραμεθυλοσιλάνιο (TMS) σε διαλύτη CDCl3. Eπιπλέον, ο διαχωρισμός των 

στερεοϊσομερών των εκάστοτε υποστρωμάτων επιτεύχθηκε με αέρια χρωματογραφία 

GC, χρησιμοποιώντας χειρόμορφη κολώνα HP Chiral (20% Permethylated B-

Cyclodextrin) και ως φέρον αέριo He.  
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Σύνθεση υποστρωμάτων   

 

1ο Υπόστρωμα 

 

Αλδολική συμπύκνωση για τη σύνθεση του 3-υδροξυ-2-μεθοξυ 

πεντανοϊκού μεθυλεστέρα 7. 

Σε σφαιρική φιάλη με μαγνητικό αναδευτήρα και υπό ατμόσφαιρα αργού, ξηρή δι-

ισοπροπυλαμίνη (1,15 ml, 8,165 mmol) διαλύθηκε σε ξηρό THF (5 ml). Το διάλυμα 

ψύχθηκε περίπου στους -15 °C και αμέσως μετά προστέθηκε στάγδην η ποσότητα 

του BuLi (1,6M, 4,5 ml). Στο σημείο αυτό έγινε αλλαγή της θερμοκρασίας και το 

παραπάνω διάλυμα αφέθηκε υπό ανάδευση για 15 λεπτά στους -78 °C. Εν συνεχεία, 

προστέθηκε στάγδην ο 2-μεθόξυ ακετοξικός μεθυλεστέρας 5 (475,7 μL, 4,803 mmol), 

ο οποίος είχε πρώτα διαλυθεί σε ξηρό THF (2 ml) και το μείγμα αναδεύτηκε για 25 

λεπτά στους -78 °C. Έπειτα ακολούθησε η προσθήκη στάγδην της απεσταγμένης 

προπανάλης 6 (450,5 μL, 6,244 mmol) και η αντίδραση αφέθηκε υπό ανάδευση για 2 

ώρες. Με την ολοκλήρωση της αντίδρασης (έλεγχος με TLC) προστέθηκε κορεσμένο 

διάλυμα NH4Cl (10 ml) για την εξουδετέρωση της δι-ισοπροπυλαμίνης. Το μείγμα 

της αντίδρασης εκχυλίστηκε με οξικό αιθυλεστέρα (x3) και οι συνδυασμένες 

οργανικές φάσεις ξηράνθηκαν με άνυδρο MgSO4, ακολούθησε η διαδικασία της 

διήθησης υπό κενό και τελικά το διήθημα συμπυκνώθηκε, για την απομάκρυνση του 

οργανικού διαλύτη, υπό ελαττώμενη πίεση. Περαιτέρω καθαρισμός του προϊόντος 

πραγματοποιήθηκε με χρωματογραφία στήλης (petroleum ether:EtOAc σε αναλογία 

13/1, v/v). Τέλος, το επιθυμητό προϊόν απομονώθηκε με απόδοση 30,8 % (240 mg).  

 
1
H NMR (CDCl3 300 MHz, δ ppm): diastereomeric ratio syn/anti= 1.3, 3.80-3.85 (m 

2Hsyn), 3.76-3.67 (m, 2Hanti), 3.79 (s, 3Hanti), 3.78 (s, 3Hsyn), 3.45 (s, 3Hanti), 3.44 (s, 

3Hsyn), 1.58-1.47 (m, 2Hsyn,anti), 0.98 (t, J=7.4Hz, 3Hsyn,anti). 

13
C NMR (CDCl3 500 MHz, δ ppm): 171.28, 170.79 (1C), 83.36, 82.78 (1C), 73.45, 

73.30 (1C), 58.60, 58.53 (1C), 51.78, 51.68 (1C), 25.87, 25.00 (1C), 9.81, 9.69 (1C). 

 

Αντίδραση εστεροποίησης του 3-υδροξυ-2-μεθοξυ πεντανοϊκού 

μεθυλεστέρα 7 με οξικό ανυδρίτη προς σχηματισμό του 3-ακετοξυ-2-

μεθοξυ πεντανοϊκού μεθυλεστέρα.  

Υπό ατμόσφαιρα αργού, σε  δίλαιμη σφαιρική φιάλη με μαγνητικό αναδευτήρα 

προστέθηκε  η ποσότητα του 3-υδροξυ-2-μεθοξυ πεντανοϊκού μεθυλεστέρα 7 (100 

mg, 0,616 mmol), η οποία ήταν διαλυμένη σε 5 ml ξηρού οξικού αιθυλεστέρα. Το 

μείγμα αναδεύτηκε για 1-2 λεπτά στους  0 °C  και αμέσως μετά ακολούθησε η 

προσθήκη του K2CO3 (340,85 mg, 2,466 mmol). Έπειτα προστέθηκε η καταλυτική 
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ποσότητα του DMAP και το διάλυμα βρισκόταν υπό συνεχή ανάδευση. Το επόμενο 

βήμα ήταν η προσθήκη της ποσότητας του οξικού ανυδρίτη Ac2O (140 μl, 1,233 

mmol). Το πέρας της αντίδρασης ελέγχθηκε με χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας σε 

σύστημα διαλυτών Hexane:EtOAc σε αναλογία v/v, 2/1.  

Με την ολοκλήρωση της αντίδρασης, στο παραπάνω διάλυμα, προστέθηκε 

κατάλληλη ποσότητα Na2CO3. Εν συνεχεία, το μείγμα της αντίδρασης εκχυλίστηκε με 

οξικό αιθυλεστέρα (x3) και ξηράνθηκε με χρήση άνυδρου MgSO4. Ακολούθησε η 

διαδικασία της διήθησης υπο κενό και τελικά το διήθημα συμπυκνώθηκε, για 

απομάκρυνση του οργανικού διαλύτη, υπό ελαττώμενη πίεση. Περαιτέρω 

καθαρισμός του προϊόντος πραγματοποιήθηκε με χρωματογραφία στήλης (petroleum 

ether:EtOAc σε αναλογία 15/1, v/v). Τέλος, το επιθυμητό προϊόν απομονώθηκε με 

απόδοση 65 % (81,72 mg).    

Οξείδωση του 3-υδροξυ-2-μεθοξυ πεντανοϊκού μεθυλεστέρα 7 με 

αντιδραστήριο Jone’s για τη σύνθεση του 2-μεθόξυ-3-οξο πεντανοϊκού 

μεθυλεστέρα 1. 

Σε σφαιρική φιάλη με μαγνητικό αναδευτήρα προστέθηκε o 3-υδροξυ-2-μεθοξυ 

πεντανοϊκός μεθυλεστέρας 7 (115 mg, 0,709 mmol), ο οποίος είχε διαλυθεί 

προηγουμένως σε 3 ml ακετόνης. Το μείγμα ψύχθηκε στους 0 ˚C σε παγόλουτρο και 

τέθηκε υπό ανάδευση. Παράλληλα, η ποσότητα του αντιδραστηρίου Jone’s (255,27 

μl) διαλύθηκε σε 2 ml ακετόνης σε ένα φιαλίδιο που βρισκόταν στον πάγο και το 

διάλυμα χρωματίστηκε καστανοκόκκινο. Αμέσως μετά, το παραπάνω διάλυμα 

προστέθηκε στάγδην στην σφαιρική φιάλη και το προκύπτον μείγμα χρωματίστηκε 

καστανοπράσινο. Mετά την προσθήκη του αντιδραστηρίου Jone’s, το διάλυμα 

αφέθηκε να έλθει σε θερμοκρασία δωματίου.  

Μόλις διαπιστώθηκε η ολοκλήρωση της αντίδρασης μέσω ελέγχου με 

χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC), προστέθηκε ποσότητα ρυθμιστικού 

διαλύματος με pH 8 με σκοπό την επίτευξη του τερματισμού της αντίδρασης. Αμέσως 

μετά, το μείγμα της αντίδρασης εκχυλίστηκε με διαιθυλαιθέρα (x3) και οι 

συνδυασμένες οργανικές φάσεις, ξηράνθηκαν με άνυδρο MgSO4, διηθήθηκαν υπό 

κενό και τελικά συμπυκνώθηκαν, για την απομάκρυνση του οργανικού διαλύτη, υπό 

ελαττώμενη πίεση.  

Περαιτέρω καθαρισμός του προϊόντος πραγματοποιήθηκε με χρωματογραφία στήλης 

(petroleum ether:EtOAc σε αναλογία 13/1, v/v). Τέλος, το επιθυμητό προϊόν 

απομονώθηκε με απόδοση 32,5 % (37 mg).    

1
H NMR (CDCl3 300 MHz, δ ppm): 4.31 (s, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.46 (s, 3H), 2.73-2.55 

(m, 2H), 1.059 (t, J=7.2Hz, 3H). 

13
C NMR (CDCl3 300 MHz, δ ppm): 204.52, 167.60, 86.53, 58.69, 52.78, 32.04, 

7.07. 
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Ενζυμική αναγωγή του 2-μεθόξυ-3-οξο πεντανοϊκού μεθυλεστέρα 1. 

Σε φιαλίδιο που περιείχε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (1 ml, 200mM, pH 6,9) 

προστέθηκαν 5 mg του υποστρώματος, η εκάστοτε κετορεδουκτάση (2 mg/ml), 

γλυκόζη (19 mg), η αφυδρογονάση της γλυκόζης GDH (1 mg/ml) και NADPH (2 

mg/ml). Το παραπάνω διάλυμα αναδεύτηκε (195 spin/min) στη θερμοκρασία των 37 

˚C για 24 ώρες. Με την πάροδο του συγκεκριμένου χρονικού διαστήματος, το μείγμα 

εκχυλίστηκε με οξικό αιθυλεστέρα (x3) και έπειτα συμπυκνώθηκε, για απομάκρυνση 

του οργανικού διαλύτη, υπό ελαττώμενη πίεση.   

 

 

2ο Υπόστρωμα 

 

Αλδολική συμπύκνωση για τη σύνθεση του 3-υδροξυ-2-μεθοξυ-4-μεθυλο  

πεντανοϊκού μεθυλεστέρα 9. 

Σε σφαιρική φιάλη με μαγνητικό αναδευτήρα και υπό ατμόσφαιρα αργού, ξηρή δι-

ισοπροπυλαμίνη (1,14ml, 8,165 mmol) διαλύθηκε σε ξηρό THF (5 ml). Το διάλυμα 

ψύχθηκε περίπου στους -15 °C  και αμέσως μετά προστέθηκε στάγδην η ποσότητα 

του BuLi (1,6M, 4,5 ml). Στο σημείο αυτό έγινε αλλαγή της θερμοκρασίας και το 

παραπάνω διάλυμα αφέθηκε υπό ανάδευση για 15 λεπτά στους -78 °C. Εν συνεχεία, 

προστέθηκε στάγδην ο 2-μεθόξυ ακετοξικός μεθυλεστέρας 5 (475,7 μL, 4,803 mmol), 

ο οποίος είχε πρώτα διαλυθεί σε ξηρό THF (2ml) και το μείγμα αναδεύτηκε για 25 

λεπτά στους -78 °C. Έπειτα ακολούθησε η προσθήκη στάγδην της 

ισοβουτυραλδεϋδης 8 (569,9μL, 6,243 mmol) και η αντίδραση αφέθηκε υπό 

ανάδευση για 2 ώρες. Με την ολοκλήρωση της αντίδρασης (έλεγχος με TLC) 

προστέθηκε κορεσμένο διάλυμα NH4Cl (10 ml) για την εξουδετέρωση της δι-

ισοπροπυλαμίνης. Το μείγμα της αντίδρασης εκχυλίστηκε με οξικό αιθυλεστέρα (x3) 

και οι συνδυασμένες οργανικές φάσεις ξηράνθηκαν με άνυδρο MgSO4, ακολούθησε η 

διαδικασία της διήθησης και τελικά το διήθημα συμπυκνώθηκε, για την 

απομάκρυνση του οργανικού διαλύτη, υπό ελαττώμενη πίεση. Περαιτέρω 

καθαρισμός του προϊόντος πραγματοποιήθηκε με χρωματογραφία στήλης (petroleum 

ether:EtOAc σε αναλογία 16/1, v/v). Τέλος, το επιθυμητό προϊόν απομονώθηκε με 

απόδοση 42,3 % (357,7 mg).  

1
H NMR (CDCl3 300 MHz, δ ppm): diastereomeric ratio diastereomer 

A/diastereomer B= 2, 3.86-3.84 (m, 1Hdiastereomers A,B), 3.79 (s, 3Hdiastereomer A), 3.78 (s, 

3Hdiastereomer B), 3.63-3.59 (dd, 1Hdiastereomers A,B), 3.45 (s, 3Hdiastereomer B), 3.42 (s, 

3Hdiastereomer A), 1.87-1.79 (m, 1Hdiastereomers A,B), 1.02-0.93 (m, 6Hdiastereomers A,B).  



 
 

27 
 

 

Αντίδραση εστεροποίησης του 3-υδροξυ-2-μεθοξυ-4-μέθυλο πεντανοϊκού 

μεθυλεστέρα 9 με οξικό ανυδρίτη προς σχηματισμό του 3-ακετοξυ-2-

μεθοξυ-4-μέθυλο πεντανοϊκού μεθυλεστέρα. 

Υπό ατμόσφαιρα αργού, σε  δίλαιμη σφαιρική φιάλη με μαγνητικό αναδευτήρα 

προστέθηκε  η ποσότητα του 3-υδροξυ-2-μεθοξυ-4-μέθυλο πεντανοϊκού μεθυλεστέρα 

9 (70 mg, 0,397 mmol), η οποία ήταν διαλυμένη σε 5 ml ξηρού οξικού αιθυλεστέρα. 

Το μείγμα αναδεύτηκε για 1-2 λεπτά στους  0 °C  και αμέσως μετά ακολούθησε η 

προσθήκη του K2CO3 (219,60 mg, 1,589 mmol). Έπειτα προστέθηκε η καταλυτική 

ποσότητα του DMAP και το διάλυμα βρισκόταν υπό συνεχή ανάδευση. Το επόμενο 

βήμα ήταν η προσθήκη της ποσότητας του οξικού ανυδρίτη Ac2O (74,972 μl, 0,794 

mmol). Το πέρας της αντίδρασης ελέγχθηκε με χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας σε 

σύστημα διαλυτών Hexane:EtOAc σε αναλογία v/v, 2/1.  

Με την ολοκλήρωση της αντίδρασης, στο παραπάνω διάλυμα, προστέθηκε 

κατάλληλη ποσότητα Na2CO3. Εν συνεχεία, το μείγμα της αντίδρασης εκχυλίστηκε με 

οξικό αιθυλεστέρα (x3) και ξηράνθηκε με χρήση άνυδρου MgSO4. Ακολούθησε η 

διαδικασία της διήθησης και τελικά το διήθημα συμπυκνώθηκε, για απομάκρυνση 

του οργανικού διαλύτη, υπό ελαττώμενη πίεση. Τέλος, το επιθυμητό προϊόν 

απομονώθηκε με απόδοση 94,6 % (82 mg).    

 

Οξείδωση του 3-υδροξυ-2-μεθοξυ-4-μέθυλο πεντανοϊκού μεθυλεστέρα 9 με 

αντιδραστήριο Jone’s για τη σύνθεση του 2-μεθόξυ-4-μέθυλο-3-οξο 

πεντανοϊκού μεθυλεστέρα 2.  

Σε σφαιρική φιάλη με μαγνητικό αναδευτήρα προστέθηκε o 3-υδροξυ-2-μεθοξυ-4-

μέθυλο πεντανοϊκός μεθυλεστέρας 9 (108 mg, 0,613 mmol), ο οποίος είχε διαλυθεί 

προηγουμένως σε 3 ml ακετόνης. Το μείγμα ψύχθηκε στους 0 ˚C σε παγόλουτρο και 

τέθηκε υπό ανάδευση. Παράλληλα, η ποσότητα του αντιδραστηρίου Jone’s (220,6 μl) 

διαλύθηκε σε 2 ml ακετόνης σε ένα φιαλίδιο που βρισκόταν στον πάγο και το 

διάλυμα χρωματίστηκε καστανοκόκκινο. Αμέσως μετά, το παραπάνω διάλυμα 

προστέθηκε στάγδην στην σφαιρική φιάλη και το προκύπτων μείγμα χρωματίστηκε 

καστανοπράσινο. Αξίζει να σημειωθεί ότι μετά την προσθήκη του αντιδραστηρίου 

Jone’s, το διάλυμα αφέθηκε να έλθει σε θερμοκρασία δωματίου.  

Μόλις διαπιστώθηκε η ολοκλήρωση της αντίδρασης μέσω ελέγχου με 

χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC), προστέθηκε ποσότητα ρυθμιστικού 

διαλύματος με pH=8 με σκοπό την επίτευξη του τερματισμού της αντίδρασης. 

Αμέσως μετά, το μείγμα της αντίδρασης εκχυλίστηκε με διαιθυλαιθέρα (x3) και οι 

συνδυασμένες οργανικές φάσεις, αφού συλλέχθηκαν σε κωνική φιάλη, ξηράνθηκαν 

με άνυδρο MgSO4, διηθήθηκαν υπό κενό και τελικά συμπυκνώθηκαν, για την 

απομάκρυνση του οργανικού διαλύτη, υπό ελαττώμενη πίεση.  
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Τέλος, το επιθυμητό προϊόν απομονώθηκε με απόδοση 65,6 % (70 mg).    

1
H NMR (CDCl3 300 MHz, δ ppm): 4.42 (s, 1H), 3.80 (s, 2H), 3.47 (s, 3H), 3.13-3.05 

(m, 1H), 1.11 (d, J= 3Hz, 3H), 1.09 (d, J= 3.1Hz, 3H). 

13
C NMR (CDCl3 300 MHz, δ ppm): 207.39, 167.76, 85.48, 58.78, 52.69, 37.02, 

18.11, 17.91. 

 

Ενζυμική αναγωγή του 2-μεθόξυ-4-μέθυλο-3-οξο πεντανοϊκού μεθυλεστέρα 

2. 

Σε φιαλίδιο που περιείχε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (1 ml, 200mM, pH 6,9) 

προστέθηκαν 5 mg του υποστρώματος, η εκάστοτε κετορεδουκτάση (2 mg/ml), 

γλυκόζη (19 mg), η αφυδρογονάση της γλυκόζης GDH (1 mg/ml) και NADPH (2 

mg/ml). Το παραπάνω διάλυμα αναδεύτηκε στη θερμοκρασία των 37 ˚C (195 

spin/min) για 24 ώρες. Με την πάροδο του συγκεκριμένου χρονικού διαστήματος, το 

μείγμα εκχυλίστηκε με οξικό αιθυλεστέρα (x3) και έπειτα συμπυκνώθηκε, για 

απομάκρυνση του οργανικού διαλύτη, υπό ελαττώμενη πίεση.   
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

ΦΑΣΜΑΤΑ 1Η NMR, 13C NMR 
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ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΗΜΑΤΑ 
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