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a) Study for the development of a new photo-biocatalytic 

method for the synthesis of optically active alcohols and 

substituted ketones b) Chemoenzymatic synthesis of optically 
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Εξεταστική Επιτροπή 
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Πανεπιστήμιο Κρήτης 
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Πανεπιστήμιο Κρήτης 
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Μόνιμος Επίκουρος Καθηγητής 

Τμήμα Χημείας 

Πανεπιστήμιο Κρήτης 

 

Απόστολος Σπύρος 

Αναπληρωτής Καθηγητής 

Τμήμα Χημείας 

Πανεπιστήμιο Κρήτης 
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Επίκουρος Καθηγητής 

Τμήμα Χημείας 

Πανεπιστήμιο Κρήτης 
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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

 
Η εκπόνηση της παρούσας διδακτορικής διατριβής πραγματοποιήθηκε στο 

Εργαστήριο Οργανικής Χημείας-Βιοκατάλυσης, του Τμήματος Χημείας, του 

Πανεπιστημίου Κρήτης κατά τη χρονική περίοδο 2018-2023. 

Αρχικά, θα ήθελα να ευχαριστήσω το Τμήμα Χημείας του Πανεπιστημίου 

Κρήτης που με δέχθηκε καθώς και για την υλικοτεχνική υποδομή που μου παρείχε όλα 

αυτά τα χρόνια. 

Ευχαριστώ ιδιαίτερα την επιβλέπουσα Καθηγήτρια μου Ιουλία Σμόνου για την 

εμπιστοσύνη που μου έδειξε από τα πρώτα μου βήματα στο εργαστήριο κατά την 

διάρκεια της διπλωματικής μου εργασίας, μετέπειτα στο μεταπτυχιακό και εν συνεχεία 

που μου έδωσε την δυνατότητα να εκπονήσω την παρούσα διδακτορική διατριβή. Όλο 

αυτό το διάστημα ήταν πάντα στο πλευρό μου σε οποιαδήποτε δυσκολία και αν 

προέκυπτε με τις πολύτιμες και καίριες συμβουλές της, αλλά και με την ηθική και 

ψυχολογική της υποστήριξη οποιαδήποτε στιγμή και αν χρειάστηκε. 

Ευχαριστώ επίσης τα υπόλοιπα μέλη της Τριμελούς Συμβουλευτικής Επιτροπής 

Καθηγητή κ. Εμμανουήλ Στρατάκη και τον Ομότιμο Καθηγητή κ. Χαράλαμπο 

Κατερινόπουλο για την υποστήριξη και τις πολύτιμες συμβουλές, καθώς και τον 

Καθηγητή κ. Γεώργιο Βασιλικογιαννάκη, τον Μόνιμο Επίκουρο Καθηγητή κ. 

Νεοχωρίτη Κωνσταντίνο, τον Αναπληρωτή Καθηγητή κ. Απόστολο Σπύρο και τον 

Επίκουρο Καθηγητή κ. Ιωάννη Παυλίδη που δέχθηκαν να είναι μέλη της εξεταστικής 

μου επιτροπής. 

Ευχαριστώ το Ίδρυμα Κρατικών Υποτροφιών (ΙΚΥ) για την υποτροφία που μου 

παρείχε την τριετία 2018-2021 μέσω της οποίας είχα την απαραίτητη οικονομική 

στήριξη το συγκεκριμένο χρονικό διάστημα. 

Ευχαριστώ ιδιαιτέρως τον Ομότιμο Καθηγητή κ. Μιχαήλ Ορφανόπουλο για τις 

πολύτιμες συμβουλές του και για το αμείωτο ενδιαφέρον που επέδειξε σε όλη την 

διάρκεια της έρευνας για την παρούσα διατριβή. 

Θα ήθελα να ευχαριστήσω ξανά τον Επίκουρο Καθηγητή κ. Ιωαννή Παυλίδη 

καθώς και όλα τα μέλη της ερευνητικής του ομάδας και ιδιαιτέρως δύο παλαιότερα 

μέλη την υποψήφια διδάκτορα Θάλεια Σακολέβα και τον υποψήφιο Διδάκτορα 

Παναγιώτη Κελεφιώτη, καθώς και τον υποψήφιο Διδάκτορα Νικόλαο Καλούδη για την 

άψογη συνεργασία και την πολύτιμη βοήθειά τους για την καλλιέργεια και τον 

καθαρισμό του ενζύμου ΟΥΕ3. Επίσης πολλές ευχαριστίες σε όλα τα μέλη της 
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ερευνητικής ομάδας του Καθηγητή κ. Παντελή Τρικαλίτη και ιδιαιτέρως στην Δρ. 

Γιασεμή Αγγελή για την πολύτιμη βοήθειά της στο πρώτο μέρος στης συνθετικής 

διεργασίας του καταλύτη. Ακόμη ευχαριστώ θερμά τα μέλη της ερευνητικής ομάδας 

του Καθηγητή του Τμήματος Επιστήμης και Τεχνολογίας Υλικών κ. Γεράσιμο Αρματά 

και ιδιαιτέρως την Δρ. Ειρήνη Κουτσουρουμπή για την πολύτιμη βοήθεια στο τελικό 

μέρος της σύνθεσης και τον χαρακτηρισμό του καταλύτη. Ακόμη ευχαριστώ ιδιαίτερα 

την Καθηγήτρια του Τμήματος Επιστήμης και Τεχνολογίας Υλικών κ. Κέλλυ Βελώνια 

καθώς επίσης και τον πολύ καλό φίλο μου Δρ. Χαράλαμπο Γρυπάρη για την βοήθεια 

τους σε ένα μέρος του χαρακτηρισμού του καταλύτη. Επιπλέον θα ήθελα να 

ευχαριστήσω  τον Δρ. Κωνσταντίνο Μαρματάκη για τα HRMS των προϊόντων καθώς 

επίσης και την ερευνητική ομάδα του καθηγητή του Τμήματος Χημείας του ΕΚΠΑ για 

τις οπτικές στροφές των οπτικά καθαρών ενώσεων. 

Επιπλέον θα ήθελα να ευχαριστήσω τους φίλους και συναδέλφους από τον 

τομέα της Οργανικής Χημείας για την άψογη συνεργασία μας και το πολύ όμορφο 

κλίμα, καθώς επίσης και τα παλαιότερα μέλη του εργαστηρίου μας την υποψήφια 

διδάκτορα Καμέλα Μυρτολάρη,  τον Απόστολο Χατζούδη, την Σοφία Μελαμπιανάκη 

καθώς και τον καλό μου φίλο  Νικόλαο Κατσουλάκη. 

Κλείνοντας, θα ήθελα να ευχαριστήσω τους επιστήθιους φίλους μου την 

υποψήφια Διδάκτορα  Κατερίνα Κουρπά και τον Δρ. Θοδωρή Τυρίκο-Εργά που παρόλο 

που είμαστε μακριά πάντα τους ένιωθα και τους νιώθω δίπλα μου σε όλες τις 

ευχάριστες αλλά και δύσκολες στιγμές μου. Ακόμη ευχαριστώ θερμά την σύντροφό 

μου Ελένη Κωστάκη που όλο αυτό το διάστημα στάθηκε πάντα στο πλευρό μου και 

μου έδινε πάντα στις δύσκολες στιγμές ψυχολογική ώθηση να συνεχίσω. Τέλος, 

ευχαριστώ με όλη μου την καρδιά την οικογένειά μου τον πατέρα μου Παναγιώτη, την 

μητέρα μου Μαρία καθώς και την αδερφή μου Τριανταφυλλιά που πάντα ήταν και θα 

είναι αρωγοί στην προσπάθειά μου τόσο οικονομικά αλλά κυρίως με την ηθική και 

ψυχολογική τους υποστήριξη.    
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ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ 

 

Ονοματεπώνυμο: Γιαννόπουλος Βασίλειος 

Ημ/α Γέννησης: 21 Μαρτίου 1992 

Τόπος Γέννησης: Καλαμάτα Μεσσηνίας, Ελλάδα 

Τηλ-Email: 2810324741,6971502161,6947893375-

billgianno@hotmail.com, chemp954@edu.chemistry.uoc.g  

 

 

Εκπαίδευση 

 

2017-έως τώρα:  Υποψήφιος διδάκτορας στην Οργανική Χημεία, Τμήμα Χημείας, 

Πανεπιστήμιο Κρήτης. Επιβλέπουσα: Καθ. Ιουλία Σμόνου 

 

2015-2017: Μεταπτυχιακό δίπλωμα ειδίκευσης στην Οργανική Χημεία, Τμήμα 

Χημείας, Πανεπιστήμιο Κρήτης, με τίτλο σπουδών: « Απομόνωση 

και σύνθεση φυσικών προϊόντων με βιολογική δραστικότητα» στο 

εργαστήριο Οργανικής Χημείας-Βιοκατάλυσης και με τίτλο 

εργασίας: « α) Στερεοεκλεκτικές βιοαναγωγές α-αμιδο-β-κετο εστέρων 

β) Στερεοεκλεκτική σύνθεση οπτικά ενεργών γ-βουτυρολακτονών μέσω 

ενζυμικών αναγωγών 2-μονο- και 2,2-δι-υποκατεστημένων 1,3-

δικετονών ». Επιβλέπουσα: Καθ. Ιουλία Σμόνου  

Βαθμός: Άριστα, Μέσος Όρος μαθημάτων: 9.08/10. 

 

2010-2014: 

 

 

2013-2014: 

Πτυχίο Χημείας στο Τμήμα Χημείας, Πανεπιστήμιο Κρήτης 

Βαθμός: Πολύ Καλά (7.43/10.0). 

 

Πτυχιακή εργασία στο Τμήμα Χημείας του Πανεπιστημίου Κρήτης 

με τίτλο “Χημειοενζυμική προσέγγιση για τη σύνθεση των φυσικών 

προϊόντων (+)-Gonagenin και (R)-Goniothalamin ” στο εργαστήριο 

Οργανικής Χημείας-Βιοκατάλυσης. 

 

 

Εμπειρία/Επικουρικό έργο 

 

           2021-2022:     Διεξαγωγή επικουρικού διδακτικού έργου στο Προπτυχιακό 

                                   Εργαστήριο Οργανικής Χημείας ΙΙ, Τμήμα Χημείας,  

                                   Πανεπιστήμιο Κρήτης.             

 

         2018- 2020: Βοηθός Προπτυχιακού Εργαστηρίου Οργανικής Χημείας Ι και ΙΙ, 

Τμήμα Χημείας, Πανεπιστήμιο Κρήτης. 

 

           2017-2021:    Προετοιμασία μαθητών  Λυκείου και Γυμνασίου στα μαθήματα    

                                 Χημείας, Φυσικής και Βιολογίας                                                                                                            

 

mailto:billgianno@hotmail.com
mailto:chemp954@edu.chemistry.uoc.gr
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         2015-2016:   Βοηθός Προπτυχιακού Εργαστηρίου Οργανικής Χημείας Ι και ΙΙ,          

Τμήμα Χημείας, Πανεπιστήμιο Κρήτης. 

 

                2014 : Πρακτική άσκηση στην Καπνοβιομηχανία Καρέλια στο εργαστήριο 

χημικής ανάλυσης του τμήματος Έρευνας και Ανάπτυξης, Καλαμάτα 

 

Ξένες Γλώσσες 

 

Αγγλικά σε επίπεδο Lower (Εξετάσεις του Cambridge) 

 

Υποτροφίες 

 

Η διδακτορική διατριβή για το διάστημα 24/04/2018 έως 24/04/2021 υλοποιήθηκε με 

υποτροφία του ΙΚΥ η οποία χρηματοδοτείται από την Πράξη «ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΤΟΥ 

ΑΝΘΡΩΠΙΝΟΥ ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΟΥ ΔΥΝΑΜΙΚΟΥ ΜΕΣΩ ΤΗΣ ΥΛΟΠΟΙΗΣΗΣ 

ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΕΡΕΥΝΑΣ» από πόρους του ΕΣΠΑ «Ανάπτυξη Ανθρώπινου 

Δυναμικού, Εκπαίδευση και Δια Βίου Μάθηση», 2014-2020. 

 

 

Χορήγηση ανταποδοτικής υποτροφίας  μέσω του προγράμματος χορήγησης 

υποτροφιών του Έργου με τίτλο: « Υποστήριξη των εκπαιδευτικών δραστηριοτήτων 

του Πανεπιστημίου Κρήτης με την ενσωμάτωση ενισχυτικής διδασκαλίας επιπρόσθετα 

των κύριων διαλέξεων για το εαρινό εξάμηνο του ακαδ. Ετους 2021-2022» με ΚΑ 

11007. 

 

Τεχνικές-Εκπαιδευτικές δεξιότητες/άλλες δραστηριότητες 

 

Εκτεταμένη εμπειρία σε τεχνικές διαχωρισμού, απομόνωσης και ανάλυσης στα 

εργαστήρια Οργανικής Σύνθεσης 

Εξαιρετική χρήση οργάνων ανάλυσης (NMR, Αέρια και Υγρή χρωματογραφία) 

συγκεκριμένα 300 MHz, 500 MHz and NMR Bruker instruments, Gas 

Chromatogaphy (GC) Shimadzu, High Performance Liquid Chromatogaphy (HPLC), 

Shimadzu. 

Συμμετοχή ως καθοδηγητής προπτυχιακών φοιτητών σε εκπαιδευτικές επιδείξεις 

πειραμάτων Χημείας σε μαθητές Γυμνασίου σε διάφορες περιοχές της Κρήτης 

Συμμετοχή σε συνέδρια με προφορικές παρουσιάσεις και με αναρτημένες εργασίες 

Παρακολούθηση σεμιναρίων ISO 17025, ISO 22000:2005 

Πολύ καλή γνώση υπολογιστών (Word, Excel, Power point, Chemdraw) 

Δίπλωμα οδήγησης Β 

Αθλητικές δραστηριότητες: τένις, μπάσκετ, ποδηλασία, σκάκι.  
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Συμμετοχή σε Συνέδρια/Ημερίδες 

 

          26-30 Ιουλίου 2015: 

 

 

a) Bariotaki, A.; Giannopoulos, V.; Tyrikos-Ergas, T.; 

Smonou, I. Highly stereoselctive bioreductions of methyl 

substituted diketo esters, Biotrans 2015, Vienna, Austria. 

(αναρτημένη εργασία) b) Bariotaki, A.; Giannopoulos, V.; 

Smonou, I. A new chemoenzymatic synthesis of (R)-

Goniothalamin based on bioreduction, Biotrans 2015, Vienna, 

Austria. (αναρτημένη εργασία)  

 

    11-14 Οκτωβρίου 2016: Smonou, I.; Tzanakaki, A.; Tyrikos-Ergas, T.; Giannopoulos, 

V. Bioreductions as the key step for the synthesis of biologically 

active natural products,  The 5th international conference on 

Novel Enzymes 2016, Goningen, Netherlands. (αναρτημένη 

εργασία) 

 

        26-28 Μαρτίου 2016: Giannopoulos, V.; Smonou, I. Ενζυμικά-καταλυόμενες 

αναγωγές για τη σύνθεση πολύτιμων χειρόμορφων ενδιαμέσων, 

18ο Συνέδριο Μεταπτυχιακών Χημείας, Ηράκλειο Κρήτης, 

Ελλάδα (αναρτημένη εργασία). 

 

              2-4  Μαΐου 2017: Giannopoulos, V.; Smonou, I. Stereoselective bioreductions of 

α-amido-β-keto esters by NADPH-dependent ketoreductases, 

19th Chemistry Postgaduates Conference, Heraklion of Crete, 

Geece (προφορική παρουσίαση) 

 

            9-13 Ιουλίου 2017: 

 

 

 

 

    20-22 Οκτωβρίου 2017:  

 

 

 

 

           15-17 Μαΐου 2019:    

 

 

 

 

 

 16-19 Σεπτεμβρίου 2019:          

 

 

 

 

 

   18-20 Οκτωβρίου 2019:         

 

Giannopoulos, V.; Tyrikos-Ergas, T.; Tzanakaki, A.; Zoidi, 

M.; Smonou, I.  Stereocontrolled Enzymatic Transformation of 

di- and tri- carbonyl compounds, Biotrans 2017, Budapest, 

Hungary (αναρτημένη εργασία). 

 

Giannopoulos, V.; Smonou, I. Stereoselective bioreduction 

of α-amido-β-keto esters in aqueous media using 

ketoreductases, 5o Πανελλήνιο Συνέδριο Πράσινης Χημείας 

και Βιώσιμης Ανάπτυξης, Πάτρα. (αναρτημένη εργασία). 

 

Giannopoulos, V.; Smonou, I, Synthesis of optically pure 

alcohols and substituted ketones in one pot process through a 

combination of CD-C3N4 and different bioreductive enzymes. 

21th Chemistry Postgaduates Conference, Heraklion of Crete, 

Geece (αναρτημένη εργασία). 

 

Smonou, I ; Giannopoulos, V.; Mirtollari, K.; Chatzoudis, A., 

Stereocontrolled Biocatalytic Reductions of Carbonyl 

Compounds. 5th Edition of Global Conference on Catalysis, 

Chemical Engineering & Technology , London, United 

Kingdom (Ηλεκτρονικα αναρτημένη εργασία). 

 

Giannopoulos, V.; Smonou, I, Carbon Nanodot Gaphitic 

Carbon Nitride (CD-C3N4) Photooxidation of Aryl Alkanols – 

https://catalysis-conferences.magnusgroup.org/about/past-events
https://catalysis-conferences.magnusgroup.org/about/past-events
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        30 Νοεμβρίου 2019: 

 

 

 

 

 

 

 

     19-22 Ιουλίου 2021: 

Mechanistic Studies. 6th Panhellenic Symposium with 

International Participation 18-20 October 2019, Athens, Geece 

 

Γιαννόπουλος Βασίλειος «Φωτοοξείδωση αρυλο αλκανολών 

καταλυόμενη από γραφιτικό νιτρίδιο του άνθρακα με πρόσμιξη 

νανοσωματιδίων άνθρακα (CD-C3N4)-Μηχανιστικές μελέτες» 

7η Ημερίδα Χημείας Στη μνήμη της Δρ Μαρίας 

Χατζημαρινάκη ,  Σάββατο, 30 Νοεμβρίου 2019, Πανεπιστήμιο 

Κρήτης, Τμήμα Χημείας, Ηράκλειο Κρήτης, Ελλάδα 

(προφορική παρουσίαση)  

 

Giannopoulos, V.; Katsoulakis N.; Smonou, I.  

Chemoenzymatic synthesis of valuable chiral intermediates: β-

hydroxy-α-amido esters and β-hydroxy-α-cyanoalkyl esters, 

Biotrans 2021, Gaz, Austria (Ηλεκτρονικά αναρτημένη 

εργασία). 

 

 

 

 

Δημοσιεύσεις 

 

1) T. Tyrikos-Ergas, V. Giannopoulos, and I. Smonou, An efficient 

chemoenzymatic approach towards the synthesis of Rugulactone, Molecules 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Το αντικείμενο της παρούσας διδακτορικής διατριβής εμπίπτει στα πεδία της 

βιοκατάλυσης και της φωτοκατάλυσης, και περιλαμβάνει κυρίως τις προσπάθειες για 

ανάπτυξη και μελέτη μιας νέας συνθετικής μεθοδολογίας που συνδυάζει αυτά τα δύο 

πεδία. Ο συνδυασμός χημειοκατάλυσης και βιοκατάλυσης σε συνθετικές διεργασίες 

πολλαπλών σταδίων αποτελεί πολύ δυναμικό και ταχέως αναπτυσσόμενο πεδίο 

έρευνας για τη σύνθεση χημικών προϊόντων υψηλής προστιθέμενης αξίας, όπως 

οπτικώς καθαρών αλκοολών και υποκατεστημένων κετονών.   

Πιο συγκεκριμένα, στην πρώτη ενότητα παρουσιάζεται η μελέτη για την 

σύνθεση οπτικά καθαρών αλκοολών και υποκατεστημένων κετονών σε ένα και μόνο 

στάδιο (one-pot), μέσω συνδυασμού του μη μεταλλικού φωτοκαταλύτη νιτριδίου του 

άνθρακα εμπλουτισμένου στην επιφάνεια με νανοσωματίδια άνθρακα (CD-C3N4) και 

διαφορετικών βιοαναγωγικών ενζύμων. Η συνολική στρατηγική βασίζεται σε μια 

ακολουθία τριών σταδίων σε θερμοκρασία και πίεση περιβάλλοντος. Η αρχική ιδέα 

είναι ότι ξεκινώντας από ένα αλκένιο με φωτοοξυγόνωση με διεγερμένο οξυγόνο (1O2) 

σχηματίζεται ένα ενδιάμεσο αλλυλικό υδροϋπεροξείδιο χρησιμοποιώντας είτε έναν 

κλασσικό φωτοευαισθητοποιητή, όπως είναι η τετραφαινυλοπορφυρίνη TPP,  είτε CD-

C3N4 ως φωτοευαισθητοποιητή (η παρασκευή του πραγματοποιήθηκε εργαστηριακά), 

το οποίο στη συνέχεια ανάγεται προς ρακεμική αλλυλική αλκοόλη. Με περαιτέρω 

φωτοξείδωση κάτω από ορατό φως με τη χρήση του CD-C3N4 ή ενός φωτοκαταλύτη 

συμβατού σε υδατικό περιβάλλον, όπως η ανθρακινόνη του νατρίου (SAS), 

μετατρέπεται στην αντίστοιχη α,β-ακόρεστη κετόνη. Το τελευταίο στάδιο είναι η 

ασύμμετρη βιοκαταλυτική αναγωγή του διπλού δεσμού που οδηγεί στον 

στερεοεκλεκτικό σχηματισμό της οπτικά καθαρής κετόνης ή μια στερεοεκλεκτική 

βιοαναγωγή καρβονυλίου προς την οπτικά καθαρή αλλυλική αλκοόλη. Η ενότητα αυτή 

περιλαμβάνει τη σύνθεση διαφορετικών υποστρωμάτων α,β-ακόρεστων κετονών, τη 

μελέτη της βιοκαταλυτικής αναγωγής τους με διαφορετικής ειδικότητας ένζυμα, 

κετορεδουκτάσες και ρεδουκτάσες ενίου (EReds), καθώς και τα πειράματα 

συνδυασμού σε μια αλληλουχία φωτοκαταλυτικών (με διαφορετικούς φωτοκαταλύτες) 

και βιοκαταλυτικών αντιδράσεων. Η ενζυμική αναγωγή των διπλών δεσμών των 

ρακεμικών ενονών ήταν απόλυτα επιτυχής και προσδιορίστηκαν  διαφορετικές  EReds  

με εξαιρετική δραστικότητα (>99% conv.) αποδίδοντας τις αντίστοιχες οπτικά ενεργές 
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α-υποκατεστημένες κετόνες  με εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα (99% ee.). Παρόλο 

που τα αποτέλεσματα των ενζυμικών αναγωγών με τη χρήση ρεδουκτασών ενίου ήταν 

πολύ ικανοποιητικά, η εκτενής διερεύνηση της φωτοξείδωσης των πρόδρομων 

ρακεμικών αλλυλικών αλκοολών με τους προαναφερθέντες φωτοκαταλύτες δεν είχαν 

το αντίστοιχο επιθυμητό αποτέλεσμα έπειτα από πολλές προσπάθειες και δοκιμές και 

για αυτό το λόγο δεν κατέστη τελικά εφικτή η ανάπτυξη της αρχικά προταθείσας one-

pot διεργασίας. 

 Στη δεύτερη ενότητα παρουσιάζονται οι φωτοξειδώσεις αρυλο αλκοολών με τη 

χρήση του CD-C3N4 καθώς και μηχανιστικές μελέτες για τις συγκεκριμένες 

αντιδράσεις.  Το CD-C3N4 αποδείχθηκε ότι μπορεί να λειτουργήσει ως ένας αρκετά 

αποτελεσματικός μη μεταλλικός φωτοκαταλύτης για την φωτοξείδωση διαφορετικών 

αρυλο αλκοολών παρουσία μοριακού οξυγόνου. Τα πειράματα που διενεργήθηκαν 

αναδεικνύουν την φωτοεπαγόμενη μεταφορά ηλεκτρονίου στη ζώνη σθένους και ζώνη 

αγωγιμότητας του υλικού καθώς και την απόσπαση μιας ρίζας υδρογόνου στο 

καθοριστικό για την αντίδραση στάδιο. Πραγματοποιήθηκε κινητική μελέτη των 

φωτοξειδώσεων διαφορετικών p-υποκατεστημένων αρυλο αλκοολών  καθώς και 

μελέτη των κινητικών ισοτοπικών φαινομένων, τα οποία κατέδειξαν με σαφή τρόπο 

την απόσπαση υδρογόνου στο καθοριστικό για την αντίδραση στάδιο.    

Στην τρίτη ενότητα, αναπτύχθηκε μια νέα, εξαιρετικά αποτελεσματική μέθοδος 

ενός σταδίου για την διχλωρίωση των β-κετο εστέρων και 1,3-δικετονών μέσω του 

συστήματος Oxone/AlCl3. Σε αυτή τη διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν φθηνά, σχετικά 

μη τοξικά και ασφαλή αντιδραστήρια σε υδατικό μέσο. Ο αποκλειστικός σχηματισμός 

των διχλωριωμένων ενώσεων σε υψηλές αποδόσεις και σύντομους χρόνους αντίδρασης 

καθιστούν αυτή τη μέθοδο πολύ ελκυστική. Επίσης αναφέρθηκαν και οι πιθανές 

μηχανιστικές πτυχές αυτής της αντίδρασης. H συγκεκριμένη μεθοδολογία αποτελεί ένα 

νέο ισχυρό συνθετικό εργαλείο για τη διχλωρίωση των β-δικαρβονυλικών 

υποστρωμάτων. 

  Στην τελευταία ενότητα αναπτύχθηκε μια αρκετά αποτελεσματική 

χημειοενζυμική μεθοδολογία για τη σύνθεση οπτικά καθαρών α,α-διχλωρο-β-υδρόξυ 

εστερων σε δύο στάδια, ξεκινώντας από β-κετο εστέρες, με στάδιο κλειδί την 

εναντιοεκλεκτική βιοαναγωγή των α,α-διχλωρο-β-κετο εστέρων χρησιμοποιώντας 

NADPH-εξαρτώμενες κετορεδουκτάσες. Αυτός ο νέος βιομετασχηματισμός παρέχει 

σε ένα μόνο συνθετικό στάδιο επτά διαφορετικούς (S)-α,α-διχλωρο-β-υδρόξυ εστέρες 
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με εξαιρετικά ποσοστά μετατροπής, αρκετά υψηλές αποδόσεις και το πιο σημαντικό 

εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα (>99% ee). 

 

Λέξεις κλειδιά: Βιοκατάλυση, φωτοκατάλυση, βιοκαταλυτική αναγωγή, 

κετορεδουκτάσες, ρεδουκτάσες ενίου, NADPH, CD-C3N4, one-pot, αρυλο αλκοόλες, 

μηχανιστικές μελέτες, Oxone/AlCl3, διχλωρίωση,  α,α-διχλωρο-β-κετοεστέρες 
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ABSTRACT 
 

The subject of this thesis falls in the field of biocatalysis and photocatalysis, and 

mainly includes efforts to develop and study a new synthetic methodology that 

combines these two fields. The combination of chemocatalysis and biocatalysis in 

multistep synthetic processes is a very dynamic and rapidly developing research field 

for the synthesis of high added value chemical products such as optically pure alcohols 

and substituted ketones. 

More specifically, the first section presents the study on the synthesis of 

optically pure alcohols and substituted ketones in a single step (one-pot) through a 

combination of the non-metallic carbon nitride photocatalyst enriched on its surface 

with carbon nanoparticles (CD-C3N4) and different bioreductive enzymes. The overall 

strategy is based on a three-step sequence at ambient temperature and pressure. The 

original idea is that starting from an alkene by photooxygenation with excited oxygen 

(1O2) an allylic hydroperoxide intermediate is formed, which is then reduced to racemic 

allyl alcohol. The reaction involves the use of either a classical photosensitizer such as 

tetraphenylporphyrin TPP or CD-C3N4 as a photosensitizer (prepared in our 

laboratory). Upon further photooxidation under visible light using CD-C3N4 or an 

aqueous-compatible photocatalyst such as sodium anthraquinone (SAS), the material is 

converted to the corresponding α,β-unsaturated ketone. The final step is the asymmetric 

biocatalytic reduction of the ketone’s double bond leading to the stereoselective 

formation of the optically pure ketone or a stereoselective carbonyl bioreduction to the 

optically pure allylic alcohol.  

This section includes the synthesis of different α,β-unsaturated ketone 

substrates, the study of their biocatalytic reduction with enzymes of different specificity 

including ketoreductases and ene reductases (EReds), as well as the combination 

experiments in a sequence of photocatalytic (with different photocatalysts) and 

biocatalytic reactions.  

Enzymatic reduction of the double bonds of the racemic enones was completely 

successful and different EReds were identified with excellent activity (>99% conv.) 

yielding the corresponding optically active α-substituted ketones with excellent 

enantioselectivity (99% ee.). Although the results of these enzymatic reductions using 

ene reductases were very satisfactory, the extensive investigation of the photooxidation 
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of racemic allylic alcohol precursors with the above-mentioned photocatalysts did not 

have the corresponding expected results even after numerous attempts and tests and for 

this reason it was not finally feasible to develop the originally proposed one-pot 

process. 

The second section presents the photooxidations of aryl alcohols using CD-

C3N4 as well as mechanistic studies for the specific reactions. CD-C3N4 was shown to 

act as a fairly efficient non-metallic photocatalyst for the photooxidation of different 

aryl alcohols in the presence of molecular oxygen. The experiments carried out 

highlight the photoinduced electron transfer in the valence band and conduction band 

of the material as well as a hydrogen abstraction in the product determining step of the 

reaction. The kinetic study of the photooxidations of different p-substituted aryl 

alcohols was carried out as well as a study of the kinetic isotope effects, which clearly 

demonstrated the hydrogen abstraction in the reaction-determining step.  

In the third section, a novel, and highly efficient one-step method for the 

dichlorination of β-keto esters and 1,3-diketones via the Oxone/AlCl3 system was 

developed. Inexpensive, relatively non-toxic and safe reagents in aqueous medium were 

used in this process. The exclusive formation of dichlorinated compounds in high yields 

and the short reaction times make this method very attractive. The possible mechanistic 

aspects of this reaction were also reported. This specific methodology constitutes a new 

powerful synthetic tool for the dichlorination of β-dicarbonyl substrates.  

   In the last section, a fairly efficient chemoenzymatic methodology was 

developed for the synthesis of seven optically pure α,α-dichloro-β-hydroxy esters in 

two steps, starting from β-keto esters, with the key step being the enantioselective 

bioreduction of α,α-dichloro-β -keto esters using NADPH-dependent ketoreductases. 

This novel biotransformation affords, in a single synthetic step, seven different (S)-α,α-

dichloro-β-hydroxy esters with excellent conversion rates, quite high yields and most 

importantly with excellent enantioselectivities (>99% ee). 

 

Keywords: Biocatalysis, photocatalysis, biocatalytic reduction, ketoreductases, ene 

reductases, NADPH, CD-C3N4, one-pot, aryl alcohols, mechanistic studies, 

Oxone/AlCl3, dichlorination, α,α-dichloro-β-ketoesters 
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 
 

 

g-C3N4: γραφιτικό νιτρίδιο του άνθρακα 

  

CD-C3N4 : νιτρίδιο του άνθρακα εμπλουτισμένο στην επιφάνειά του με 

νανοσωματίδια άνθρακα 

 

Kreds: κετορεδουκτάσες 

 

EReds: ρεδουκτάσες ενίου 

 

OYE3: Old Yellow Enzyme 3 

 

GDH: αφυδρογονάση της γλυκόζης 

 

NADPH: φωσφορικό νικοταμιδο-αδενινο-δινουκλεοτίδιο  συμπαράγοντας-

συνένζυμο 

 

AlCl3: τριχλωριούχο αργίλιο 
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1.1 Συμβολή της Bιοκατάλυσης στην Oργανική Σύνθεση 

 

 Η βιοκατάλυση με τη χρήση συγκεκριμένων ενζύμων για την επίτευξη 

οργανικών μετασχηματισμών έχει εξελιχθεί εδώ και πολλά χρόνια ως ένα κοινό 

εργαλείο στην οργανική σύνθεση που εφαρμόζεται επίσης συχνά και στη βιομηχανία. 

Η υψηλή δραστικότητα καθώς και η εξαιρετική στέρεο- και χημειοεκλεκτικότητα που 

εμφανίζονται και παρατηρούνται σε πολλούς βιομετασχηματισμούς είναι το 

αποτέλεσμα ενός λεπτομερούς και με ακρίβεια ελέγχου της αντίδρασης στο ενεργό 

κέντρο του καταλύτη.1 Με λίγες αλλά αξιοσημείωτες εξαιρέσεις η εφαρμογή της 

βιοκατάλυσης στις αρχές της δεκαετίας του 2000 επικεντρώθηκε σε ορισμένες 

εξειδικευμένες εφαρμογές που αφορούν κυρίως τη σύνθεση οπτικά ενεργών 

χειρόμορφων ενδιαμέσων.2,3,4 Από τότε μέχρι και σήμερα η βιοκατάλυση έχει εξελιχθεί 

σε ένα πολύτιμο εργαλείο για την οργανική-χημική σύνθεση που έχει σημαντικό 

αντίκτυπο και σε βιομηχανικό επίπεδο.2,5,6 Αιτία αυτής της ραγδαίας ανάπτυξης της 

βιοκατάλυσης είναι η ταχεία ανακάλυψη νέων παραλλαγών ενζύμων 

εκμεταλλευόμενοι τη σύγχρονη βιοπληροφορική καθώς και τα υπολογιστικά μοντέλα 

που υποστηρίζουν σε μεγάλο βαθμό την βελτιστοποίηση της ενζυμικής-πρωτεϊνικής 

μηχανικής.2,7,8 Η ενζυμική μηχανική επιτρέπει την προσαρμογή του βιοκαταλύτη στην 

εκάστοτε επιθυμητή αντίδραση και διεργασία. Με αυτόν τον τρόπο είναι εφικτή η 

διάθεση μιας εργαλειοθήκης που περιέχει βιοκαταλύτες έτοιμους να χρησιμοποιηθούν 

για διάφορες αντιδράσεις.1 Oι διαρκώς εξελισσόμενοι βιοκαταλύτες επιτρέπουν πλέον 

πολλές επιλογές για τη δημιουργία νέων μετασχηματισμών και ως εκ τούτου, το 

άνοιγμα νέων σύντομων οδών προς τα επιθυμητά μόρια-στόχους. Ο συνδυασμός 

πολλών βιοκαταλυτών σε ένα και μόνο στάδιο στην ίδια φιάλη αντίδρασης για την 

εκτέλεση πολλών αντιδράσεων ταυτόχρονα αυξάνει ακόμη περισσότερο την 

αποτελεσματικότητα της βιοκατάλυσης.1  
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1.2 Κετορεδουκτάσες-Aλκοολικές αφυδρογονάσες: 

Εφαρμογές σε βιομηχανική κλίμακα 

 

  Ιστορικά οι κετορεδουκτάσες (KREDs) ή αλκοολικές αφυδρογονάσες (ADHs) 

ήταν οι πιο κοινοί ευρέως χρησιμοποιούμενοι βιοκαταλύτες σε βιομηχανική κλίμακα 

μαζί με τις υδρολάσες-λιπάσες.9,10,11,12 Οι κετορεδουκτάσες καταλύουν την μεταφορά 

υδριδίου από τον νικοτιναμιδικό συμπαράγοντα NAD(P)H  σε κετόνες και αλδεύδες. 

Η εξαιρετική στεροειδικότητα που εμφανίζουν συχνά αυτά τα ένζυμα καθώς και ότι 

καλύπτουν ένα ευρύ φάσμα υποστρωμάτων τα καθιστούν πολύ αποτελεσματικά στην 

οργανική σύνθεση και στη βιομηχανία. Τα τελευταία 10 χρόνια η επιστημονική και η 

τεχνολογική πρόοδος έχουν συμβάλει ώστε τα συγκεκριμένα οξειδοαναγωγικά ένζυμα 

να χρησιμοποιούνται ευρέως και η χρήση τους θεωρείται ως μια πραγματικά πρακτική 

και φιλική προς το περιβάλλον μεθοδολογία ικανή να ανταγωνιστεί με την πιο 

παραδοσιακή χημειοκατάλυση για την παρασκευή οπτικά ενεργών χειρόμορφων 

αλκοολών.9 Οι αναγωγές που καταλύονται από κετορεδουκτάσες απαιτούν 

στοιχειομετρικές ποσότητες ισοδυνάμων των νικοτιναμιδικών συμπαραγόντων. 

Εξαιτίας του υψηλού κόστους των συμπαραγόντων είναι απαραίτητη η χρήση ενός 

αποτελεσματικού συστήματος αναγέννησής τους. Η πιο κοινή μέθοδος για την 

ανακύκλωση του NAD(P)H βασίζεται συνήθως στη χρήση ενός δεύτερου ενζύμου, της 

αφυδρογονάσης της γλυκόζης (GDH), και γλυκόζης η οποία χρησιμεύει ως βοηθητικό 

υπόστρωμα. Μια ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδος ακόμα και σε βιομηχανική 

κλίμακα βασίζεται στην χρήση ισοπροπανόλης ως βοηθητικό υπόστρωμα για την 

αναγέννηση του NAD(P)H χωρίς να απαιτείται η χρήση ενός δεύτερου ενζύμου (Σχήμα 

1).2,9 Παρακάτω παρουσιάζονται ορισμένα χαρακτηριστικά παραδείγματα χρήσης των 

κετορεδουκτασών για την ασύμμετρη σύνθεση χειρόμορφων αλκοολών, ενδιάμεσα για 

την παρασκευή διάφορων φαρμακευτικών προϊόντων. Τα βιοκαταλυτικά στάδια έχουν 

πλέον ενσωματωθεί στις πορείες σύνθεσης των δραστικών φαρμακευτικών 

συστατικών (active pharmaceutical ingedients-APIs) από τις φαρμακευτικές εταιρίες 

που τα παράγουν. 
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Σχήμα 1. Βιοκαταλυτική αναγωγή προχειρόμορφων κετονών με τη χρήση ΝAD(P)H- 

εξαρτώμενων κετορεδουκτασών. 

 

 Ένα αξιοσημείωτο παράδειγμα βιοκαταλυτικής εφαρμογής για τη σύνθεση 

χειρόμορφων ενδιαμέσων είναι η ασύμμετρη σύνθεση της Dulox αλκοόλης (S)-3, που 

είναι το ενδιάμεσο κλειδί για τη σύνθεση του αντικαταθλιπτικού φαρμάκου 

Duloxetine. Η πορεία που ακολουθεί η εταιρία BASF εκμεταλλεύεται την εξαιρετική 

δραστικότητα της KRED LbADH προερχόμενη από το  Lactobacillus brevis και την 

ΕbN1 από το Aromatoleum aromaticum, όπου και τα δύο αυτά ένζυμα είναι ικανά να 

ανάγουν εκλεκτικά την ασταθή χλωρο κετόνη 1 προς την (S)-αλκοόλη 2, η οποία στη 

συνέχεια μπορεί να αμινωθεί εύκολα αποδίδοντας την (S)-αλκοόλη 3. Ένα εναλλακτικό 

μονοπάτι για την σύνθεση του συγκεκριμένου χειρόμορφου ενδιαμέσου, μπορεί να 

επιτευχθεί μέσω της εναντιοεκλεκτικής αναγωγής της σταθερής διμεθυλο-αμμωνιακής 

κετόνης 4 προς την αντίστοιχη (S)-αλκοόλη 5 (Σχήμα 2). Βέβαια το κύριο μειονέκτημα 

αυτής της διεργασίας είναι η επακόλουθη Ν-απομεθυλίωση της αλκοόλης (S)-5.2 
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Σχήμα 2. Βιοκαταλυτικά μονοπάτια για την παρασκευή του ενδιαμέσου-κλειδί (S)-3 για τη 

σύνθεση του αντικαταθλιπτικού φαρμάκου Duloxetine χρησιμοποιώντας KREDs 

     

 Ένα άλλο σημαντικό παράδειγμα είναι η σύνθεση του χειρόμορφου 

ενδιαμέσου 7, η οποία είναι πρόδρομη ένωση για τη σύνθεση του φαρμάκου LNP023, 

το οποίο χρησιμοποιείται για θεραπεία ασθενών με νεφρική νόσο που προκαλείται με 

φλεγμονή. Οι επιστήμονες της Novartis κατάφεραν να συνθέσουν το συγκεκριμένο 

ενδιάμεσο χρησιμοποιώντας μια KRED για το στάδιο κλειδί που είναι η αναγωγή της 

κετο ομάδας του υποστρώματος 6. Η συγκεκριμένη αναγωγή πραγματοποιήθηκε με 

εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα και η οπτικά ενεργή αλκοόλη 7 απομονώθηκε σε 

πολύ υψηλή απόδοση 85% (Σχήμα 3). Ένα από τα μειονεκτήματα των προηγούμενων 

χημικών συνθέσεων ήταν η χρήση αρκετά επικίνδυνων χημικών ουσιών όπως το 

υδρίδιο του νατρίου ή το διμεθυλοακεταμίδιο που ελλοχεύουν αρκετούς κινδύνους ως 

προς την ασφάλεια της διεργασίας σε μεγαλύτερη κλίμακα.2 
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Σχήμα 3. Σύνθεση του ενδιαμέσου 7, πρόδρομης ένωσης για το LNP023 χρησιμοποιώντας 

NADPH- εξαρτώμενη κετορεδουκτάση. 

 

Μια ακόμη εφαρμογή όπου αναδεικνύει την συμβολή της βιοκατάλυσης και 

ιδιαίτερα των βιοκαταλυτικών αναγωγών στην οργανική σύνθεση και στη βιομηχανία 

είναι η παρασκευή του χειρόμορφου ενδιαμέσου 12, πρόδρομης ένωσης του αναστολέα 

της γ-εκκριτάσης, που επρόκειτο για ένα φάρμακο που έχει κεντρίσει το επιστημονικό 

ενδιαφέρον κατά την τελευταία δεκαετία λόγω της χρήσης του και στη θεραπεία του 

καρκίνου. Οι επιστήμονες της Pfizer λοιπόν χρησιμοποίησαν μια τρανσαμινάση για τη 

σύνθεση της ενδιάμεσης χειρόμορφης αμίνης 11 και μια κετορεδουκτάση για την 

ασύμμετρη αναγωγή του α-κετο εστέρα 8 προς την αντίστοιχη ενδιάμεση αλκοόλη 9 

με εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα. Η οπτικά ενεργή αλκοόλη 9  και η χειρόμορφη 

αμίνη 11 αντιδρούν μεταξύ τους αποδίδοντας την χειρόμορφη ενδιάμεση ένωση 12  

που αποτελεί πρόδρομο μόριο για τη σύνθεση του αναστολέα της γ-εκκριτάσης (Σχήμα 

4).2   

   Ένα άλλο παράδειγμα που αναδεικνύει την σπουδαιότητα της βιοκατάλυσης 

στη βιομηχανία είναι η σύνθεση ενός χειρόμορφου ενδιαμέσου-κλειδί που 

χρησιμοποιείται για την παραγωγή του Montelucast, που είναι το δραστικό συστατικό 

του φαρμάκου (API: active pharmaceutical ingedient) Singulair, το οποίο είναι ένα 

ευρέως χρησιμοποιούμενο αντιασθματικό φάρμακο που κυκλοφόρησε αρχικά στην 

αγορά από την Merck (Σχήμα 5). Η κλασσική χημειοκαταλυτική μέθοδος περιλαμβάνει 

μια ασύμμετρη αναγωγή χρησιμοποιώντας το (-)-DIP-Cl, το οποίο αποτελεί οπτικά 

ενεργό χειρόμορφο αναγωγικό αντιδραστήριο βορίου και χρησιμοποιείται σε 

περίσσεια.  
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Σχήμα 4. Σύνθεση της πρόδρομης χειρόμορφης ένωσης 12 για τον αναστολέα της γ-

εκκριτάσης χρησιμοποιώντας μια κετορεδουκτάση και μια τρανσαμινάση. 

 

Με βάση προηγούμενη έρευνα όπου μια τροποποιημένη KRED έδειξε υψηλή 

δραστικότητα για αυτό το ογκώδες ενδιάμεσο 13,13,14 η εταιρία Codexis επικεντρώθηκε 

στην περαιτέρω αύξηση της δραστικότητας και της σταθερότητας του συγκεκριμένου 

ενζύμου για την αντικατάσταση του οπτικά ενεργού χημικού καταλύτη DIP-Cl. Σε 

συνδυασμό με την κατευθυνόμενη εξέλιξη (directed evolution) και μια διαδικασία 

βελτιστοποίησης η τροποποιημένη (με βάση την πρωτεϊνική μηχανική) KRED 

καταλύει την αντίδραση με εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα, καθώς επίσης 

επιδεικνύει αξιοσημείωτη σταθερότητα ακόμη και παρουσία 70% οργανικών διαλυτών 

στους 45 οC. Έτσι πλέον, η συγκεκριμένη βιοκαταλυτική διεργασία χρησιμοποιείται σε 

μεγάλη κλίμακα (>200 kg υποστρώματος) αντικαθιστώντας το τοξικό αντιδραστήριο 

(-)-DIP-Cl με την κετορεδουκτάση η οποία χρησιμοποιείται σε καταλυτική ποσότητα. 

Η τροποποιημένη λοιπόν NADPH-εξαρτώμενη κετορεδουκτάση καταλύει την 

ασύμμετρη αναγωγή του κετο υποστρώματος 13 προς την αντίστοιχη χειρόμορφη 

αλκοόλη 14 με στερεοαπεικόνιση (S), η οποία χρησιμοποιείται περαιτέρω για τη 

σύνθεση του Montelucast (Σχήμα 5).15 
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Σχήμα 5. Βιοκαταλυτική εναντιοεκλεκτική αναγωγή της κετόνης 13 προς την αντίστοιχη (S)-

αλκοόλη 14, η οποία αποτελεί πρόδρομη ένωση για τη σύνθεση του Montelucast με τη χρήση 

NADPH- εξαρτώμενης κετορεδουκτάσης. 

 

Ένα ακόμη χαρακτηριστικό παράδειγμα που περιλαμβάνει τη χρήση 

κετορεδουκτάσης είναι η σύνθεση ενός υδροξυνιτριλίου, που είναι το ενδιάμεσο-κλειδί 

για τη σύνθεση της ατορβαστατίνης. Η ατορβαστατίνη είναι μέλος της οικογένειας των 

στατινών, ενώσεις που μειώνουν την χοληστερόλη εμποδίζοντας την σύνθεσή της στο 

ήπαρ και διατίθενται επί του παρόντος στην αγορά από τη Pfizer με την εμπορική 

ονομασία Lipitor.16 Η Codexis ανέπτυξε μια ενζυμική σύνθεση που περιλαμβάνει 

συνδυασμό δύο βιοκαταλυτικών αντιδράσεων, χρησιμοποιώντας δύο ένζυμα, μια 

κετορεδουκτάση (KRED) και μια αποαλογονάση της αλοϋδρίνης (Halohydrin 

dehalogenase-HHDH). Σε αυτή την ενζυμική διεργασία στάδιο κλειδί αποτελεί η 

εναντιοεκλεκτική αναγωγή του 4-χλωροακετοξικού αιθυλεστέρα 15 χρησιμοποιώντας 

αφυδρογονάση της γλυκόζης (GDH) για την ανακύκλωση του NADPH, προς τον 

αντίστοιχο γ-χλωρο-β-υδρόξυ εστέρα 16 με 99 % ee (Σχήμα 6). Η πρόοδος της 

πρωτεϊνικής μηχανικής έχει επιτρέψει την σύνθεση του συγκεκριμένου ενδιαμέσου σε 

εξαιρετικά μεγάλη κλίμακα και καθιστά αυτή την ενζυμική διεργασία δύο σταδίων, όχι 

μόνο περιβαλλοντικά αποδεκτή και ελκυστική, αλλά και οικονομικά βιώσιμη σε 

σύγκριση με την παραδοσιακή χημειοκαταλυτική διεργασία.15 
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Σχήμα 6. Βιοκαταλυτική διεργασία δύο σταδίων για την σύνθεση της πρόδρομης ένωσης για 

την ατορβαστατίνη με στάδιο κλειδί την ασύμμετρη αναγωγή του 15  προς την οπτικά ενεργή 

αλκοόλη 16 με τη χρήση NADPH-εξαρτώμενης κετορεδουκτάσης. 

 

1.3 Εφαρμογές της Βιοκατάλυσης για την παρασκευή οπτικά 

ενεργών αμινών 
 

 Μια άλλη κατηγορία εξαιρετικά πολύτιμων ενδιαμέσων και δομικών μονάδων 

για τη σύνθεση φυσικών και φαρμακευτικών προϊόντων είναι οι χειρόμορφες αμίνες. 

Την τελευταία δεκαετία υπάρχει διαθέσιμη μια πληθώρα ενζύμων που καταλύει τον 

σχηματισμό χειρόμορφων αμινών. Αυτά είναι οι τρανσαμινάσες (ΤΑ),17 οι αναγωγάσες 

ιμινών  (imine dehydrogenases-IREDs), οι αναγωγικές αμινάσες (RedAm) καθώς και 

οι αμινικές αφυδρογονάσες (amine dehydrogenases-AmDH).18,19,20 Επειδή οι 

αντιδράσεις που καταλύουν τα συγκεκριμένα ένζυμα είναι αντιστρεπτές, 

χρησιμοποιούνται και εφαρμόζονται διαφορετικές μέθοδοι για την μετατόπιση της 

ισορροπίας προς το επιθυμητό προϊόν. Στην περίπτωση των τρανσαμινασών ο 

απαιτούμενος δότης αμίνης (π.χ. 2-προπυλαμίνη ή 1-φαινυλαιθυλαμίνη) μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί σε περίσσεια έτσι ώστε η ισορροπία να μετατοπιστεί προς το 

επιθυμητό προϊόν της αμίνης. Συχνά επίσης το προϊόν όξο-δότης (π.χ. πυροσταφυλικό, 

(στην περίπτωση που η αλανίνη χρησιμοποιέιται ως άμινο δότης) μετασχηματίζεται 

περαιτέρω με τη χρήση ενός επιπρόσθετου ενζύμου (π.χ. αναγωγή προς γαλακτικό οξύ) 
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ή ανακυκλώνεται (μετατροπή πυροσταφυλικού με αφυδρογονάση της αλανίνης).17 

Στην περίπτωση των εξαρτώμενων ενζύμων IRED, AmDH  και RedAm 

χρησιμοποιείται ένα κατάλληλο σύστημα ανακύκλωσης του συμπαράγοντα, που είναι 

ζωτικής σημασίας για την μετατόπιση της ισορροπίας (Σχήμα 7).1 

 Η χρήση των τρανσαμινασών έχει βρει εφαρμογή στη σύνθεση πολλών 

πολύπλοκών φαρμακευτικών προϊόντων, με το πιο αξιοσημείωτο παράδειγμα να είναι 

η σύνθεση του φαρμάκου σιταγλιπτίνη 18, που χρησιμοποιείται για τη θεραπεία του 

σακχαρώδη διαβήτη τύπου ΙΙ. 

 

 

Σχήμα 7. α) αναγωγική αμίνωση κετονών καταλυόμενη από τρανσαμινάσες, β) αναγωγή 

ιμινών με τη χρήση αναγωγάσης ιμίνης, γ) αναγωγική αμίνωση καταλυόμενη από αναγωγικές 

αμινάσες/ αμινικές αφυδρογονάσες  

 

Οι ερευνητικές ομάδες των εταιριών Merck και Codexis κατάφεραν να 

παρασκευάσουν το συγκεκριμένο φάρμακο μέσω μιας αντίδρασης τρανσαμίνωσης της 

προχειρόμορφης πρόδρομης ένωσης προ-σιταγλιπτίνης 17.21 Μετά από αρκετούς 

κύκλους κατευθυνόμενης εξέλιξης δημιουργήθηκε η τελική παραλλαγή μιας 

εκλεκτικής (R)-ATA, η οποία καταλύει την ενζυμική αντίδραση σε 92% απόδοση και 

με εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα >99% ee. (Σχήμα 8). Η συγκεκριμένη μέθοδος 

αντικαθιστά τη χρήση ενός χειρόμορφου καταλύτη ροδίου (Rh-t-Bu-Josiphos) σε μια 

διαδικασία ασύμμετρης υδρογόνωσης σε υψηλή πίεση. Σε σύγκριση λοιπόν με την 
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προαναφερθείσα χημειοκαταλυτική μέθοδο, η αντίστοιχη ενζυμική με τη χρήση (R)-

εκλεκτικής τρανσαμινάσης αυξάνει την απόδοση της αντίδρασης καθώς και την 

παραγωγικότητα αυτής κατά 53%. Αυτό είχε ως αποτέλεσμα την μείωση των 

αποβλήτων και την εξάλειψη του μεταλλικού καταλύτη μετάπτωσης.22 

 

Σχήμα 8. Ασύμμετρη σύνθεση της σιταγλιπτίνης 18 χρησιμοποιώντας μια τροποποιημένη ω-

τρανσαμινάση. 

 

  Ένα άλλο παράδειγμα χρήσης τρανασαμινασών σε βιομηχανική κλίμακα είναι 

η παρασκευή του χειρόμορφου ενδιαμέσου-κλειδί για τη σύνθεση του Sacubritil, ενός 

από τα δύο δραστικά συστατικά του φαρμάκου LCZ696, το οποίο είναι αναστολέας 

της νεπριλυσίνης που χρησιμοποιείται για την καρδιαγγειακή θεραπεία23 και θεωρείται 

“blockbuster” (πάνω από 1 δισεκατομμύριο πωλήσεις) για την εταιρεία Novartis.24 Εδώ 

μια τροποποιημένη τρανσαμινάση καταλύει την αντίδραση τρανσαμίνωσης του οπτικά 

ενεργού γ-κετο οξέος 19 προς την αντίστοιχη οπτικά ενεργή αμίνη 20 με εξαιρετική 

ενάντιο- και διαστεροεκλεκτικότητα χρησιμοποιώντας ως αμινοδότη ισοπροπυλαμίνη 

(Σχήμα 9).2 
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Σχήμα 9. Ασύμμετρη σύνθεση του ενδιαμέσου 20 πρόδρομης ένωσης του Sacubritil 

καταλυόμενη από τρανσαμινάση. 

Ακολουθούν άλλα δύο παραδείγματα παρασκευής χειρόμορφων αμινών που 

χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία χρησιμοποιώντας αναγωγάση ιμίνης (IRED) και 

αναγωγική αμινάση (RedAm). Το πρώτο παράδειγμα είναι η σύνθεση σε μεγάλη 

κλίμακα της σερτραλανίνης 22 που είναι το δραστικό συστατικό του φαρμάκου Zoloft, 

που πρόκειται για ένα αντικαταθλιπτικό φάρμακο. Η ερευνητική ομάδα της Pfizer 

χρησιμοποίησε μια IRED για την αναγωγική αμίνωση της ενδιάμεσης ιμίνης 21 προς 

τη σερτραλινίνη 22. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε ένα και μόνο στάδιο παρουσία 

μεθυλαμίνης (Σχήμα 10).2 

 

 

Σχήμα 10. Ενζυμικα καταλυόμενη σύνθεση της σερτραλινίνης 22 με την χρήση αναγωγάσης 

ιμίνης (IRED). 

 

 Το δεύτερο παράδειγμα περιλαμβάνει τη χρήση μιας αναγωγικής αμινάσης 

(RedAm) σε μια πρόσφατη εργασία της εταιρίας Glaxo Smith Kline που παρασκεύασε 

έναν αναστολέα της πρωτεΐνης LSD1 (GSK2879552). Τυχόν υπερέκφραση της 
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συγκεκριμένης πρωτεΐνης μπορεί να αποφέρει διάφορους τύπους καρκίνου. Η 

παρασκευή του ενδιαμέσου-κλειδί για την σύνθεση του συγκεκριμένου αναστολέα 

πραγματοποιήθηκε ενζυμικά μέσω μιας αναγωγικής αμίνωσης της αλδεύδης 23 με την 

ρακεμική trans-αμίνη 24 προς τον σχηματισμό του ενδιαμέσου (1R,2S)-25 σε 84% 

συνολική απόδοση και με εξαιρετική οπτική καθαρότητα (>99% ee) (Σχήμα 11).25,2 

 

 

 

 

Σχήμα 11. Ενζυμική αναγωγική αμίνωση για τη σύνθεση του ενδιαμέσου κλειδί 25 για τον 

αναστολέα της LSD1 (GSK2879552). 

 

1.4 Υδρολυτικα ένζυμα: Εφαρμογές στη βιομηχανια-Σύνθεση 

της πρεγκαμπαλίνης 
 

  Η βιοκαταλυτική μετεστεροποίηση ή υδρόλυση εστέρων (Σχήμα 12), που 

πραγματοποιούνται με υδρολυτικά ένζυμα μέσω κινητικού διαχωρισμού 

αντιπροσωπεύουν μια κλασσική μέθοδο για την παραγωγή μορίων με υψηλή οπτική 

καθαρότητα και συχνά χρησιμοποιούνται και για τη σύνθεση αρκετών δραστικών 

συστατικών φαρμάκων (APIs).1 Ωστόσο, επειδή ο κινητικός διαχωρισμός ενός 

ρακεμικού προϊόντος οδηγεί σε απώλεια του 50% του αρχικού υποστρώματος, τέτοιες 

διεργασίες στις μέρες μας δεν θεωρούνται οι πλέον ιδανικές. Παρόλα αυτά με το σωστό 

σχεδιασμό της συνθετικής οδού αυτό το πρόβλημα μπορεί να ξεπεραστεί με διάφορους 

τρόπους, όπως ενσωματώνοντας την ανακύκλωση του μη επιθυμητού εναντιομερούς.  
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Σχήμα 12. Μετεστεροποίηση, σχηματισμός αμιδίων και υδρόλυση εστέρων καταλυόμενες από 

λιπάσες και εστεράσες.1 

Το πιο ενδεικτικό παράδειγμα αποτελεί η σύνθεση της πρεγκαμπαλίνης 26, που είναι 

το δραστικό συστατικό του φαρμάκου με την εμπορική ονομασία Lyrica (παράγεται 

από τη Pfizer), το οποίο είναι  ένα σπασμολυτικό φάρμακο που χρησιμοποιείται για τη 

θεραπεία της επιληψίας , του νευροπαθητικού πόνου, της ινομυαλγίας καθώς και της 

γενικευμένης διαταραχής άγχους. 

 Η διαδικασία παραγωγής της πρώτης γενιάς, περιλαμβάνει την σύνθεση του 

ρακεμικού API ακολουθούμενη από πολλούς γύρους ανακρυσταλλώσεων με σκοπό 

την λήψη του καθαρού εναντιομερούς. Το τελικό συνθετικό μονοπάτι περιλαμβάνει τη 

χρήση μιας λιπάσης από το Thermomyces Lanuginosus, η οποία είναι εμπορικά 

διαθέσιμη. Ένας κυανοδιεστέρας παρασκευάζεται χημικά ως ρακεμικό μίγμα και 

μετασχηματίζεται μέσω κινητικού διαχωρισμού στον οπτικά καθαρό μονοεστέρα (24h, 

48%), ο οποίος στη συνέχεια μετατρέπεται στο τελικό API 26  με δύο επιπλέον στάδια 

(Σχήμα 13). Το συγκεκριμένο συνθετικό μονοπάτι επιτρέπει την ανακύκλωση του μη 

επιθυμητού εναντιομερούς, το οποίο ουσιαστικά ρακεμοποιείται και μπορεί με αυτόν 

τον τρόπο να επαναχρησιμοποιηθεί. Με τη παρούσα διεργασία τα απόβλητα μειώθηκαν 

κατά έναν παράγοντα 5 και ο παράγοντας Ε (περιβαλλοντικό αντίκτυπο) μειώθηκε από 

86 σε 17 σε σχέση με την διαδικασία παραγωγής της πρώτης γενιάς.26 
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Σχήμα 13. Χημειοενζυμική διεργασία για την σύνθεση της πρεγκαμπαλίνης 26 

χρησιμοποιώντας μια λιπάση (κινητικός διαχωρισμός). 

 

1.5 Βιοκαταλυτικες διεργασίες στην ίδια φιάλη αντίδρασης 

(one-pot): το παράδειγμα του islatravir 
 

 

 Εξαιτίας της εγγενούς συμβατότητας των περισσότερων ενζύμων στις ίδιες 

συνθήκες αντίδρασης, τα τελευταία χρόνια έχουν αναπτυχθεί πολλές βιοκαταλυτικές 

διεργασίες που περιλαμβάνουν την χρήση πολλών ενζύμων που καταλύουν 

διαφορετικές αντιδράσεις και εκτελούνται ταυτόχρονα στην ίδια φιάλη αντίδρασης 

(one-pot), χωρίς να απαιτείται η απομόνωση των ενδιάμεσων προϊόντων (biocatalytic 

cascades). Τα πλεονεκτήματα αυτών των μεθόδων έχουν καταστήσει τις συγκεκριμένες 

διεργασίες πολύ ελκυστικές, εξαιτίας του γεγονότος ότι αποφεύγονται οι χρονοβόρες 

πολλές φορές απομονώσεις των ενδιαμέσων που απαιτούν και την χρήση άλλων 

αντιδραστηρίων, αλλά και την μείωση του συνολικού κόστους, καθώς επίσης και την 

μετατόπιση της ισορροπίας πολλών αντιδράσεων προς τα επιθυμητά προϊόντα.27,28,29,30  

 Ένα αξιοσημείωτο παράδειγμα, όπου χρησιμοποιούνται εννέα ένζυμα σε μια 

βιοκαταλυτική αλληλουχία αντιδράσεων που εκτελούνται ταυτόχρονα, είναι η 

σύνθεση του φαρμάκου κατά του HIV islatravir που αναπτύχθηκε από τις ερευνητικές 

ομάδες της Merck και της Codexis.31 Τα πολλά προβλήματα που προέκυψαν κατά τη 

σύνθεσή του με χημικό τρόπο οδήγησαν στην ανάπτυξη μιας βιοκαταλυτικής οδού 
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αποτελούμενης από τα πιο ενεργά ένζυμα. Τα κατάλληλα ένζυμα βελτιστοποιήθηκαν 

χρησιμοποιώντας μεθόδους κατευθυνόμενης εξέλιξης με σκοπό το κάθε ένζυμο να 

καταλύει την επιθυμητή αντίδραση. Η βιοκαταλυτική αλληλουχία αντιδράσεων ξεκινά 

με μία αποσυμμετροποίηση μέσω της οξείδωσης της 2-αιθυνυλογλυκερόλης από μια 

οξειδάση της γαλακτόζης, με τη χρήση επίσης μιας καταλάσης και μιας υπεροξειδάσης 

για την αποσύνθεση των ROS (reactive oxygen species). Στη συνέχεια ακολουθεί μια 

φωσφορυλίωση καταλυόμενη από μια κινάση και τη χρήση επίσης μιας οξικής κινάσης 

για την ανακύκλωση του ATP αποδίδοντας την ενδιάμεση φωσφορυλιωμένη αλδεύδη. 

Έπειτα η φωσφορυλιωμένη αλδεύδη συνδέεται με ακεταλδεύδη σε μια αντίδραση 

αλδολικής συμπύκνωσης καταλυόμενη από την κατάλληλη αλδολάση. Ακολουθεί μια 

μετατόπιση της φωσφορικής ομάδας από την θέση 5 στην θέση 1 χρησιμοποιώντας μια 

φωσφορική τρανσφεράση. Το AP1-στόχος 27 τελικά σχηματίζεται μέσω μιας 

νουκλεοσιδικής φωσφορυλάσης της πουρίνης. Στο τελευταίο αυτό βήμα μια 

φωσφορυλάση της σακχαρόζης βοηθά στη μετατόπιση της ισορροπίας προς το 

επιθυμητό προϊόν του νουκλεοσιδίου, αφαιρώντας και απελευθερώνοντας φωσφορικό 

άλας (Σχήμα 14). Συνολικά, η αλληλουχία των ενζυμικών αντιδράσεων περιλαμβάνει 

εννέα ένζυμα, πέντε από τα οποία σχεδιάστηκαν έως και σε 12 κύκλους 

κατευθυνόμενης εξέλιξης. Η συγκεκριμένη one-pot διεργασία αποδίδει το ένα 

εναντιομερές του islatravir 27 σε συνολική απόδοση 51% χωρίς την επεξεργασία και 

απομόνωση των ενδιαμέσων, αναδεικνύοντας την τεράστια συνθετική δυναμική των 

συγκεκριμένων βιοκαταλυτικών διεργασιών.31 
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Σχήμα 14. Βιοκαταλυτική πολυενζυμική αλληλουχία αντιδράσεων (biocatalytic multienzyme 

cascade) για τη σύνθεση του Islatravir 27 (φάρμακο κατά του HIV).1 

 

1.6 Συνδυασμος βιοκατάλυσης και χημειοκατάλυσης σε one-

pot διεργασίες 

 
 

Την τελευταία δεκαετία έχει σημειωθεί σημαντική αύξηση με επιτυχημένα 

παραδείγματα συνδυασμού χημειοκατάλυσης και βιοκατάλυσης σε αντιδράσεις 

πολλών σταδίων στην ίδια φιάλη αντίδρασης (one-pot). Το γεγονός αυτό οφείλεται σε 

κάποια προφανή πλεονεκτήματα, όπως οι υψηλότερες αποδόσεις, το μειωμένο κόστος, 

τα περιβαλλοντικά οφέλη αλλά και η υψηλή εκλεκτικότητα. Από την άλλη πλευρά, 

είναι απαραίτητο να καταβληθούν προσπάθειες για να συνδυαστούν οι μη συμβατές 

πολλές φορές συνθήκες αντίδρασης, η σταθερότητα των αντιδραστηρίων καθώς και τα 

διαφορετικά συστήματα διαλυτών. Εξαιτίας της προόδου της πρωτεϊνικής-ενζυμικής 

μηχανικής καθώς και η ανάπτυξη ηπιότερων και πιο συμβατών συνθηκών δράσης των 

διάφορων χημειοκαταλυτών, πολλοί από τους περιορισμούς πλέον έχουν αρθεί.32 

 Κλασσικό παράδειγμα συνδυασμού των δύο αυτών ειδών κατάλυσης είναι ο 

συνδυασμός της κατάλυσης με μέταλλα μετάπτωσης (μεταλλοκατάλυση) και της 

βιοκατάλυσης. Η ομογενής μεταλλοκατάλυση συνδυασμένη με ένζυμα, ξεκίνησε με 

διεργασίες που πραγματοποιούνταν στην ίδια φιάλη αντίδρασης με τις αντιδράσεις να 

διενεργούνται διαδοχικά (sequential reaction). Τυπικά ένα αρχικό στάδιο 

χημειοκατάλυσης, που ακολουθείται από προσθήκη ενζύμου για το δεύτερο βήμα, 

απαιτούσε την ολοκλήρωση του πρώτου βήματος χωρίς την απομόνωση του 

ενδιαμέσου.32 Μία σημαντική πρόοδος ήταν η ανάπτυξη των συνθηκών που παρείχαν 

ένα συμβατό σύστημα για τα ένζυμα με ένα ευρύ φάσμα ομογενών μεταλλικών 

καταλυτών. Ένα αρχικό κλασσικό παράδειγμα αποτελεί η καταλυόμενη από καταλύτη 

παλλαδίου Pd  αντίδραση Suzuki cross-coupling σε συνδυασμό με μια βιοκαταλυτική 

αναγωγή με τη χρήση μιας αλκοολικής αφυδρογονάσης προς το σχηματισμό της οπτικά 

ενεργής διάρυλο αλκοόλης 28 (Σχήμα 15α).33 

 Πέρα από την επέκταση τέτοιων διαδοχικών βημάτων στην ίδια φιάλη 

αντίδρασής, τα τελευταία χρόνια έχουν αναφερθεί πολλά παραδείγματα όπου οι 

χημειοκαταλυτικές και βιοκαταλυτικές αντιδράσεις πραγματοποιούνται ταυτόχρονα 
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στην ίδια φιάλη αντίδρασης, σε διεργασίες τύπου “tandem-concurrent reaction” (δεν 

απαιτείται να ολοκληρωθεί το πρώτο βήμα προκειμένου να προστεθούν νέα 

αντιδραστήρια και οι συνθήκες της αντίδρασης δεν αλλάζουν μεταξύ των δύο 

διαδοχικών βημάτων).32 Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα τέτοιου τύπου διεργασιών 

είναι μια καταλυόμενη από ρουθήνιο αναδιάταξη μιας αλλυλικής αλκοόλης προς μια 

α,β-κορεσμένη κετόνη με μια επακόλουθη εναντιοεκλεκτική αναγωγή του 

καρβονυλίου για τη σύνθεση των χειρόμορφων αλκοολών 29  σε έως και 86% απόδοση 

και με εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότηα (>99% ee) (Σχήμα 15β).34 

 Ένα άλλο πεδίο συνδυασμού της χήμειο- και της βιοκατάλυσης είναι αυτό της 

οργανοκατάλυσης σε συνδυασμό με τα ένζυμα. Η πολύ μεγάλη δυναμική των 

οργανοκαταλυτών να καταλύουν ασύμμετρους μετασχηματισμούς σε συνδυασμό με 

τα πλεονεκτήματα της βιοκατάλυσης οδήγησαν στον συνδυασμό τους, με αποτέλεσμα 

τα τελευταία χρόνια να υπάρχουν πολλά αξιοσημείωτα παραδείγματα που 

αναδεικνύουν την αποτελεσματικότητα αυτών των διεργασιών.32 Η δυναμική των 

χειρόμορφων οργανοκαταλυτών έχει χρησιμοποιηθεί σε χημειοενζυμικές διεργασίες 

one-pot με πολλά παραδείγματα να βασίζονται σε οργανοκαταλυτικές αντιδράσεις 

σύζευξης C-C, ακολουθούμενοι από εκλεκτικούς βιομετασχηματισμούς με 

οξειδοαναγωγικά ένζυμα.35,36,37,38  
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Σχήμα 15. α) Suzuki-coupling  αλογονωμένων ακετοφαινονών ακολουθούμενη από μια 

βιοκαταλατική αναγωγή με τη χρήση αλκοολικής αφυδρογονάσης προς το σχηματισμό των 

οπτικά ενεργών διάρυλο αλκοολών 28  (sequential reaction), β) αναδιάταξη αλλυλικών 

αλκοολών καταλυόμενη από καταλύτη ρουθηνίου Ru ακολουθούμενη από μια βιοκαταλυτική 

ασύμμετρη αναγωγή προς τον σχηματισμό των χειρόμορφων αλκοολών 29 (tandem-concurrent 

reaction).  

 Ένα ενδεικτικό παράδειγμα αποτελεί η ασύμμετρη αντίδραση αλδολικής 

συμπύκνωσης καταλυόμενη από ένα χειρόμορφο παράγωγο προλίνης ακολουθούμενη 

από μια διαστερεοεκλεκτική αναγωγή προς το σχηματισμό των 1,3-διολών 30 με 

υψηλή μετατροπή καθώς και εξαιρετική διαστερεο- και εναντιοεκλεκτικότητα (Σχήμα 

16α).36 Ένα ακόμη πρόσφατο παράδειγμα συνδυάζει μια αρχική βιομετατροπή με μια 

επακόλουθη οργανοκαταλυόμενη αντίδραση σε μια διεργασία όπου οι αντιδράσεις 

πραγματοποιούνται ταυτόχρονα στην ίδια φιάλη αντίδρασης (tandem-concurrent 

reaction). Ξεκινώντας λοιπόν από το υποκατεστημένο 1,4-διυδρόξυ βενζόλιο, 

πραγματοποιείται μια βιοκαταλυτική αντίδραση που καταλύεται από λακκάση και 

παρέχει την αντίστοιχη κινόνη, ακολουθούμενη από μια ασύμμετρη αντίδραση 

Michael με διαφορετικές αλδεύδες και τέλος από μία αυθόρμητη κυκλοποίηση προς το 

σχηματισμό των επιθυμητών 3-υποκτεστημένων-2,3-διυδροβενζοφουρανο-2,5-διολών 

31 σε απόδοση έως και 97% και με εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα (έως και 99% ee) 

(Σχήμα 16β).39 
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Σχήμα 16. α) Συνδυασμός ενός οργανοκαταλύτη και ενός αναγωγικού ενζύμου προς το 

σχηματισμό οπτικά ενεργών 1,3-διολών 30 σε μια διεργασία sequential one pot, β) Ταυτόχρονη 

διεργασία συνδυασμού μιας λακκάσης και ενός οργανοκαταλύτη για τη σύνθεση των 3-

υποκτεστημένων-2,3-διυδροβενζοφουρανο-2,5-διολών 31. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

 

Μελέτη για την ανάπτυξη νέας φωτο-βιοκαταλυτικής 

μεθόδου για τη σύνθεση οπτικά ενεργών αλκοολών και 

υποκατεστημένων κετονών 
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2.1 Εισαγωγή 

Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή της παρούσας διατριβής στις μέρες μας 

είναι εξέχουσας σημασίας και σπουδαιότητας η ανάπτυξη διεργασιών που 

πραγματοποιούνται στην ίδια φιάλη αντίδρασης (one-pot), όπου οι αντιδράσεις 

πραγματοποιούνται είτε ταυτόχρονα είτε με διαδοχικό τρόπο. Το φως είναι μια από τις 

πιο σημαντικές εναλλακτικές πηγές ενέργειας για την πραγματοποίηση φωτο-

χημειοκαταλυτικών και βιοκαταλυτικών μετασχηματισμών σε one-pot διεργασίες 

(Σχήμα 1). Όπως φαίνεται από πρόσφατες μελέτες, η χρήση του φωτός έχει αυξηθεί 

σημαντικά προκειμένου να επεκταθεί η φωτο-βιοκαταλυτική εργαλειοθήκη για τη 

σύνθεση διάφορων φαρμακευτικών και ενώσεων με υψηλή προστιθέμενη αξία.1 Η 

εφαρμογή των φωτοκαταλυτών σε one-pot διεργασίες είναι εφικτή, ωστόσο το εάν θα 

πραγματοποιηθούν διαδοχικά ή ταυτόχρονα εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τον τύπο 

του φωτοκαταλύτη, τις πιθανές παράπλευρες αντιδράσεις και τη σταθερότητα του 

ενζύμου παρουσία του φωτοκαταλύτη. Ο συνδυασμός φωτοκαταλυτικών και 

ενζυμικών αντιδράσεων μπορεί να οδηγήσει στο σχεδιασμό χρήσιμων 

μετασχηματισμών που εκμεταλλεύονται την δραστικότητα των φωτοκαταλυτών και 

την αποτελεσματικότητα των ενζύμων όσον αφορά την εκλεκτικότητα και την 

δραστικότητα.2 Ωστόσο υπάρχουν κρίσιμες προκλήσεις που είναι απαραίτητο να 

ξεπεραστούν προκειμένου να λειτουργήσουν τέτοια συστήματα με υψηλή απόδοση.  

 

 

Σχήμα 1. Φωτο-χημειοενζυμικές διεργασίες που πραγματοποιούνται στην ίδια φιάλη 

αντίδρασης (one-pot cascade reaction).3 

 

Παρακάτω παρουσιάζονται πολλά πρόσφατα παραδείγματα τέτοιου τύπου διεργασιών, 

που έχουν εφαρμοστεί επιτυχώς ξεπερνώντας και αντιμετωπίζοντας τους όποιους 
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περιορισμούς εμφανίστηκαν. 

Οι φωτο-χημειοενζυμικές one-pot διεργασίες που πραγματοποιούνται 

ταυτόχρονα (concurrent reaction) είναι γενικά δύσκολο να καθιερωθούν εξαιτίας του 

γεγονότος ότι απαιτείται πολλές φορές συμβατότητα του φωτοκαταλύτη και του 

ενζύμου (και τα δύο πρέπει να λειτουργήσουν σε υδατικό διάλυμα και σε κοινή 

θερμοκρασία). Επίσης εξαιτίας των προβλημάτων σταθερότητας που μπορεί να 

προκύψουν παρουσία του ενζύμου, καθώς και του αρχικού υποστρώματος και του 

προϊόντος στο μίγμα της αντίδρασης, καθιστά την πραγματοποίηση αυτων των 

διεργασιών αρκετά δυσκολή.1 Σε ένα αρκετά πρόσφατο παράδειγμα ο Hartwig και οι 

συνεργάτες του έδειξαν την συμβατότητα ενός φωτοκαταλύτη για τον ισομερισμό 

αλκενίων με μια ene ρεδουκτάση (ERED) σε μια φωτοβιοκαταλυτική one-pot 

διεργασία για την αναγωγή διπλών δεσμών προς το σχηματισμό πολύτιμων προϊόντων 

με εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα. Μετά από διαλογή ορισμένων 

οργανομεταλλικών και οργανικών φωτοκαταλυτών σε ημιυδατικό μέσο μελετήθηκε ο 

ταυτόχρονος και συνεργατικός φωτοϊσομερισμός με την ενζυμική αναγωγή των Ζ-

αλκενίων. Για μια σειρά από διαφορετικά υποστρώματα, επιτεύχθηκε η συνεργατική 

αναγωγή που καταλύεται από διαφορετικές ene ρεδουκτάσες (EReds) και 

διαφορετικούς φωτοκαταλύτες, όπως ένα παραγωγό του φλαβινο μονονουκλεοτιδίου  

(FMN) και ένα σύμπλοκο του Ιριδίου Ir(II) υπό την ακτινοβόληση μπλε φωτός. Η 

αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε πολύ υψηλή απόδοση, εως και 87%, και με 

εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα (>99% ee) (Σχήμα 2).2 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 2. Ταυτόχρονη φωτο-χημειοενζυμική one-pot διεργασία συνδυάζοντας έναν 

φωτοκαταλυτικό ισομερισμό και την ενζυμική αναγωγή αλκενίων. 
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Σε μια ακόμα πρόσφατη εργασία πραγματοποιήθηκε συνδυασμός φωτοοργανο-

οξειδοαναγωγικής κατάλυσης και βιοκατάλυσης με σκοπό την ασύμμετρη 

ενεργοποίηση δεσμών C-H απλών αλκανίων. Ο οργανικός φωτοκαταλύτης που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν η σουλφονική ανθρακινόνη του νατρίου (SAS) και μέσω μιας 

φωτοκαταλυτικής αντίδρασης τα αλκάνια οξειδώνονται στις αντίστοιχες αλδεύδες και 

κετόνες και εν συνεχεία με τη χρήση διαφορετικών ενζύμων πραγματοποιήθηκαν 

ασύμμετροι ενζυμικοί μετασχηματισμοί προς το σχηματισμό προϊόντων υψηλής 

προστιθέμενης αξίας. Οι συγκεκριμένες διεργασίες πραγματοποιήθηκαν ταυτόχρονα 

(one-pot concurrent reaction) αποδίδοντας τελικά οπτικά ενεργά υδροξυνιτρίλια, 

αμίνες, α-υδροξυ κετόνες και α-χειρόμορφες κετόνες με εξαιρετική 

εναντιοεκλεκτικότητα (έως και 99% ee) (Σχήμα 3).3 Η επιτυχής εφαρμογή αυτής της 

φωτο-χημειοενζυμικής διεργασίας στην ίδια φιάλη αντίδρασης οδήγησε στη σύνθεση 

πολλών προϊόντων χρησιμοποιώντας ως πρώτη ύλη απλά και φθηνά αλκάνια. Η 

συνθετική αξία αυτής της προσέγγισης, αποδείχτηκε από τη σύνθεση πολυάριθμων 

χειρόμορφων προϊόντων, που καλύπτουν ένα ευρύ φάσμα από λειτουργικές ομάδες 

(Σχήμα 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 3. Φωτο-χημειοενζυμική one-pot διεργασία για την ενεργοπόιηση του δεσμού C-H 

συνδυάζοντας την χρήση σουλφονικής ανθρακινόνης του νατρίου με διαφορετικά ένζυμα 
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Ένα ακόμη αξιοσημείωτο παράδειγμα συνδυασμού φωτοκατάλυσης και 

βιοκατάλυσης σε one-pot διεργασίες περιγράφηκε το 2019 από τον Wu και τους 

συνεργάτες του. Σε αυτή την μελέτη χρησιμοποιείται ένας οργανικός φωτοκαταλύτης-

κατά κύριο λόγο η SAS-για την αποκαρβοξυλική καρβονυλίωση καρβοξυλικών οξέων 

ακολουθούμενη από μια εκλεκτική βιοαναγωγή χρησιμοποιώντας ολόκληρο κύτταρο 

(whole cell) για τη δημιουργία πολύτιμων οπτικά ενεργών αλκοολών. Συνοπτικά, 

πραγματοποιείται μια εναντιοεκλεκτική αποκαρβοξυλική υδροξυλίωση που συνδυάζει 

τον φωτοκαταλύτη με μια κετορεδουκτάση (KRED) σε διεργασία μιας φιάλης (one-pot 

cascade reaction). Μια σειρά από ρακεμικά καρβοξυλικά οξέα μπορούν να 

μετατραπούν επιτυχώς στις αντίστοιχες χειρόμορφες αλκοόλες με (R) ή (S)-

στερεοαπεικόνιση σύμφωνα με την εκλεκτικότητα των χρησιμοποιούμενων KRED. 

(Σχήμα 4).4 Αυτή η φωτο-χημειοενζυμική one-pot διεργασία που περιλαμβάνει τη 

χρήση ολόκληρων κυττάρων είναι εξαιρετικά στερεοεκλεκτική, χωρίς να απαιτείται η 

χρήση μετάλλων, είναι οικονομικά αποδοτική και διεξάγεται υπό ήπιες συνθήκες σε 

υδατικό μέσο και θερμοκρασία δωματίου, με τη χρήση μοριακού οξυγόνου ως το 

μοναδικό οξειδωτικό, και χωρίς να απαιτείται η προσθήκη του δαπανηρού 

νικοτιναμιδικού συμπαράγοντα NADPH, καθιστώντας την συγκεκριμένη διεργασία 

αρκετά πράσινη.4 

 

 

Σχήμα 4. Συνδυασμός ενός φωτοκαταλύτη (PC) και μιας κετορεδουκτάσης σε μια αλληλουχία 

αντιδράσεων στην ίδια φιάλη αντίδρασης. 

Ένα ακόμη πολύ ενδιαφέρον παράδειγμα φωτο-χημειοενζυμικών one-pot 

διεργασιών παρουσιάστηκε το 2020 από την ίδια ερευνητική ομάδα, όπου 

περιγράφεται η εναντιοεκλεκτική C-H υδροξυλίωση αρωματικών αλκανίων σε 
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βενζυλική θέση με χρήση φωτοκαταλύτη SAS και κετορεδουκτασών KREDs σε μορφή 

ολόκληρων κυττάρων. Η διεργασία φωτοοξειδοαναγωγής εφαρμόζεται σε υδατικό 

μέσο, με μοριακό οξυγόνο ως οξειδωτικό και την επακόλουθη (R) ή (S)-εκλεκτική 

βιοαναγωγή να πραγματοποιείται από ολόκληρο το κυτταρικό σύστημα χωρίς την 

προσθήκη του ακριβού συμπαράγοντα NADPH. Αυτό το ήπιο λειτουργικό 

πρωτόκολλο επιτρέπει το σχηματισμό από μια μεγάλη ποικιλία αρωματικών ενώσεων 

πολύτιμων χειρόμορφων αλκοολών με υψηλή απόδοση (ως 90% απόδοση) και 

εναντιοεκλεκτικότητα (ως 99% ee) (Σχήμα 5).5 

 

 

Σχήμα 5. Φωτο-χημειοενζυμική one-pot διεργασία για την εκλεκτική υδροξυλίωση 

αρωματικών αλκανίων σε βενζυλική θέση συνδυάζοντας μια φωτοκαταλυτική με μια ενζυμική 

αντίδραση. 

 

Το γραφιτικό νιτρίδιο του άνθρακα, gaphitic carbon nitride (g-C3N4), είναι ένας 

από τους πιο πρόσφατα μελετημένους μη-μεταλλικούς φωτοκαταλύτες για ετερογενή 

κατάλυση και έχει παρουσιάσει υψηλές δυνατότητες για χημικούς μετασχηματισμούς. 

Πρόκειται για ένα πολυμερικό υλικό, που εμφανίζει μια στρωματοειδή, τύπου γραφίτη 

δομή, όπου μονάδες τρις-s-τριαζίνης (s-επταζίνη) συνδέονται μέσω δεσμών C-N 

σχηματίζοντας μια επιφάνεια δύο διαστάσεων (Σχήμα 6).6,7 
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Σχήμα 6. Σχηματική αναπαράσταση της δομής του g-C3N4 όπου μόρια τρις-s-τριαζίνης 

ενώνονται μεταξύ τους μέσω δεσμών C-N. 

Το g-C3N4 μπορεί να συντεθεί με διάφορες μεθόδους, όπως πυρόλυση ουρίας 

ή άλλων πλούσιων σε άζωτο πρόδρομων ενώσεων (Σχήμα 7).8 Από το 2000 και μετα 

που πραγματοποιήθηκε η κατά κόρον σύνθεση αυτού του υλικού,9 δημοσιεύτηκε 

μεγάλος αριθμός μελετών που αφορούν στις φωτοχημικές του ιδιότητες καθώς και στη 

φωτοκαταλυτική του δραστικότητα. Ωστόσο, το σχετικά χαμηλό ενεργειακό χάσμα 

(Εg: 2.7 eV) ανάμεσα στη ζώνη σθένους και τη ζώνη αγωγιμότητας του υλικού καθώς 

και οι υψηλές θέσεις τους ώθησαν πολλές ερευνητικές ομάδες να βελτιώσουν την 

φωτοκαταλυτική δραστικότητα του g-C3N4. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί με 

εμπλουτισμό της επιφάνειας του καταλύτη με μια ποικιλία μεταλλικών στοιχείων,10-17 

οξειδίων,18,19 σουλφιδίων20 ακόμη και γραφένιο21 αλλά και νανοσωλήνες άνθρακα.22 
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Σχήμα 7. Σύνθεση του g-C3N4 μέσω πυρόλυσης ουρίας. 

 

Μια ευρέως διαδεδομένη φωτοκαταλυτική δράση του g-C3N4 είναι η 

δυνατότητα να διασπά το νερό για την παραγωγή υδρογόνου υπό ορατό φως με 

συνολική κβαντική απόδοση 26,5%,23 ενώ πιο πρόσφατα αποδείχθηκε ότι το γραφιτικό 

νιτρίδιο του άνθρακα εμπλουτισμένο με νανoσωματίδια άνθρακα (CD-C3N4) 

φωτοκαταλύει αποτελεσματικά τη διάσπαση του νερού μέσω ενός μηχανισμού δύο 

ηλεκτρονίων (Σχήμα 8).24 

Αν και πολλές μελέτες επικεντρώνονται στη φωτοχημική δραστικότητα και τη 

φασματοσκοπική ανάλυση δεδομένων του g-C3N4,καθώς επίσης και στην τροποποίηση 

–εμπλουτισμό της επιφάνειάς του, οι εφαρμογές για τη χρήση του ως φωτοκαταλύτη 

για οργανικούς μετασχηματισμόυς είναι περιορισμένες. 
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Σχήμα 8. Φωτοκαταλυτική διάσπαση νερού υπό ορατό φως χρησιμοποιώντας το g-C3N4. 

 

Θα αναφερθούν στη συνέχεια ορισμένα χαρακτηριστικά παραδείγματα μελετών από 

τη διεθνή βιβλιογραφία στις οποίες χρησιμοποιείται το απλό g-C3N4 ή τις περισσότερες 

φορές με τροποποιημένη την επιφάνειά του. Φωτο-ακεταλοποίηση αλδευδών και 

κετονών,25 αντιδράσεις ακυλίωσης Friedel-Crafts,26 υδρογόνωση αλκενίων και 

αλκυνίων,27 οξείδωση αλκοολών,28,29, οξείδωση σουλφιδίων σε σουλφοξείδια αλλά και 

επιλεκτικές οξειδώσεις βενζυλικών δεσμών C-H.30,31 Σε μια πολύ πρόσφατη έρευνα το 

2022 έχει αναφερθεί η συνεργατική φωτοκαταλυτική δράση του νικελίου και του g-

C3N4 για την πραγματοποίηση φωτοκαταλυτικών οξειδωτικών αερόβιων αντιδράσεων 

σύζευξης που οδηγούν στην αμιδίωση των αλδευδών με αμίνες καθώς και στις C-N, C-

O και C-C αντιδράσεις διασταυρούμενης σύζευξης (cross- coupling reaction).32 

Στη παρούσα διατριβή χρησιμοποιήθηκε το γραφιτικό νιτρίδιο του άνθρακα 

εμπλουτισμένο στην επιφάνεια του με νανοσωματίδια άνθρακα (CD-C3N4). To 2017 η 

ερευνητική μας ομάδα σε συνεργασία με την ερευνητική ομάδα του καθηγητή F. 

Hollmann στο Πανεπιστήμιο ΤU-Delft έδειξαν ότι ο μη μεταλλικός φωτοκαταλύτης 

CD-C3N4 είναι πολύ αποτελεσματικός για τη φωτοξείδωση πρωτοταγών και 

δευτεροταγών αλκοολών καθώς και αλλυλικών αλκοολών προς τις αντίστοιχες 

αλδεΰδες και κετόνες με εξαιρετικές ταχύτητες και εκλεκτικότητες (Σχήμα 9).33 
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Σχήμα 9. Φωτοκαταλυτική οξείδωση αλκοολών με τη χρήση του CD-C3N4. 

 

Στην βιβλιογραφία επίσης έχουν αναφερθεί πρόσφατα ορισμένα παραδείγματα χρήσης 

του g-C3N4 ως φωτοευαισθητοποιητή για την οξυγόνωση ακόρεστων 

υδρογονανθράκων μέσω παραγωγής διεγερμένου οξυγόνου απλής κατάστασης 

γνωστού ως singlet oxygen, 1O2. Πιο συγκεκριμένα, το 2018 αναφέρθηκε το πρώτο 

παράδειγμα χρήσης του νιτριδίου του άνθρακα για φωτοξειδώσεις μέσω παραγωγής 

διεγερμένου οξυγόνου απλής κατάστασης, με χαρακτηριστικό παράδειγμα τη 

φωτοοξείδωση του 1,5-διυδρόξυναφθαλενίου με τη χρήση g-C3N4.
34 

 

Σχήμα 10. Φωτοξείδωση του 1,5-διυδρόξυναφθαλενίου παρουσία του CD-C3N4 ως 

φωτοευαισθητοποιητή. 
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  To 2019 παρουσιάστηκε μια εκτεταμένη μελέτη για την χρήση του απλού 

νιτριδίου του άνθρακα σε αντιδράσεις [4+2]-κυκλοπροσθήκης καθώς και σε 

αντιδράσεις ενίου (ene-reaction) με τη παραγωγή οξυγόνου απλής κατάστασης (Σχήμα 

11),35 ενώ την ίδια περίπου χρονική περίοδο δημοσιεύτηκε από την ερευνητική μας 

ομάδα εργασία στην οποία το νιτρίδιο του άνθρακα εμπλουτισμένο με νανοσωματίδια 

άνθρακα CD-C3N4 αποδείχθηκε αποτελεσματικός φωτοευαισθητοποιητής για μια 

σειρά φωτοξειδώσεων παρουσία διεγερμένου οξυγόνου απλής κατάστασης (Σχήμα 

12).36 

 

Σχήμα 11. [4+2]-κυκλοπροσθήκη με τη χρήση του g-C3N4 ως φωτοευαισθητοποιητή για την 

παραγωγή οξυγόνου απλής κατάστασης 1Ο2. 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 12. Χρήση του CD-C3N4 ως φωτοευαισθητοποιητή για αντιδράσεις [4+2]-

κυκλοπροσθήκης και αντιδράσεις ενίου παρουσία οξυγόνου απλής κατάστασης 1Ο2. 

 

 Το απλό νιτρίδιο του άνθρακα (g-C3N4) έχει χρησιμοποιηθεί και σε φωτο-

χημειοενζυμικές διεργασίες one-pot, με ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα να αποτελεί 

η φωτο-ενζυμική αλληλουχία αντιδράσεων για την μετατροπή ρακεμικών αλκοολών 
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σε οπτικά καθαρές αμίνες. Στο πρώτο βήμα πραγματοποιείται η αερόβια φωτοξείδωση 

μιας σειράς αλκοολών προς το σχηματισμό των ενδίαμεσων κετονών με τη χρήση 

νιτριδίου του άνθρακα και στη συνέχεια ακολουθεί η ενζυμική στερεοειδική 

αναγωγική αμίνωνση με τη χρήση μιας σειράς από τρανσαμινάσες προς το σχηματισμό 

οπτικά καθαρών αμινών. Η συγκεκριμένη διαδικασία πραγματοποιείται σε ένα και 

μόνο στάδιο στην ίδια φιάλη αντίδρασης (Σχήμα 13).37 

 

Σχήμα 13. Σχηματική αναπαράσταση φωτο-ενζυμικής διεργασίας one-pot χρησιμοποιώντας 

νιτρίδιο του άνθρακα και τρανσαμινάσες.  

 

2.2 Ανάλυση-Συζήτηση Αποτελεσμάτων 

Στόχος της παρούσας μελέτης είναι η ανάπτυξη μιας αποτελεσματικής οne-pot 

cascade διεργασίας, όπου θα συνδυάζεται η φωτοκατάλυση με την βιοκατάλυση. Η 

συνολική στρατηγική βασίζεται σε μια ακολουθία τριών σταδίων σε θερμοκρασία και 

πίεση περιβάλλοντος (Σχήμα 14). Η αρχική ιδέα είναι ότι ξεκινώντας από ένα αλκένιο, 

με φωτοοξυγόνωση με διεγερμένο οξυγόνο (1O2) σχηματίζεται ένα ενδιάμεσο 

αλλυλικό υδροϋπεροξείδιο χρησιμοποιώντας είτε έναν κλασσικό φωτοευσθητοποιητή 

(μπλε του μεθυλενίου, Rose Bengal, τετραφαινυλοπορφυρίνη κ.λπ.)  είτε CD-C3N4 ως 

φωτοευαισθητοποιητή, το οποίο στη συνέχεια ανάγεται προς ρακεμική αλλυλική 

αλκοόλη, η οποία περαιτέρω φωτοξειδώνεται κάτω από ορατό φως με τον ίδιο 

φωτοκαταλύτη (είτε με τη χρήση φωτοκαταλύτη συμβατού σε υδατικά διαλύματα, 

όπως είναι η ανθρακινόνη του νατρίου SAS) προς την αντίστοιχη α,β-ακόρεστη 

κετόνη. Το τελευταίο στάδιο είναι η ασύμμετρη βιοκαταλυτική αναγωγή του διπλού 

δεσμού που οδηγεί στον στερεοεκλεκτικό σχηματισμό της οπτικά καθαρής κετόνης ή 

μια στερεοεκλεκτική βιοαναγωγή καρβονυλίου προς την οπτικά καθαρή αλλυλική 

αλκοόλη (Σχήμα 15). Το νιτρίδιο άνθρακα  εμπλουτισμένο με νανοσωματίδια άνθρακα 
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(CD-C3N4) θα χρησιμοποιηθεί σε αυτή τη διαδικασία με διπλό ρόλο: α) ως 

φωτοευαισθητοποιητής (παραγωγή 1O2) και β) ως φωτοκαταλύτης για την αντίδραση 

οξείδωσης. Ως βιοκαταλύτες θα χρησιμοποιηθούν ρεδουκτάση ενίου, (ene reductase, 

ERed) και κετορεδουκτάση (KRED).  

 

Σχήμα 14. Η βασική στρατηγική για τη σύνθεση οπτικά ενεργών ενώσεων μέσω ενός 

συστήματος συνδυασμού αναγωγικών ενζύμων και του CD-C3N4. 

 

 

Σχήμα 15.  Προτεινόμενη φωτο-βιοκαταλυτική σύνθεση οπτικά ενεργών αλλυλικών 

αλκοολών και κετονών από αλκένια. 

Ο κύριος σκοπός της διεργασίας είναι η ενσωμάτωση βιοκαταλυτικών σταδίων 

με ετερογενή χημειοκαταλύτη σε μια νέα καινοτόμα συνθετική αλληλουχία που θα 

πραγματοποιηθεί στην ίδια φιάλη αντίδρασης και θα οδηγήσει στον εκλεκτικό  

σχηματισμό οπτικά ενεργών αλκοολών και υποκατεστημένων κετονών,  με σαφές 
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πλεονέκτημα την  εύκολη απομόνωση και τον διαχωρισμό του καταλύτη από το μίγμα 

της  αντίδρασης, μειώνοντας σε ένα μεγάλο βαθμό  την πολυπλοκότητα του 

συστήματος αλλά και το κόστος των αντιδράσεων.  

Αρχικές προϋποθέσεις για την επιτυχία αυτής της μεθοδολογίας είναι: 1) Η 

εύρεση κατάλληλων αρχικών αλκενίων, τα οποία να φωτοοξειδώνονται εκλεκτικά και 

ποσοτικά, 2) η εύρεση κατάλληλων δραστικών αναγωγικών ενζύμων, που θα 

καταλύουν στερεοεκλεκτικά τις προτεινόμενες αναγωγικές αντιδράσεις και 3) χρήση 

κατάλληλου φωτοκαταλύτη συμβατού σε υδατικά διαλύματα.  

  Για το σκοπό αυτό προκειμένου να διερευνηθεί η προτεινόμενη συνθετική 

μεθοδολογία μελετήθηκε σαν πρώτη περίπτωση η σύνθεση των οπτικά ενεργών α) 2-

μεθυλο-κυκλοεξ-2-ενόλη  και β) 2-μεθυλο-κυκλοεξανόνη  από μεθυλο-κυκλοεξένιο 

(Σχήμα 16). Ανάλογα με το επιλεγμένο ένζυμο στο τελικό βιοκαταλυτικό στάδιο θα 

παραχθεί η οπτικά καθαρή αλλυλική αλκοόλη  ή οπτικά καθαρή κετόνη. 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 16. Ένα παράδειγμα για την απόδειξη της προτεινόμενης συνθετικής αλληλουχίας 

ξεκινώντας από το μέθυλο-κυκλοεξένιο 1. 

Έτσι λοιπόν, πρώτο βήμα ήταν η σύνθεση του μεθυλο-κυκλοεξενίου 1, η οποία 

πραγματοποιήθηκε με μια αντίδραση Gignard ανάμεσα στο παραγόμενο in situ 

μεθυλομαγνησιο ιωδίδιο (MeMgI) και την κυκλοεξανόνη, ακολουθούμενη από μια 

αφυδάτωση χρησιμοποιώντας Ι2 (Σχήμα 17). 
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Σχήμα 17. Σύνθεση του 1-μεθυλο-κυκλοεξενίου 1 σε 2 στάδια. 

 

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε η αντίδραση της φωτοξείδωσης με έναν 

κλασσικό φωτοευαισθητοποιητή (τετραφαινυλοπορφυρίνη TPP) υπό ατμόσφαιρα 

οξυγόνου σε διαλύτη χλωροφόρμιο, προκειμένου να διαπιστωθεί ποιο είναι το κύριο 

προϊόν της αντίδρασης ενίου (ene-reaction). Από την αντίδραση φωτοξείδωσης 

προέκυψαν τρία προϊόντα με κύριο το 3 αντί για το 2 που είναι το επιθυμητό σύμφωνα 

με την προτεινόμενη μεθοδολογία (Σχήμα 18).  

 

 

Σχήμα 18. Φωτοξείδωση του 1-μεθυλο-κυκλοεξενίου 1 με φωτοευαισθητοποιητή TPP. 

 

Έτσι λοιπόν αποφασίστηκε για την αρχική μελέτη να επιλεγούν αλκένια που με 

την ene-αντίδραση παρουσία φωτοευαισθητοποιητή και διεγερμένου οξυγόνου θα 

δώσουν ένα και μοναδικό προϊόν με τον ογκώδη υποκαταστάτη του διπλύ δεσμού (π.χ 

φαινύλιο η τριτ-βούτυλο ομαδα)  να έχει θέση geminal, που είναι και το επιθυμητό  για 

την διεκπεραίωση της προτεινόμενης συνθετικής διεργασίας. Για αυτό και σύμφωνα 

και με την βιβλιογραφία38,39 επιλέχθηκαν και συντέθηκαν το 1-φαινυλο κυκλοπεντένιο 

6 και το 2-φαινυλο-2-βουτένιο 7.  

Η σύνθεση του αλκενίου 6 πραγματοποιήθηκε σε δύο στάδια. Αρχικά έγινε μια 

αντίδραση ανάμεσα στο in situ παραγόμενο Gignard φαινυλομαγνησιοβρωμίδιο και 

την κυκλοπεντανόνη προς  σχηματισμό της ενδιάμεσης τριτοταγούς αλκοόλης, η οποία 

εν συνεχεία με αφυδάτωση παρουσία καταλυτικής ποσότητας p-τολουολοσουλφονικού 
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οξέος μετατράπηκε στο τελικό 1-φαινυλο κυκλοπεντένιο 6 (Σχήμα 19). 

 

 

Σχήμα 19. Σύνθεση του 1-φαινυλο κυκλοπεντενίου 6  σε δύο στάδια. 

 

Για τη σύνθεση του αλκενίου 7 αρχικά παρασκευάστηκε το φωσφονιακό άλας 

από την τριφαινυλοφωσφίνη με το αίθυλο ιωδίδιο. Στη συνέχεια το συγκεκριμένο άλας 

παρουσία n-Buli μετατράπηκε στο αντίστοιχο υλίδιο, και με την προσθήκη της 

ακετοφαινόνης πραγματοποιήθηκε μια αντίδραση Wittig προς το σχηματισμό του 2-

φαινυλο βουτενίου 7  σε μίγμα ισομερών Ε/Ζ 63:37 (Σχήμα 20). 

 

 

Σχήμα 20. Σύνθεση του 2-φαινυλο βουτενίου 7 με αντίδραση Wittig.  

 

Έπειτα πραγματοποιήθηκε η αντίδραση ενίου και στα δύο αλκένια παρουσία 

του κλασσικού φωτοευαισθητοποιητή τετραφαίνυλοπορφυρίνη (ΤPP). Στην 

περίπτωση της φωτοξείδωσης του αλκενίου 6 το παραγόμενο υδροπεροξείδιο 

σχηματίστηκε με 100 % geminal εκλεκτικότητα (όπως προσδιορίστηκε με τη χρήση 

1H-NMR) δηλαδή η απόσπαση του υδρογόνου πραγματοποιήθηκε από την μεθυλενική 

ομάδα που βρίσκεται σε θέση geminal ως προς τον ογκώδη φαινυλικό υποκαταστάτη 

του διπλού δεσμού επιβεβαιώνοντας πλήρως τα βιβλιογραφικά δεδομένα.38 Στη 
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συνέχεια, πραγματοποιήθηκε η αναγωγή του ενδιάμεσου υδροπεροξειδίου με τη χρήση 

της κατάλληλης ποσότητας τριφαινυλοφωσφίνης αποδίδοντας την αλλυλική αλκοόλη 

8 (Σχήμα 21). Και στην περίπτωση της φωτοξείδωσης του αλκενίου 7 η ίδια αντίδραση 

πραγματοποιήθηκε κατά κύριο λόγο με geminal εκλεκτικότητα σχηματίζοντας τελικά 

ως κύριο προϊόν, έπειτα από αναγωγή των ενδιάμεσων υδροπεροξειδίων με 

τριφαινυλοφωσφίνη, την αλλυλική αλκοόλη 9  σε σχετικό ποσοστό 83%  και την 

αλλυλικη αλκοόλη 10 αντίστοιχα σε 17 % (Σχήμα 22). 

 

 

Σχήμα 21. Αντίδραση φωτοξείδωσης του αλκενίου 6 προς το σχηματισμό της αλλυλικής 

αλκοόλης 8. 

 

 

Σχήμα 22. Αντίδραση φωτοξείδωσης του αλκενίου 7 προς το σχηματισμό της αλλυλικής 

αλκοόλης 9. 

Μετά από την παρασκευή των αλλυλικών αλκοολών 8 και 9 πραγματοποιήθηκε 

η χημική τους οξείδωση προς τις αντίστοιχες α-υποκαταστημένες ενόνες 11 και 12 

χρησιμοποιώντας υπεριωδινάνιο Dess-Martin (Σχήμα 23), ώστε να χρησιμοποιηθούν 

σαν υποστρώματα στις δοκιμές βιοκαταλυτικής αναγωγής με κετορεδουκτάσες με 

σκοπό την εναντιοεκλεκτική σύνθεση των αντίστοιχων χειρόμορφων αλλυλικών 

αλκοολών.  
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Σχήμα 23. Χημική οξείδωση των αλλυλικών αλκοολών 8 και 9 προς τις αντίστοιχες α-

υποκατεστημένες ενόνες 11 και 12. 

 

Αρχικά πραγματοποιήθηκαν οι ενζυμικές αναγωγές για την ενόνη 12 

δοκιμάζοντας μια σειρά από διαφορετικές εμπορικά διαθέσιμες NADPH-εξαρτώμενες 

κετορεδουκτάσες. Σε κάθε περίπτωση χρησιμοποιήθηκε το καθιερωμένο σύστημα 

ανακύκλωσης του συνενζύμου NADPH, αποτελούμενο από αφυδρογονάση της 

γλυκόζης (GDH) και γλυκόζη ως βοηθητικό υπόστρωμα. Επιπλέον δοκιμάστηκε και 

μια NADPH-εξαρτώμενη αλκοολική αφυδρογονάση, η RasADH σε μορφή ολόκληρου 

κυττάρου, του στελέχους Ralstonia sp. DSM 6428, η οποία είχε υπερεκφραστεί σε 

κύτταρα Εscherichia coli και ήταν διαθέσιμη στο εργαστήριο. Όλες οι ενζυμικές 

αντιδράσεις επαναλήφθηκαν τρείς φορές ( στον Πίνακα 1 παρουσιάζονται οι μέσοι 

όροι) αφού προηγουμένως πραγματοποιήθηκε και τυφλό πείραμα στις συνθήκες της 

ενζυμικής αντίδρασης, από το οποίο προέκυψε η σταθερότητα του υποστρώματος στις 

συγκεκριμένες συνθήκες. Όπως παρατηρούμε από τον Πίνακα 1 όπου αναγράφονται 

τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα των αναγωγών, πέρα από το επιθυμητό προϊόν της 

αντίδρασης που είναι η αντίστοιχη αλλυλική αλκοόλη 9, η αναγωγή πραγματοποιήθηκε 

και στον διπλό δεσμό της ένωσης αποδίδοντας την αντίστοιχη α-υποκατεστημένη 

κετόνη 13, η οποία στη συνέχεια μπορεί να αναχθεί περαιτέρω προς την αντίστοιχη 

αλκοόλη 14 και έτσι σε όλες τις περιπτώσεις η αντίδραση έδωσε μίγμα δυο έως και 

τριών προϊόντων αναγωγής. Τα συγκεκριμένα αποτελέσματα ίσως οφείλονται στο ότι 

οι κετορεδουκτάσες που είναι εμπορικά διαθέσιμες δεν είναι απόλυτα καθαρά ένζυμα, 
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όπως επίσης και στην περίπτωση της RasADH που είναι σε μορφή ολόκληρων 

λυοφιλοποιημένων κυττάρων και δεν είχε πραγματοποιηθεί  το στάδιο του καθαρισμού 

της πρωτεΐνης συνεπώς ενδέχεται να περιέχουν σαν contamination ρεδουκτάση ενίου.  

 

Πίνακας 1. Βιοκαταλυτικές αναγωγές της α-υποκατεστημένης ενόνης 12 

 

  

 

 

 

α Κετορεδουκτάσες, β Τα ποσοστά μετατροπής καθώς και η αναλογία των προϊόντων προσδιορίστηκαν με 1Η-NMR 

και αέρια χρωματογραφία GC, γ Όλες οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν σε 24 ώρες. 

Όπως λοιπόν φαίνεται από τον παραπάνω πίνακα τα πιο δραστικά ένζυμα ήταν 

η Kred-101, η Kred-112 και η Kred-A1D. Στην περίπτωση της Κred-101 

παρατηρήθηκε υψηλή δραστικότητα με ποσοστό μετατροπής 90%,  η επιθυμητή 

αλλυλική αλκοόλη 9 ήταν το κύριο προϊόν σε ποσοστό 63% και σαν δευτερεύον ήταν 

το προϊόν της διπλής αναγωγής, ενώ στην περίπτωση της Kred-104 παρόλο που το 

KREDsα Conv. % β,γ 

   
101 90 63 - 37 

112 >99 75 - 25 

104 60 87 - 13 

114 80 43 7 50 

121 77 34 16 50 

123 73 23 29 48 

131 49 - 100 - 

111 65 20 32 48 

106 60 - 100 - 

102 56 - 93 7 

107 76 6 90 4 

119 69 3 85 12 

A1C 80 28 55 17 

A1D >99 35 27 38 

RasADH 32 - 100 - 
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ποσοστό μετατροπής δεν ήταν εξαιρετικό η επιθυμητή αλλυλική αλκοόλη 9  ήταν το 

κύριο προϊόν σε αρκετά μεγάλο ποσοστό. (87%). H Kred-112 ήταν εξαιρετικά 

δραστική (>99% μετατροπή), και το κύριο προϊόν ήταν η επιθυμητή αλλυλική αλκοόλη 

σε ποσοστό 75%, ενώ το υπόλοιπό 25% ήταν το προϊόν της διπλής αναγωγής. Στην 

περίπτωση της βιοκαταλυτικής αναγωγής με την Kred-A1D το ποσοστό μετατροπής 

ήταν εξαιρετικό (>99%), όμως σχηματίστηκε μίγμα και των τριών προϊόντων 

αναγωγής.  

Για τον προσδιορισμό της εναντιοεκλεκτικότητας χρησιμοποιήθηκε υγρή 

χρωματογραφία με χειρόμορφη κολώνα (chiral HPLC). H ρακεμική αλλυλική αλκοόλη 

9 που είχε προέλθει από την αντίδραση φωτοξείδωσης και αναγωγής του ενδιάμεσου 

υδροπεροξειδίου αποτέλεσε το πρότυπο για την ανάλυση της εναντιομερικής 

περίσσειας. Προσδιορίστηκε η αναλογία των εναντιομερών της χειρόμορφης 

αλλυλικής αλκοόλης 9, που είναι προϊόν της ενζυμικής αναγωγής με τις 

κετορεδουκτασες 101 και 112. Και στις δύο περιπτώσεις η εναντιοεκλεκτικότητα ήταν 

αρκετά χαμηλή σε ποσοστό περίπου 30% ee. (Σχήμα 24). 
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B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 24. Α) χρωματογράφημα της ρακεμικής αλκοόλης 9 χρησιμοποιώντας HPLC με 

χειρόμορφη κολώνα, Β) Αντίστοιχο χρωματογράφημα της αλλυλικής αλκόόλης 9 προερχόμενη 

από την βιοκαταλυτική αναγωγή με την Kred-112. 

 

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκαν και οι απαραίτητες δοκιμές για την 

βιοκαταλυτική αναγωγή της α,β-ακόρεστης κετόνης 11 με τη χρήση διαφορετικών 

κετορεδουκτασών καθώς και της RasADH. Σε αυτήν την περίπτωση όμως δεν βρέθηκε 

κανένα θετικό ένζυμο. Αυτό μπορεί να οφείλεται στην δομή του υποστρώματος, όπου 

είναι αδύνατη η ελύθερη περιστροφή του αλλυλικού δεσμού λόγω του 

κυκλοπεντενικού δακτυλίου. Αξίζει σε αυτό το σημείο να σημειωθεί ότι και για τις δύο 

α-υποκατεστημένες ενόνες, προκειμένου να παραχθούν οι επιθυμητές αλλυλικές 

αλκοόλες, δοκιμάστηκε και η βιοκαταλυτική αναγωγή με τη χρήση εμπορικά 

διαθέσιμης αλκοολικης αφυδρογoνάσης από σακχαρομύκητα (alcohol dehydrogenase 

from Saccharomyces cerevisiae) όμως δεν παρατηρήθηκε και στις δύο περιπτώσεις 

καμία μετατροπή. 

Τα συγκεκριμένα αποτελέσματα δεν ήταν πολύ ενθαρρυντικά  και οδήγησαν 

την μελέτη  προς την δεύτερη πιθανή βιομετατροπή στην προτεινόμενη one-pot 

διεργασία (Σχήμα 15, πορεία b), που είναι η αναγωγή της α,β-ακόρεστης κετόνης προς 

την αντίστοιχη α- υποκατεστημένη κετόνη με τη χρήση ρεδουκτασών ενίου. 
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Οι Enoate Reductases ή Ene reductases (ρεδουκτάσες ενίου) EReds ανήκουν 

στην κατηγορία των οξειδορεδουκτασών. Φυσικός τους ρόλος η αναγωγή αλκενίων 

που φέρουν στον διπλό δεσμό C=C λειτουργική ομάδα που είναι ηλεκτρονιοελκτική 

(ΕWG electron withdrawing goup), όπως αλδεύδες, κετόνες οξέα/εστέρες, νίτρο και 

κυάνο ομάδες, πραγματοποιώντας δηλαδή αναγωγή των συζυγών διπλών δεσμών. Οι 

πιο συχνά επιλεγόμενες ERs προέρχονται από τους μικροοργανισμούς Saccharomyces  

cerevisiae (OYE1-3), Bacillus subtilis (YgjM), Lycopersicon esculentum (tomato, OPR 

1-3) και Zymomonas mobilis (NCR). Οι ΕRs περιέχουν ένα πρόσθετο μόριο φλαβίνης 

το οποίο είναι ο αναγωγικός παράγοντας, ενώ είναι απαραίτητη η ύπαρξη ενός δότη 

υδριδίου όπως είναι το NAD(P)H.40 

Ο καταλυτικός μηχανισμός για την αναγωγή των διπλών δεσμών φαίνεται στο 

Σχήμα 25. Ο ρόλος της φλαβίνης είναι στην ανηγμένη της μορφή να προσφέρει ένα 

υδρίδιο στον συζυγή διπλό δεσμό μέσω ενός  μηχανισμό τύπου αντίδρασης Michael 

(Σχήμα 25). Το υδρίδιο αυτό προέρχεται από το συνένζυμο NAD(P)H. Στη συνέχεια το 

ανιόν που προκύπτει πρωτονιώνεται από την αντίθετη πλευρά από ένα όξινο κατάλοιπο 

που βρίσκεται στο ενεργό κέντρο του ενζύμου.40 Πιο αναλυτικά, κατά την αναγωγή του 

διπλού δεσμού υποστρωμάτων α,β-ακόρεστων κετονών η αλδεϋδών, στο ενεργό 

κέντρο του ενζύμου η καρβονυλική ομάδα ενεργοποιείται από τους δεσμούς υδρογόνου 

των καταλοίπων His191 και Asn194 (Σχήμα 25). Με αυτόν τον τρόπο το υπόστρωμα 

στοιβάζεται πάνω από την ανηγμένη φλαβίνη με το άτομο β-άνθρακα 

ευθυγραμμισμένο με το Ν-5 της φλαβίνης  που μεταφέρει το υδρίδιο. Το κατάλοιπο 

Tyr196 βρίσκεται πάνω από το υπόστρωμα και προσφέρει ένα πρωτόνιο στο άτομο α-

άνθρακα. Η προσθήκη ενός υδριδίου στο Cb κάτω από το επίπεδο του διπλού δεσμού 

και ενός πρωτονίου στο Ca από πάνω είναι υπεύθυνο για την anti- προσθήκη 

υδρογόνου, που είναι η στερεοχημική πορεία που συνήθως παρατηρείται σε αυτού του 

είδους τις αναγωγές.41,42,43   
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Σχήμα 25. Καταλυτικός μηχανισμός για την αναγωγή συζυγών διπλών δεσμών από  EReds. 
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Στην παρούσα διατριβή αρχικά χρησιμοποιήθηκε η ρεδουκταση ενίου (ERed) 

Old Yellow Enzyme 3 (OYE3), το οποίο διατέθηκε από την ερευνητική ομάδα της 

Daniela Monti στο Ινστιτούτο Χημείας CNR στο Μιλάνο. Το κριτήριο της επιλογής 

του συγκεκριμένου ενζύμου έγκειται σε βιβλιογραφικά δεδομένα από την ερευνητική 

ομάδα της Daniela Monti.43, 44 Πιο συγκεκριμένα, το δείγμα που παραλάβαμε ήταν μια 

μονοκλωνική-μονήρης αποικία από φρέσκια στερεή καλλιέργεια σε τρυβλίο, η οποία 

ήταν πάνω σε ειδικό χαρτί. Ακολούθως πραγματοποιήθηκαν όλα τα προβλεπόμενα 

πρωτόκολλα για την καλλιέργεια των κυττάρων, την υπερέκφραση του ενζύμου και εν 

συνεχεία τη λύση των κυττάρων και τέλος τον καθαρισμό του ενζύμου με Fast Protein 

Liquid Chromatogaphy χρησιμοποιώντας το σύστημα της ΑΚΤΑ Pure. Οι 

συγκεκριμένες τεχνικές περιγράφονται λεπτομερώς στο πειραματικό μέρος και 

πραγματοποιήθηκαν με την βοήθεια της ερευνητικής ομάδας του καθηγητή του 

Τμήματος Χημείας κ. Ι. Παυλίδη. 

 Το ΟΥΕ είναι η πρώτη αναγνωρισμένη φλαβοπρωτεΐνη και καθαρίστηκε από 

ζυμομύκητα ζυθοποιίας το 1933 από τους Warburg και Christian. Το 1991 

καλλιεργήθηκε για  πρώτη φορά το ισόμορφο ΟYE1 προερχόμενο από τον 

Saccharomyces carlsbergenesi, ενώ το 1993 καλλιεργήθηκε για πρώτη φορά το ΟΥΕ2 

προερχόμενο από τον Saccharomyces cerevisiae. Το 1995 καλλιεργήθηκε για πρώτη 

φορά ένας  νέος κλωνος αυτός του ΟΥΕ3 προερχόμενο από τον Saccharomyces 

cerevisae. Το OYE3 περιέχει 400 κατάλοιπα αμινοξέων και το μοριακό του βάρος 

προσδιορίστηκε στα 44.920 Daltons (45 kD).45 

Αφού πραγματοποιήθηκε ο καθαρισμός του ενζύμου έγινε προσδιορισμός της 

συγκέντρωσης της πρωτεΐνης με την μέθοδο Bradford. Η μέθοδος αυτή βασίζεται στο 

γεγονός ότι η χρωστική Coomassie Brilliant Blue G-250, σε όξινες συνθήκες, 

απορροφά στα 465 nm όταν βρίσκεται μόνη της στο διάλυμα, ενώ η απορρόφηση αυτή 

μετατοπίζεται στα 595 nm όταν βρίσκεται προσδεδεμένη σε πρωτεΐνη. Οι ιοντικές και 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις της χρωστικής με την πρωτεΐνη δημιουργούν μια σταθερή 

ιοντική μορφή της χρωστικής που απορροφά στα 595 nm. Η μέθοδος αυτή είναι 

εύχρηστη διότι ο συντελεστής απορρόφησης του συμπλέγματος πρωτείνης-χρωστικής 

είναι σταθερός σε μεγάλη περιοχή συγκεντρώσεων. Για κάθε περιοχή (χαμηλής ή 

υψηλής συγκέντρωσης) πρέπει να γίνει διαφορετική καμπύλη αναφοράς, η οποία 

κατασκευάζεται βάσει γνωστών συγκεντρώσεων της πρωτεΐνης αλβουμίνης που 

προέρχεται από αλβουμίνη βόειου ορού (BSA).  
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Έτσι λοιπόν κατασκευάστηκε η πρότυπη καμπύλη συγκέντρωσης του 

συμπλόκου BSA-Bradford και από την απορρόφηση της άγνωστης συγκέντρωσης 

ΟΥΕ3-Bradford, επιλύοντας την εξίσωση της μορφής y=ax+b με τα δεδομένα που 

προέκυψαν από την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης, προσδιορίστηκε η 

συγκέντρωση του καθαρού ενζύμου που βρέθηκε τελικά 3.5 mg/mL. Μετά τον 

προσδιορισμό της συγκέντρωσης του ενζύμου επόμενο βήμα ήταν η εύρεση της 

σχετικής δραστικότητας του καθαρού ενζύμου. 

Ο προσδιορισμός έγινε με φασματοφωτομετρική μέτρηση εξετάζοντας τον 

ρυθμό μείωσης της απορρόφησης στα 340 nm του ΝADH. Πιο αναλυτικά, 

κατασκευάστηκαν stock διαλύματα του ΝADH και της κυκλοεξενόνης που 

χρησιμοποιήθηκε σαν υπόστρωμά αναφοράς. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε στους 

28 οC σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών KPi με pH 7. Η ενζυμική δραστικότητα 

(U/mL) προσδιορίστηκε σύμφωνα με την εξίσωση: 

 

 
U

mL
=

Δabs/ min  × Vtot

VE  ×  Δabs/mMNADH
 

 

 

όπου Δabs/min: η κλίση της καμπύλης σε σχέση με τον χρόνο της φωτομετρικής 

μέτρησης (Α.U/min), Vtot: ο συνολικός όγκος της αντίδρασης (mL), VΕ : o όγκος του 

διαλυτού ενζύμου στην αντίδραση και Δabs/mMNADH: η κλίση της πρότυπης 

καμπύλης του ΝADH σε σχέση με την συγκέντρωση. 

Αρχικά για την εύρεση της σχετικής δραστικότητας χρησιμοποιήθηκε ο τύπος: 

 

 
U

mL
=

Δabs/ min  ×  Vtot

VE   ×  𝜀  × 𝜆
 

 

Όπου ε ο συντελεστης μοριακής απόσβεσης του NADH (6200 M-1 cm-1) και λ το 

ύψος του κυλινδρικού κελιού σε όγκο 200 μL. (Η ακτίνα του φωτός διέρχεται 

κάθετα προς το κελί). Χρησιμοποιώντας αυτά τα δεδομένα βρέθηκε ότι ήταν εκτός 

κλίμακας για το συγκεκριμένο φασματοφωτόμετρο. Έτσι αποφασίστηκε να 

κατασκευαστεί μια πρότυπη καμπύλη απορρόφησης του ΝADH σε σχέση με την 

συγκέντρωση σε mM, καθώς η κλίση της ευθείας αντιστοιχεί στο γινόμενο ε × λ 

(Σύμφωνα με τον νόμο Βeer-Lambert A=εCλ). Πράγματι διαπιστώθηκε ότι αρχικά 

ήμασταν εκτός κλίμακας καθώς για το NADH που χρησιμοποιήθηκε ο συντελεστής 
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μοριακής απόσβεσης βρέθηκε περίπου στη μισή τιμή. 

 

Τελικώς, αφού προσδιορίστηκε η ενζυμική δραστικότητα σε U/mL, διαιρώντας 

με την συγκέντρωση του ενζύμου στην αντίδραση προσδιορίστηκε η σχετική 

δραστικότητα του ενζύμου (U/ mg) , η οποία βρέθηκε 0.35 U/mg. Συγκρίνοντας την 

αντίστοιχη σχετική δραστικότητα που έχει αναφερθεί στην βιβλιογραφία για το 

συγκεκριμένο ένζυμο (0.09 U/mg)46 η σχετική δραστικότητα του ενζύμου που 

προσδιορίσαμε κρίθηκε πολύ ικανοποιητική. Επίσης ταυτόχρονα με αυτές τις 

μετρήσεις πραγματοποιήθηκε και η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου 

(SDS-PAGE) για να διαπιστωθεί ότι πράγματι έχει γίνει σωστός καθαρισμός και 

έκφραση της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος. Όντως στο δείγμα που λήφθηκε μετά τον 

καθαρισμό εμφανίζεται μια και μόνο έντονη μπάντα στα 45 kD που αντιστοιχεί στο 

ΟΥΕ3. 

     Διαθέτοντας πλέον το καθαρό ένζυμο OYE3, επόμενο βήμα ήταν οι 

βιοκαταλυτικές δοκιμές στις α,β-ακόρεστες κετόνες 11 και 12. Προηγουμένως όμως 

πραγματοποιήθηκαν οι υδρογονώσεις των συγκεκριμένων ενονών προς τον 

σχηματισμό των αντίστοιχων α-υποκατεστημένων κετονών 15 και 13 προκειμένου να 

χρησιμοποιηθούν ως πρότυπα για την παρακολούθηση στη συνέχεια των ενζυμικών 

αντιδράσεων μέσω αέριας χρωματογραφίας. Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν με 

αέριο υδρογόνο σε καταλυτή Pd/C 10% (Σχήμα 26).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 26. Καταλυτική υδρογόνωση των α,β-ακόρεστων κετονών 11 και 12 προς τις 

αντίστοιχες α-υποκατεστημένες κετόνες 15 και 13. 
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Στο σημείο αυτό, πρέπει να επισημανθεί ότι για την σύνθεση της ενόνης 12 

πέρα από την συνθετική πορεία που έχει αναφερθεί προηγουμένως, εναλλακτικά 

μπορεί να γίνει σε ένα και μόνο βήμα μέσω μίας αντίδρασης προσθήκης μιας 

μεθυλενομάδας στην φαινυλο ακετόνη σε α-θέση με μια αντίδραση τύπου Mannich 

(Σχήμα 27).47,48 Επιλέχθηκε η συγκεκριμένη μεθοδολογία για πρακτικούς λόγους 

προκειμένου να πάρουμε γρήγορα σε ένα και μόνο βήμα την κατάλληλη ποσότητα του 

υποστρώματος 12 για περαιτέρω χρήση. 

 

 

 

Σχήμα 27. α-Μεθυλενίωση της φαινυλο ακετόνης προς τον σχηματισμό της ενόνης 12 μέσω 

μιας αντίδρασης τύπου Mannich. 

Έπειτα πραγματοποιήθηκαν οι βιοκαταλυτικές δοκιμές για την αναγωγή της ενόνης 11 

προς την αντίστοιχη α-υποκατεσημένη κετόνη 15 με τη χρήση του ΟΥΕ3. Τα 

αποτελέσματα συνοψίζονται στον παρακάτω πίνακα. 

Πίνακας 2. Βιοκαταλυτικές αντιδράσεις αναγωγής της ενόνης 11 με την χρήση του ενζύμου 

ΟΥΕ3. 

 

 

 

 

 
Conv. % 

2 h 
Conv. % 

24 h 

OYE3 (14 μg/mL) - traces 

OYE3 (25 μg/mL) traces 1 

OYE3 (36 μg/mL) traces 2 
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Όπως παρατηρούμε λοιπόν από τον Πίνακα 2, χρησιμοποιήθηκαν τρείς διαφορετικές 

συγκεντρώσεις του ενζύμου στο πειραματικό πρωτόκολλο, και παρακολουθήθηκαν οι 

αντιδράσεις στις 2 ώρες και στις 24 ώρες. Ωστόσο το ένζυμο δεν ήταν καθόλου 

δραστικό για το συγκεκριμένο υπόστρωμα.  

     Αντίθετα,  αντίστοιχες βιοκαταλυτικές αντιδράσεις για την ενόνη 12 οδήγησαν 

σε εξαιρετικά αποτελέσματα όσον αφορά στην δραστικότητα του ενζύμου (Πίνακας 

3). 

Πίνακας 3. Βιοκαταλυτικές αντιδράσεις αναγωγής της ενόνης 12 με την χρήση του ενζύμου 

ΟΥΕ3. 

 

 

 

 

 

 

Όπως παρατηρούμε από τον Πίνακα 3, πραγματοποιήθηκαν 6 διαφορετικές 

αντιδράσεις αλλάζοντας την συγκέντρωση του ενζύμου στο διάλυμα της αντίδρασης, 

και η πορεία τους ελέγχθηκε μέσω αέριας χρωματογραφίας. Το καλύτερο αποτέλεσμα 

από άποψη δραστικότητας ήταν σε συγκέντρωση του ενζύμου 70 μg/mL, όπου το 

ποσοστό μετατροπής σε 24 ώρες ήταν εξαιρετικό (> 99% conv.). 

 Στη συνέχεια εξετάστηκε η εναντιοεκλεκτικότητα της OYE3 με προσδιορισμό 

 
Conv. % 

2 h 
Conv. % 

24 h 

OYE3 (20 μg/mL) 15 51 

OYE3 (30 μg/mL) 22 72 

OYE3 (40 μg/mL) 28 89 

OYE3 (50 μg/mL) 32 98 

OYE3 (60 μg/mL) 42 99 

OYE3 (70 μg/mL) 39 > 99 



76 

 

της εναντιομερικής περίσσειας μέσω αέριας χρωματογραφίας με τη χρήση 

χειρόμορφης κολώνας. Ως πρότυπο χρησιμοποιήθηκε η ρακεμική κετόνη 13  που 

προήλθε από την υδρογόνωση της ενόνης 12. Παρακάτω παρουσιάζονται τα 

αντίστοιχα χρωματογραφήματα (Σχήμα 28). 

 

Α) 

 

 

 

 

 

 

 

Β) 

Σχήμα 28. Α) Χρωματογράφημα της ρακεμικής α-υποκατεστημένης κετόνης 13, Β) 

Χρωματογράφημα της αντίστοιχης ένωσης προερχόμενης από την βιοκαταλυτική αναγωγή 

με το ένζυμο ΟΥΕ3. 

Όπως φαίνεται από τα παραπάνω χρωματογραφήματα η εναντιοεκλετικότητα 

της αντίδρασης με το ΟΥΕ3 ήταν εξαιρετική (>99% ee.), αποτέλεσμά που κρίνεται 

εξαιρετικά  ικανοποιητικό για τον σχεδιασμό της προτεινόμενης one-pot διεργασίας. 
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Όπως περιγράφτηκε εκτενώς, το ΟΥΕ3 δεν ήταν καθόλου δραστικό για την ενόνη 11 

ως υπόστρωμα για την ενζυμική αναγωγή. Μετά από αυτά τα αποτελέσματα κρίθηκε 

απαραίτητο να δοκιμαστούν οι βιοαναγωγές και με εμπορικά διαθέσιμες EReds. 

Πραγματοποιήθηκαν συνολικά επτά διαφορετικές δοκιμές χρησιμοποιώντας τις επτά 

διαφορετικές εμπορικά διαθέσιμες EReds. Συνοπτικά τα αποτελέσματα συνοψίζονται 

στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4). 

 

Πίνακας 4. Βιοκαταλυτικές αναγωγές της ενόνης 11  με τη χρήση εμπορικά διαθέσιμων EReds. 

 

ΕR Χρόνος αντίδρασης Conv. % 

ENE-101 6h >99 

ENE-102 24h - 

ENE-103 24h 48 

ENE-105 24h - 

ENE-107 24h >99 

ENE-108 24h 94 

ENE-109 24h 72 

 

Όπως παρατηρείται από τον Πίνακα 4, τα πέντε από τα επτά ένζυμα εμφάνισαν 

δραστικότητα ως προς την αναγωγή της ενόνης 11. Μάλιστα οι ρεδουκτάσες ΕΝΕ-101 

και ΕΝΕ-107 ήταν εξαιρετικά δραστικά ένζυμα, όπως φαίνεται απο το πολύ υψηλό 

ποσοστό μετατροπής >99% και στις δύο περιπτώσεις. Μεταξύ των δύο αυτών ενζύμων 

η ΕΝΕ-101 αποδείχθηκε πολύ δραστικότερη της ΕΝΕ-107, δεδομένου ότι η μετατροπή 

ολοκληρώθηκε σε 6 ώρες σε σχέση με τις 24 ώρες. Το επόμενο βήμα ήταν ο 

προσδιορισμός της πιθανής εναντιοεκλεκτικότητας αυτού του ενζύμου στη 

συγκεκριμένη αντίδραση. Αρχικά έγινε προσπάθεια να διαχωριστούν τα δύο 

εναντιομερή της πρότυπης ρακεμικής κετόνης 15 μέσω αέριας χρωματογραφίας με τη 

χρήση χειρόμορφης στήλης. Παρόλες τις προσπάθειες που έγιναν με τη χρήση δύο 

διαφορετικών χειρόμορφων στηλών δυστυχώς δεν κατέστη δυνατός ο διαχωρισμός των 
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εναντιομερών σε πολλά διαφορετικά θερμοκρασιακά προγράμματα που 

δοκιμάστηκαν. 

Μετά τα ικανοποιητικά αποτελέσματα των ενζυμικών αναγωγών με τη χρήση 

του ενζύμου OYE3 καθώς και με τις εμπορικά διαθέσιμες EReds, επομενο βήμα ήταν 

να εξεταστεί η φωτοξείδωση των αλλυλικών αλκοολών 8 και 9 προς τις αντίστοιχες 

α,β-ακόρεστες κετόνες 11 και 12. Σε αυτό το στάδιο της μελέτης αρχικά έπρεπε να 

εξεταστεί η ικανότητα φωτοξείδωσης του αλκενίου 7 με τον φωτοκαταλύτη CD-C3N4 

ως φωτοευαισθητοποιητή, για την αντίδραση ενίου παρουσία διεγερμένου οξυγόνου 

1Ο2 , και στη συνέχεια να συγκριθούν με τα αντίστοιχα αποτελέσματα φωτοξείδωσης 

με τον κλασσικό φωτοευαισθητοποιητή TPP. Εδώ αξίζει να σημειωθεί ότι ο 

φωτοκαταλύτης CD-C3N4 παρασκευάστηκε εργαστηριακά και εκτενείς πληροφορίες 

για το πρωτόκολλο παρασκευής του παρουσιάζονται στο πειραματικό μέρος. Έτσι, 

πραγματοποιήθηκε η αντίδραση φωτοξείδωσης του 7  με τον CD-C3N4 και τα 

αποτελέσματα ήταν παρόμοια με αυτά της κλασσικής μεθόδου (Σχήμα 29). Εδώ αξίζει 

να σημειωθεί ότι η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε CDCl3 προκειμένου να παρθεί 

μετά το πέρας της αντίδρασης in-situ 1H-NMR για την πιθανή ανίχνευση της 

ακεταλδεύδης που είναι ένα από τα προϊόντα μεταφοράς ηλεκτρονίου όπου σε 

διαφορετική περίπτωση θα είχε εξατμιστεί κατά την απομάκρυση του διαλύτη υπό 

ελαττωμένη πίεση. Πράγματι πέρα από τα αναμενόμενα προϊόντα που οφείλονται στην 

αντίδραση ενίου, παρατηρήθηκε και ο σχηματισμός σε μικρό ποσοστό (4%) των 

προϊόντων που οφείλονται σε αντίδραση μεταφοράς ηλεκτρονίου, αποτέλεσμα το 

οποίο μπορεί να εξηγηθεί σύμφωνα και με την πρόσφατη δημοσίευση της ερευνητικής 

μας ομάδας όπου έχει εξηγηθεί ο μηχανισμός για τις πιθανές αντιδράσεις μεταφοράς 

ηλεκτρονίου μέσω της δημιουργίας μιας κατιοντικής ρίζας του υποστρώματος και του 

υπεροξειδικού ανιόντος (super anion oxide).36 
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Α) 

 

 

 

Β) 

 

 

 

Σχήμα 29. Α) Φωτοξείδωση του αλκενίου 7 με τη χρήση CD-C3N4 ως φωτοευαισθητοποιητή, 

Β) Φωτοξείδωση του αλκενίου 7 με την χρήση του ΤPP ως φωτοευαισθητοποιητή. 

 

Το άμεσο επομένως συμπέρασμα ήταν ότι ο CD-C3N4 μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί εναλλακτικά για τον σχηματισμό των αλλυλικών αλκοολών 8 και 9. 

Επόμενο βήμα λοιπόν ήταν η μελέτη της φωτοκαταλυτικής οξείδωσης των αλλυλικών 

αλκοολών με τη χρήση του CD-C3N4. Αρχικά δοκιμάστηκε η φωτοξείδωση της 

αλλυλικής αλκοόλης 9 σε οργανικό διαλύτη διχλωρομεθάνιο (DCM) για να 

διαπιστωθεί ο σχηματισμός της αντίστοιχης ενόνης 12. Το αποτέλεσμα δεν ήταν 

καθόλου ικανοποιητικό καθώς μετά από τρεις ώρες φωτοξείδωσης το ποσοστό 

μετατροπής ήταν μόνο 3%,  και με πολλές ακαθαρσίες. Στη συνέχεια δοκιμάστηκε η 

ίδια αντίδραση σε υδατικό περιβάλλον με σκοπό την διερεύνηση της δυνατότητας 

ανάπτυξης one-pot διεργασίας, δεδομένου ότι το επόμενο βήμα τη ενζυμικής αναγωγής 

πραγματοποιείται σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών. Το αποτέλεσμα και πάλι ήταν 

αρνητικό και η αντίδραση δεν προχώρησε (Σχήμα 30). 
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Σχήμα 30. Φωτοξείδωση της αλλυλικής αλκοόλης 9 με τη χρήση του CD-C3N4 

 

Στη συνέχεια έγινε προσπάθεια φωτοξείδωσης της αλλυλικής αλκοόλης 8 προς 

την αντίστοιχη ενόνη 11 με τη χρήση του CD-C3N4 χωρίς όμως κάποιο αποτέλεσμα. 

Ακόμη και όταν δοκιμάστηκε και για τις δύο αλλυλικές αλκοόλες το mesoporous 

carbon nitride (mpg-C3N4) που διατέθηκε από την ερευνητική ομάδα του κ. Παυλίδη, 

τα αποτελέσματα και πάλι ήταν αρνητικά. Στο σημείο αυτό, κρίθηκε ότι για την 

συνέχιση της αρχικής ερευνητικής ιδέας, θα μπορούσαμε να εξετάσουμε μια 

εναλλακτική λύση για την φωτοξείδωση των αλλυλικών αλκοόλων με την  χρήση ενός 

υδατοδιαλυτού φωτοκαταλύτη όπως η υδατοδιαλυτή σουλφονική ανθρακινόνη του 

νατρίου (SAS). Ο φωτοκαταλύτης SAS, όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή του 

κεφαλαίου, είναι υδατοδιαλυτός και μπορεί να φωτοξειδώνει αλκένια προς τις 

αντίστοιχες αλδεύδες και κετόνες, αλλά παράλληλα έχει την ικανότητα να 

φωτοξειδώνει και αλκοόλες μεταξύ των οποίων και αλλυλικές προς τις αντίστοιχες 

κετόνες.49 Έτσι λοιπόν πραγματοποιήθηκαν οι απαραίτητες δοκιμές  φωτοξείδωσης 

των αλλυλικών αλκοολών 8 και 9 με τη χρήση SAS σε υδατικό μέσο. Όμως και σε 

αυτήν την περίπτωση οι φωτοκαταλυτικές αντιδράσεις δεν οδήγησαν στις επιθυμητές 

ενόνες 11 και 12 καθώς δεν παρατηρήθηκε καμία μεταροπή μέσω αέριας 

χρωματογραφίας. 

     Μετά από όλα τα μέχρι στιγμής αποτελέσματα επιλέχθηκε να δοκιμαστεί και 

μια τρίτη αλλυλική αλκοόλη η 2-(τριτ-βουτυλο)κυκλοεπτ-2-εν-1-όλη 18. (η τριτ-
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βουτυλο ομάδα συμβάλει στην εκλεκτικό σχηματισμό του επιθυμητού προϊόντος της 

αντίδρασης ενίου) Για το σκοπό αυτό αρχικά συντέθηκε η τριτοταγής αλκοόλη 16 

μέσω προσθήκης tert-βουτυλο ομάδας στην κυκλοεπτανόνη με χρήση tert-BuLi. Στη 

συνέχεια η τριτοταγής αλκοόλη 16 με αφυδάτωση παρουσία καταλυτικής ποσότητας 

p-TsOH μετατράπηκε στην ολεφίνη 17 (Σχήμα 31).  

 

     

Σχήμα 31. Συνθετική πορεία για το σχηματισμό της ολεφίνης 17. 

 

  Ακολούθησε η αντίδραση ενίου της ολεφίνης 17 παρουσία ενός κλασσικού 

φωτοευαισθητοποιητή, όπως είναι η τετραφαίνυλοπορφυρινη (ΤPP). Το παραγόμενο 

υδροπεροξείδιο σχηματίστηκε με 100 % geminal εκλεκτικότητα, δηλαδή η απόσπαση 

του υδρογόνου πραγματοποιήθηκε από την μεθυλενική ομάδα που βρίσκεται σε θέση 

geminal ως προς τον ογκώδη άλκυλο υποκαταστάτη του διπλού δεσμού 

επιβεβαιώνοντας πλήρως τα βιβλιογραφικά δεδομένα.38,39  Στη συνέχεια 

πραγματοποιήθηκε η αναγωγή του ενδιάμεσου υδροπεροξειδίου με τη χρήση της 

κατάλληλης ποσότητας τριφαινυλοφωσφίνης αποδίδοντας την αλλυλική αλκοόλη 18 

(Σχήμα 32). 

 

 

Σχήμα 32. Φωτοξείδωση του αλκενίου 17 και αναγωγή του ενδιαμέσου υδροπεροξειδίου 

προς την αντίστοιχη αλλυλική αλκοόλη 18 
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Διαθέτοντας έτσι την αλλυλική αλκοόλη 18 ακολούθησαν οι απαραίτητες 

δοκιμές για την φωτοξείδωσή της προς την αντίστοιχη ενόνη 19 με χρήση ως 

φωτοκαταλυτών τόσο του CD-C3N4 όσο και του SAS. Προκαταρκτικά φυσικά  είχε 

πραγματοποιηθεί η χημική οξείδωση της αλκοόλης 18 προς την ενόνη 19 με 

αντιδραστήριο Jones (Σχήμα 33) ώστε να χρησιμοποιηθεί ως πρότυπο για την 

παρακολούθηση των αντιδράσεων φωτοξείδωσης. μέσω αέριας χρωματογραφίας. 

 

 

Σχήμα 33. Χημική οξείδωση της αλλυλικής αλκοόλης 18 προς την αντίστοιχη α,β-ακόρεστη 

κετόνη 19. 

Όμως και αυτές οι αντιδράσεις φωτοξείδωσης δεν απέδωσαν το επιθυμητό 

αποτέλεσμα, διότι και οι δύο καταλύτες δεν ήταν αποτελεσματικοί (δεν παρατηρήθηκε 

καμία μετατροπή). Λαμβάνοντας υπόψη όλα τα δεδομένα από τα προηγούμενα 

πειράματα, κρίθηκε σκόπιμο να μην συνεχιστούν περαιτέρω δοκιμές για την 

βιοκαταλυτική αναγωγή της ενόνης 19 καθώς η καθοριστική για την ανάπτυξη της 

αρχικά σχεδιαζόμενης one-pot διεργασίας φωτοξείδωση δεν κατέστη δυνατή για το 

συγκεκριμένο σύστημα. Μια πιθανή εξήγηση για τις μη επιτυχημένες φωτοξειδώσεις 

των α-υποκατεστημένων αλλυλικών αλκοολών προς τις αντίστοιχες α-

υποκατεστημένες κετόνες είναι ίσως η ύπαρξη ενός ογκώδους υποκαταστάτη σε α-

θέση σε αντίθεση με τις προηγούμενες μελέτες όπου ο υποκαταστάτης είναι μια απλή 

μέθυλο ομάδα που βρίσκεται κυρίως σε β-θέση.33, 49 

 

2.3 Συμπεράσματα 

Εν κατακλείδι, πραγματοποιήθηκε η μελέτη των επιμέρους αντιδράσεων-

σταδίων για την πιθανή ανάπτυξη μιας νέας φωτο-βιοκαταλυτικής μεθόδου για τη 

σύνθεση οπτικά ενεργών αλκοολών και υποκατεστημένων κετονών στην ίδια φιάλη 
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αντίδρασης. Για τον σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκαν με επιτυχία τόσο η παρασκευή 

και ο χαρακτηρισμός του φωτοκαταλύτη CD-C3N4, όσο και η υπερέκφραση και ο 

καθαρισμός του ενζύμου ΟΥΕ3. Αρχικά συντέθηκαν σαν πρότυπα οι ρακεμικές 

αλλυλικές αλκοόλες 8, 9 και 18 με σκοπό την φωτοξείδωσή τους με χρήση 

φωτοκαταλυτών νιτριδίων του άνθρακα (CD-C3N4 ή mpg-C3N4) ή με χρήση της 

υδατοδιαλυτής ανθρακινόνης του νατρίου (SAS), προς το σχηματισμό των αντίστοιχων 

α,β-ακόρεστων κετονών, οι οποίες θα μπορούσαν στη συνέχεια να μετατραπούν είτε 

σε οπτικά ενεργές αλλυλικές αλκοόλες είτε σε οπτικά ενεργές α-υποκατεστημένες 

κετονές μέσω ενζυμικής αναγωγής με τη χρήση είτε κετορεδουκτασών-αλκοολικών 

αφυδρογονασών, είτε ρεδουκτασων ενίου, ώστε να μελετηθεί και αναπτυχθεί στη 

συνέχεια η διαδοχική one-pot διεργασία.  Έτσι λοιπόν συντέθηκαν οι ρακεμικές ενόνες 

11 και 12 μέσω χημικής οξείδωσης για την μελέτη των βιοκαταλυτικών αναγωγών 

ώστε να χρησιμοποιηθούν ως πρότυπα για τα επόμενα βιοκαταλυτικά στάδια. Οι 

ενζυμικές αναγωγές τους με κετορεδουκτάσες-αλκοολικές αφυδρογονάσες για την 

σύνθεση των οπτικά ενεργών αλλυλικών αλκοολών 8 και 9 παρουσίασαν χαμηλή 

τοποεκλεκτικότητα και εναντιοεκλεκτικότητα  για την ενόνη 12, ενώ για την ενόνη 11 

δεν βρέθηκε κάποιο θετικό ένζυμο από άποψη δραστικότητας. Στην περίπτωση  όμως 

της ενζυμικής αναγωγής των διπλών δεσμών της ενόνης 12 με την ERed ΟΥΕ3 καθώς 

και ορισμένες εμπορικά διαθέσιμες EReds τα αποτελέσματα ήταν εξαιρετικά. Πιο 

συγκεκριμένα, το ένζυμο ΟΥΕ3 επέδειξε εξαιρετική δραστικότητα (>99% conv.) 

αποδίδοντας την αντίστοιχη οπτικά ενεργή α-υποκατεστημένη κετόνη 13 με εξαιρετική 

εναντιοεκλεκτικότητα (99% ee.). Στην περίπτωση της ενόνης 11 ορισμένες από τις 

εμπορικά διαθέσιμες EReds επέδειξαν εξαιρετική δραστικότητα αποδίδοντας την α-

υποκατεστημένη κετόνη 15 με εξαιρετικό ποσοστό μετατροπής (>99 % conv.). Παρόλο 

που τα αποτέλεσματα των ενζυμικών αναγωγών με τη χρήση ρεδουκτασών ενίου ήταν 

πολύ ικανοποιητικά, οι αντιδράσεις φωτοξείδωσης των ρακεμικών αλλυλικών 

αλκοολών με τους προαναφερθέντες φωτοκαταλύτες δεν είχαν το αντίστοιχο 

επιθυμητό αποτέλεσμα έπειτα από πολλές προσπάθειες και δοκιμές και για αυτό το 

λόγο δεν κατέστη τελικά εφικτή η ανάπτυξη της προτεινόμενης one-pot διεργασίας.  
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2.4 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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Όργανα και αντιδραστήρια 

 

Τα φάσματα NMR ελήφθησαν σε θερμοκρασία δωματίου χρησιμοποιώντας 

φασματόμετρα 300 και 500 MHz της σειράς Bruker Avance. Οι χημικές μετατοπίσεις 

αντιστοιχούν σε ppm και σχετίζονται σύμφωνα με την κορυφή του διαλύτη (CDCl3, δ: 

7.26, 13CDCl3, δ: 77.0). Η πολλαπλότητα κάθε κορυφής αντιστοιχεί στο ακόλουθο 

σύμβολο: s, singlet, d, doublet, t, triplet, q, quartet, sext, sextet, sept, septet, m, 

multiplet, br, broad. Ο διαχωρισμός και ο καθαρισμός των προϊόντων επιτεύχθηκε με 

χρωματογραφία στήλης. Ως στατική φάση χρησιμοποιήθηκε silica gel, ενώ ως 

διαλύτης έκλουσης χρησιμοποιήθηκε μίγμα διαλύτη εξανίου/οξικού αιθυλεστέρα. Η 

πρόοδος των χημικών αντιδράσεων ελέγχθηκε με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας 

(TLC) χρησιμοποιώντας πλάκες silica gel (Merck gade 60 F254) και σε αρκετές 

περιπτώσεις με αέρια χρωματογραφία συζευγμένη με φασματόμετρο μάζας (GC-MS) 

χρησιμοποιώντας SHIMADZU GC-MS QP5050 εξοπλισμένο με μια τριχοειδή στήλη 

Supelco (MDN-5). 30nm x 0.25mm x 0.25μm) και ανιχνευτή μάζας χημικού ιονισμού 

(5971A MS).Το τετραϋδροφουράνιο (THF) ξηράθηκε με απόσταξη σε συσκευή 

Soxhlet παρουσία νατρίου (Na) και βενζοφαινόνης.  Η λύση των κυττάρων E.coli που 

περιέχουν την υπερεκφρασμένη πρωτεΐνη Old Yellow Enzyme 3 (OYE3) 

πραγματοποιήθηκε μέσω υπερήχων με τη χρήση του οργάνου Hielscher UP200S 

ultrasonic device in Ultrasonic Technology. Ο καθαρισμός του ενζύμου  

πραγματοποιήθηκε με Fast Protein Liquid Chromatogaphy χρησιμοποιώντας το 

σύστημα της AKTA Pure (στο ερευνητικό εργαστήριο της κ. Βελώνιας) με τη χρήση 

της κολώνας ρητίνης Protino-Ni-NTA-5mL της εταιρίας Macherey-Nagel, ενώ για την 

αφαλάτωση του δείγματος χρησιμοποιήθηκε τριπλή στήλη μοριακού αποκλεισμού 

Desalting 3HiTrap. Η πρόοδος των ενζυμικών αντιδράσεων καθώς και των 

φωτοξειδώσεων των αλλυλικών αλκοολών παρακολουθήθηκε με αέρια 

χρωματογραφία χρησιμοποιώντας αέριο χρωματογράφο SHIMADZU GC-2014 

εξοπλισμένο με ανιχνευτή FID και μη πολική στήλη (HP-5 τριχοειδές, 30 m × 0,32 mm 

× 0,25 μm, 5% diphenyl and 95% dimethylpolysiloxane). Τα ποσοστά 

εναντιοεκλεκτικότητας προσδιορίστηκαν και πάλι με αέρια χρωματογραφία 

χρησιμοποιώντας χειρόμορφη στήλη (J&W CP-Chirasil-Dex CB (25 × 0,25 × 0,25 μm) 

με συνολικό μήκος 25 m). Οι κετορεδουκτάσες (Kreds), οι ρεδουκτάσες ενίου (EReds) 

η αφυδρογονάση της γλυκόζης (GDH) και το NADP+ ήταν εμπορικά διαθέσιμα 
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(Codexis-Biocatalytics, Johnson Matthey, Prozomix και Johnson Matthey). Η δομή του 

φωτοκαταλύτη που συντέθηκε χαρακτηρίστηκε με περίθλαση ακτίνων Χ (XRD) 

χρησιμοποιώντας το PANalytical X’Pert Pro X-ray diffractometer με φιλτραρισμένη 

με Ni-Cu Kα πηγή (λ=1,5418 Å) που λειτουργεί στα 45 kV και 40 mA Τα δεδομένα 

συλλέχθηκαν από 2θ = 10.0°-80° με μέγεθος βήματος 0,020° και χρόνο μέτρησης 0,25 

s ανά βήμα. Το μέγεθος και η μορφολογία των σωματιδίων αναλύθηκαν 

χρησιμοποιώντας ηλεκτρονικό μικροσκόπιο διέλευσης JEOL JEM-2100 σε τάση 

επιτάχυνσης 200 kV. 

 

Γενική μέθοδος αντίδρασης Gignard για τη σύνθεση των τριτοταγών αλκοολών 

1-μεθυλο-1-κυκλοεξανόλη και 1-φαινυλο-1-κυκλοπεντανόλη (5). 

 

Σε δίλαιμη σφαιρική φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου εφαρμόζεται στο ένα εσμύρισμα 

ψυκτήρας και στο άλλο προσθετική φιάλη. Αρχικά προστίθεται η κονιορτοποιημένη 

ποσότητα του Mg (3 eq), ένας κόκκος Ι2 (στην περίπτωση της σύνθεσης της αλκοόλης 

5)  και στη συνέχεια 5 mL άνυδρου διαιθυλαιθέρα. Έπειτα προστίθεται στην 

προσθετική φιάλη διάλυμα του ιωδομεθανίου ή του βρωμοβενζολίου (2 eq) σε 20-25 

mL άνυδρου αιθέρα. Εν συνεχεία προστίθεται περίπου το 1/5 της ποσότητας της 

προσθετικής φιάλης και τότε αρχίζει ήπια ανάδευση Μόλις αρχίσει να θολώνει και 

αρχίζει ο βρασμός (βοήθεια με πιστολάκι αν χρειαστεί) αρχίζει η κανονική ανάδευση 

με τον ψυκτήρα σε λειτουργία και προστίθεται στάγδην από την προσθετική η 

υπόλοιπη ποσότητα. Το μίγμα αφήνεται σε συνεχή βρασμό σε συνθήκες reflux για 

περίπου 25 λεπτά. Έπειτα ακολουθεί η στάγδην προσθήκη της κατάλληλης κετόνης 

(κυκλοεξανόνη ή κυκλοπεντανόνη) στους 0 οC.  Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης 

αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου και η πρόοδος της αντίδρασης ελέγχεται με 

χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας ΤLC. Μετά το πέρας της αντίδρασης προστίθεται 

στους 0 οC στάγδην υδατικό διάλυμα NH4Cl μέχρι να διαλυθούν τα οργανομαγνησιακά 

άλατα και το Μg που δεν αντέδρασε. Αφήνεται το μίγμα για 15 λεπτά υπό ανάδευση 

και στη συνέχεια πραγματοποιούνται δύο εκχυλίσεις με αιθέρα (2 Χ 20 mL). 

Συλλέγονται οι οργανικές στιβάδες, ξηραίνονται με ΜgSO4 και ακολουθεί η 

απομάκρυνση του διαλύτη υπό ελαττωμένη πίεση. 
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1-μεθυλο-1-κυκλοεξανόλη 

 

Mg (21.12 mmol, 513 mg), ιωδομεθάνιο (14 mmol, 877 μL) και κυκλοεξανόνη (7 

mmol, 727 μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική μέθοδο της αντίδρασης 

Gignard. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 40 λεπτά και δεν χρειάστηκε περεταίρω 

καθαρισμός (692 mg, 86 %). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.65-1.41 (m, 10H), 1.28 (s.br, 1H), 1.20 (s, 3H).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 69.9, 34.4, 29.5, 25.6, 22.6. 

 

1-φαινυλο-1-κυκλοπεντανόλη (5) 

Mg (17.8 mmol, 433 mg), βρωμοβενζόλιο (12 mmol, 1.3 mL) και κυκλοπεντανόνη (6 

mmol, 530 μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική μέθοδο της αντίδρασης 

Gignard. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 40 λεπτά και το μίγμα της αντίδρασης 

καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 20:1 v/v) (830 mg, 

86 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.51 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.35 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.27-

7.22 (m, 1H). 2.05-1.99 (m, 6H), 1.87-1.82 (m, 2H), 1.62-1.59 (m, 1H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 147.0, 128.2, 126.8, 125.0, 83.5, 41.8, 23.8. 

 

 Πειραματική μέθοδος για τη σύνθεση της 1-τριτ-βουτυλο-1-κυλοεπτανολης (16) 

Σε προξηραμένη δίλαιμη σφαιρική φιάλη εφοδιασμένη με προσθετική φιάλη υπό 

ατμόσφαιρα αζώτου και στους 0 οC προστέθηκαν 20 mL άνυδρου διαιθυλαιθέρα και η 

ποσότητα της κυκλοεπτανόνης (6.24 mmol, 700 mg, 737 μL). Στη συνέχεια μειώθηκε 

η θερμοκρασία στους -78 οC και ακολούθησε με προσοχή η στάγδην προσθήκη του t-

Buli (1.7M σε πεντάνιο, 9.36 mmol, 5.5 mL). Το μίγμα αφέθηκε να έρθει σε 

θερμοκρασία δωματίου και έπειτα συνεχίστηκε η ανάδευση για 1 ώρα μέχρι το πέρας 

της αντίδρασης (έλεγχος με TLC). Μετά από προσθήκη 5 mL νερού το μίγμα άρχισε 
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να γίνεται διαυγές. Μετά τη συλλογή της οργανικής στοιβάδας ακολούθησαν 

εκπλύσεις με Brine (2 X 10 mL), ξήρανση με MgSO4 και απομάκρυνσση του διαλύτη 

υπό ελαττωμένη πίεση. Το μίγμα της αντίδρασης καθαρίστηκε περαιτέρω με 

χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 25:1 v/v) (638 mg, 60 %). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.83-1.75 (m, 2H), 1.68-1.47 (m, 10H), 1.13 (s, 1H), 

0.93 (s, 9H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 78.6, 39.0, 35.9, 30.0, 24.5, 23.3. 

 

Πειραματική μέθοδος αφυδάτωσης για τη σύνθεση του 1-μέθυλο-1-κυκλοεξενίου 

(1) 

Σε αυτόκλειστο σωλήνα τοποθετήθηκε η 1-μεθυλο-1-κυκλοεξανόλη ( 4.38 mmol, 500 

mg) και 1-2 κόκκοι ιωδίου (Ι2) χωρίς την παρουσία διαλύτη. Το μίγμα θερμάνθηκε 

μέχρι 100 οC και παρέμεινε στη θερμοκρασία αυτή για 1-2 λεπτά. Παρατηρήθηκαν 

σταγόνες νερού στα τοιχώματα του αυτόκλειστου σωλήνα. Μετά το πέρας της 

αντίδρασης στο μίγμα προστέθηκαν 10-15 mL αιθέρα και στη συνέχεια 1-2 mL 

υδατικού διαλύματος Na2S2O3 για τον αποχρωματισμό και ακολούθησαν 2 εκχυλίσεις 

με αιθέρα (2 Χ 10 mL). Έπειτα η αιθερική στιβάδα ξηράνθηκε με ΜgSO4 και ο 

διαλύτης απομακρύνθηκε προσεκτικά με απόσταξη καθώς το σχηματιζόμενο αλκένιο 

είναι πολύ πτητικό (320 mg, 76 %). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 5.4-5.36 (m, 1H), 1.99-1.90 (m, 4H), 1.68-1.49 (m, 7H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 134.1, 121.1, 30.0, 25.2, 24.0, 23.0, 22.3. 

 

Πειραματική μέθοδος αφυδάτωσης για τη σύνθεση του 1-φαινυλο-1-

κυκλοπεντένιο (6) 

Σε δίλαιμη σφαιρική φιάλη κάτω από ατμόσφαιρα αζώτου προτέθηκε διάλυμα της 1-

φαινυλο-1-κυκλοπεντανόλης (5) (2.84 mmol, 460 mg) σε 10 mL βενζολίου και 

καταλυτική ποσότητα του p-τουλουολοσουλφονικoύ οξέος. Εφαρμόστηκε ψυκτήρας 

και το σύστημα θερμάνθηκε υπό ανάδευση μέχρι τους 70 οC. Μετά από έλεγχο της 

αντίδρασης με TLC, διαπιστώθηκε ολοκλήρωση της αντίδρασης σε 30 λεπτά. Για την 

απομόνωση του προϊόντος της αφυδάτωσης προστέθηκαν 5 mL κορεσμένου υδατικού 
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διαλύματος NaHCO3 και ακολούθησαν 2 εκχυλίσεις με διαιθυλαιθέρα (2 Χ 10 mL). 

Στη συνέχεια η οργανική στοιβάδα ξηράνθηκε με ΜgSO4 και οι διαλύτες 

απομακρύνθηκαν από ελαττωμένη πίεση. Το μίγμα της αντίδρασης που απομονώθηκε 

καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: ΕtOAc 30:1 v/v) (279 mg, 

68 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.45 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.32 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.22 

(t, J = 7.5 Hz, 1H), 2.74-2.70 (m, 2H), 2.56-2.52 (m, 2H), 2.03 (dt, J1 = 15.2 Hz, J2 = 

7.6 Hz, 2H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 142.4, 136.8, 128.2, 126.8, 126.1, 125.5, 33.3, 33.1, 

23.3 

 

Πειραματική μέθοδος αφυδάτωσης για τη σύνθεση του 1-τριτ-βουτυλο-1-

κυκλοεπτένιο (17) 

 

Σε αυτόκλειστο σωλήνα προστέθηκε διάλυμα της 1-τριτ-βουτυλο-1-κυλοεπτανολης 

(16) (1.76 mmol, 300 mg) σε 3 mL βενζολίου και καταλυτική ποσότητα p-

τουλουολοσουλφονικoύ οξέος και το σύστημα θερμάνθηκε υπό ανάδευση μέχρι τους 

70 οC. Πραγματοποιήθηκε έλεγχος της αντίδρασης με TLC, και διαπιστώθηκε ότι 

ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα (παρατηρούνται σταγονίδια νερού στα τοιχώματα). Για την 

απομόνωση του προϊόντος της αφυδάτωσης προστέθηκαν 5 mL κορεσμένου υδατικού 

διαλύματος NaHCO3 και πραγματοποιήθηκαν 2 εκχυλίσεις με διαιθυλαιθέρα (2 Χ 10 

mL). Στη συνέχεια η οργανική στοιβάδα ξηράνθηκε με ΜgSO4 και οι διαλύτες 

απομακρύνθηκαν προσεκτικά με απόσταξη. (220 mg, 82 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 5.62 (t, J = 6.8 Hz, 1H), 2.17-2.15 (m, 2H), 2.10-2.07 

(m, 2H), 1.76-1.72 (m, 2H), 1.43-1.38 (m, 4H), 0.99 (s, 9H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 153.2, 122.0, 36.4, 33.3, 28.9, 28.6, 28.2, 27.5, 27.2. 

 

Σύνθεση του αιθυλοτριφαινυλοφωσφονιακού άλατος του ιωδίου 
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Σε μεγάλο αυτόκλειστο δοχείο αναμειγνύονται η τριφαίνυλοφωσφίνη PPh3 (13.5 

mmol, 3.5 g) και το ιωδοαιθάνιο (13 mmol , 2 g, 1 mL)  και το μίγμα θερμαίνεται υπό 

ανάδευση στους 110 οC για 12-15 ώρες. Μετά το τέλος της αντίδρασης το φωσφονιακό 

αλάτι εκπλένεται με θερμό τουλουόλιο πραγματοποιώντας διήθηση υπό κενό μέχρι να 

φύγει το κίτρινο χρώμα. Αμέσως μετά τις εκπλύσεις, παραμένει στον ηθμό για ξήρανση 

το ίζημα του άλατος για 10 λεπτά και στη συνέχεια ξηραίνεται στην αντλία κενού για 

περίπου 1 ώρα (5440 mg, 98%). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 7.84-7.78 (m, 9H), 7.73-7.67 (m, 6H), 3.82-3.71 (m, 

2H), 1.39 (dt, J1 = 20.0 Hz, J2 = 7.4 Hz, 3H). 

 

Πειραματική μέθοδος αντίδρασης Wittig για τη σύνθεση του (E),(Z)-βουτ-2-εν-2-

υλοβενζόλιου (7). 

Σε προξηραμένη δίλαιμη σφαιρική φιάλη κάτω από ατμόσφαιρα αζώτου, προστέθηκαν 

15 mL άνυδρυ THF και η ποσότητα του φωσφονιακού άλατος του ιωδίου (13 mmol, 

5,4 g). Μετά από ψύξη του μίγματος στους 0 οC ακολούθησε στάγδην προσθήκη του 

n-Buli (14.3 mmol, 1.6 M, 8.9 mL). Παρατηρήθηκε κόκκινος χρωματισμόςτου 

διαλύματος, ενδεικτικός του σχηματισμού του υλιδίου. Έπειτα από ανάδευση για 1 ώρα 

προστέθηκε στάγδην ακετοφαινόνη (13 mmol, 1.5 mL). Το μίγμα της αντίδρασης 

αφέθηκε υπό ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου για 24 ώρες και το έντονο κόκκινο 

χρώμα  αποχρωματίστηκε. Μετά το πέρας της αντίδρασης το μίγμα μεταφέρθηκε με 10 

mL διχλωρομεθάνιο σε μονόλαιμη σφαιρική φιάλη και οι διαλύτες απομακρύνθηκαν 

υπό ελαττωμένη πίεση. Το στερεό υπόλειμμα αναμείχθηκε με στερεή silica και 

διχλωρομεθάνιο και στη συνέχεια ο διαλύτης απομακρύνθηκε μέχρι ξηρού 

(σχηματισμός μιας καφέ σκόνης). Η στερεή σκόνη φορτώθηκε στη στήλη 

χρωματογραφίας για περαιτέρω καθαρισμό (dry loading) (εξανιο: EtOAc 100:0 v/v). 

Το προϊόν απομονώθηκε σαν μίγμα στεροισομερών  Ε:Ζ 63:37 (773 mg, 45 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.39-7.29 (m, 3HE,Z), 7.24-7.20 (m, 2HE,Z), 5.87 (q, J = 
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6.9 Hz, 1HE), 5.57 (q, J = 6.9 Hz, 1HZ), 2.04 (s, 3HE,Z), 1.81 (d, J = 6.9 Hz, 3HE), 1.61 

(d, J = 6.9 Hz, 3HZ). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 144.0, 141.9, 136.8, 135.5, 128.12, 128.05, 128.0, 

126.4, 126.3, 125.5, 122.5, 121.6, 25.4, 15.5, 14.8, 14.3. 

 

Γενική μέθοδος φωτοξείδωσης και αναγωγής για την σύνθεση της 2-

φαινυλοκυκλοπεντ-2-εν-1-όλης (8), της 3-φαινυλoβουτ-3-εν-2-όλης (9) και της 2-

(τριτ-βουτυλo)κυκλοεπτ-2-εν-1-όλης (18). 

 

Σε σφαιρική φιάλη προστέθηκε η ποσότητα της αντίστοιχης ολεφίνης, 6, 7  και 17 σε 

15-20 mL ακετονιτρίλιο και καταλυτική ποσότητα του φωτοευαισθητοποιητή, τέτρα-

φαίνυλο-πορφυρίνη (TPP). Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης μεταφέρθηκε στην λάμπα 

Ξένου (300 W, λ>300nm) και ακτινοβολήθηκε σε απόσταση περίπου 10 cm. To 

οξυγόνο μεταφέρθηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη βοήθεια σύριγγας υπό ήπια και 

συνεχή ροή ενώ η αντίδραση πραγματοποιήθηκε στους 0 οC. Η αντίδραση ελέγχθηκε 

με TLC και ολοκληρώθηκε σε περίπου 10 λεπτά. Μετά το πέρας της φωτοξείδωσης, 

στο μίγμα της αντίδρασης στους 0 οC προστέθηκε ποσότητα τριφαίνυλοφωσφίνης 

(PPh3) ώστε να αναχθεί πλήρως το σχηματισθέν από την φωτοξείδωση υδροπεροξείδιο 

προς το τελικό προϊόν της αλλυλικής αλκοόλης. Κατά τις προσθήκες της PPh3  η πορεία 

της αντίδρασης ελεγχόταν με TLC. Για τον περαιτέρω καθαρισμό του τελικού 

προϊόντος πραγματοποιήθηκε χρωματογραφία στήλης. 

 

 2-φαινυλοκυκλοπεντ-2-εν-1-όλη (8) 

Χρησιμοποιήθηκε 1-φαινυλο-1-κυκλοπεντένιο (6) (3.47 mmol, 500 mg) σύμφωνα με 

την γενική πειραματική μέθοδο φωτοξείδωσης και αναγωγής. Το προϊόν καθαρίστηκε 

περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης (εξανιο:ΕtOAc 10:1 v/v) (389 mg, 70%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ  7.57 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.35 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.27-

7.24 (m, 1H), 6.32 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 5.25-5.24 (m, 1H), 2.71-2.64 (m, 1H), 2.47-2.36 

(m, 2H), 1.98-1.92 (m, 1H), 1.66 (s.br, 1H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 144.5, 134.7, 130.0, 128.5, 127.3, 126.1, 77.2, 34.6, 
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30.4. HPLC: Daicel Chiralcel OD, n-hexane/i- PrOH: 90/10, Flow rate = 0.5 mL/min, 

UV = 254 nm, tR = 11.40 min, tR = 14.10 min. 

 

3-φαινυλoβουτ-3-εν-2-όλη (9) 

Χρησιμοποιήθηκε (E),(Z)-βουτ-2-εν-2-υλοβενζόλιο (7) (3.63 mmol, 480 mg) σύμφωνα 

με την γενική πειραματική μέθοδο φωτοξείδωσης και αναγωγής. Το επιθυμητό προϊόν 

καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης (εξανιο:ΕtOAc 10:1 v/v) (350 mg, 

65 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ  7.41-7.28 (m, 2H), 7.36-7.28 (m, 3H), 5.37 (t, J = 1.2 

Hz, 1H), 4.83 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 1.81 (s.br, 1H), 1.33 (d, J = 6.5 Hz, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ  153.0, 139.8, 128.3, 127.6, 126.8,11.5, 69.5, 22.5. 

. HPLC: Daicel Chiralcel OD, n-hexane/i- PrOH: 90/10, Flow rate = 0.5 mL/min, UV 

= 254 nm, tR = 14.81 min, tR = 19.09 min. 

 

 

 2-(τριτ-βουτυλo)κυκλοεπτ-2-εν-1-όλη (18) 

Χρησιμοποιήθηκε 1-τριτ-βουτυλο-1-κυκλοεπτένιο (17) (0.99 mmol, 150 mg) σύμφωνα 

με την γενική πειραματική μέθοδο φωτοξείδωσης και αναγωγής. Το προϊόν 

καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης (εξανιο:ΕtOAc 40:1 v/v) ( 100 mg, 

60 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ  5.73 (ddd, J1 = 9.1 Hz, J2 = 4.6 Hz, J3 = 1.7 Hz, 1H), 

4.49-4.48 (m, 1H), 2.39-2.31 (m, 1H), 2.12-1.98 (m, 3H), 1.78-1.73 (m, 2H), 1.47-1.41 

(m, 1H), 1.33-1.25 (m, 2H), 1.05 (s, 9H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ  153.7, 125.0, 69.1, 36.2, 33.0,28.7, 27.9, 27.4, 25.2. 

 

Γενική μέθοδος φωτοξείδωσης με CD-C3N4 και αναγωγής για την σύνθεση της 3-

φαινυλoβουτ-3-εν-2-όλης (9) 

Σε αυτόκλειστο σωλήνα προστέθηκαν η  ποσότητα του  (E),(Z)-βουτ-2-εν-2-
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υλοβενζόλιου (7) σε 2 mL CDCl3 (40 mM, 11 mg) και 2 mg CD-C3N4,. Έπειτα το μίγμα 

της αντίδρασης μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) και 

ακτινοβολήθηκε σε απόσταση περίπου 10 cm. To οξυγόνο μεταφέρθηκε στο εσωτερικό 

της φιάλης με τη βοήθεια σύριγγας υπό ήπια και συνεχή ροή. Η αντίδραση ελέγχθηκε 

με TLC και ολοκληρώθηκε σε περίπου 25 λεπτά. Μετά το πέρας της φωτοξείδωσης, 

στο μίγμα της αντίδρασης καθώς βρισκόταν σε παγόλουτρο προστέθηκε η κατάλληλη 

ποσότητα τριφαίνυλοφωσφίνης (PPh3) ώστε να αναχθεί το υδροπεροξείδιο (προϊόν της 

φωτοξείδωσης) προς το τελικό προϊόν της αλλυλικής αλκοόλης. Κατά τις προσθήκες 

της PPh3  η πορεία της αντίδρασης ελεγχόταν με TLC. Για τον περαιτέρω καθαρισμό 

του τελικού προϊόντος πραγματοποιήθηκε χρωματογραφία στήλης (εξανιο:ΕtOAc 10:1 

v/v) (6 mg, 50%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ  7.41-7.28 (m, 2H), 7.36-7.28 (m, 3H), 5.37 (t, J = 1.2 

Hz, 1H), 4.83 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 1.81 (s.br, 1H), 1.33 (d, J = 6.5 Hz, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ  153.0, 139.8, 128.3, 127.6, 126.8,11.5, 69.5, 22.5. 

 

Γενική πειραματική μέθοδος οξείδωσης με υπεριωδιάνιο Dess-Martin για την 

σύνθεση της 2-φαινυλοκυκλοπεντ-2-εν-1-όνης (11) και της 3-φαινυλοβουτ-3-εν-2-

όνης (12) 

Σε δίλαιμη σφαιρική φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου προστέθηκαν 10 mL άνυδρου 

διχλωρομεθανίου και η κατάλληλη ποσότητα του Dess-Martin (DMP) (1.2 eq). To 

μίγμα αναδεύτηκε και στη συνέχεια προστέθηκαν στάγδην οι αλλυλικές αλκοόλες 8 

και 9 διαλυμένες σε 3 mL άνυδρου διχλωρομεθανίου. Η πρόοδος της αντίδρασης 

ελέγχθηκε με TLC. Μετά το πέρας της αντίδρασης προστέθηκαν 8-10 mL κορεσμένου 

υδατικού διαλύματος ΝaHCO3 και 10 mL διχλωρομεθανίου. Ακολουθούν 2 εκχυλίσεις 

της υδατικής φάσης με διχλωρομεθάνιο (2 Χ 10 mL) συλλογή της οργανικής στιβάδας, 

ξήρανση της με MgSO4 και απομάκρυνση του διαλύτη υπό ελαττωμένη πίεση. Για τον 

καθαρισμό του προϊόντος της αντίδρασης πραγματοποιήθηκε χρωματογραφία στήλης. 

 

2-φαινυλοκυκλοπεντ-2-εν-1-όνη (11) 

Χρησιμοποιήθηκαν  2-φαινυλοκυκλοπεντ-2-εν-1-όλη (8) (4.11 mmol, 593 mg) και 
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DMP (4.93 mmol, 2093 mg) σύμφωνα με την γενική πειραματική μέθοδο οξείδωσης. 

Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα και το προϊόν καθαρίστηκε περαιτέρω με 

χρωματογραφία στήλης (εξάνιο:EtOAc 25:1 v/v) (390 mg, 60 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ  7.83 (t, J = 2.9 Hz, 1H), 7.69-7.68 (m, 2H), 7.40-7.37 

(m, 2H), 7.35-7.31 (m, 1H), 2.73-2.71 (m, 2H), 2.62-2.60 (m, 2H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 207.6, 158.9, 143.4, 131.6, 128.4, 128.3, 127.0, 35.8, 

26.2.  

 

3-φαινυλοβουτ-3-εν-2-όνη (12) 

Χρησιμοποιήθηκαν  3-φαινυλoβουτ-3-εν-2-όλη (9) (2.39 mmol, 355 mg) και DMP 

(2.87 mmol, 1221 mg) σύμφωνα με την γενική πειραματική μέθοδο οξείδωσης. Η 

αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 40 λεπτά και το προϊόν καθαρίστηκε περαιτέρω με 

χρωματογραφία στήλης (εξάνιο:EtOAc 20:1 v/v) (273 mg, 65 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.38-7.34 (m, 3H), 7.33-7.30 (m, 3H), 6.17 (s, 1H), 5.96 

(s, 1H), 2.44 (s, 3H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 199.5, 149.4, 137.0, 128.4, 128.2, 128.1, 126.0, 27.4. 

 

Πειραματική μέθοδος α-μεθυλενίωσης τύπου Mannich για τη σύνθεση σε ένα 

στάδιο της 3-φαινυλοβουτ-3-εν-2-όνης (12)45,46 

 

Σε δίλαιμη σφαιρική φιάλη που φέρει κάθετο ψυκτήρα, υπό ατμόσφαιρα αζώτου 

προστέθηκαν 12.5 mL DMF. Στη συνέχεια προστέθηκε  παραφορμαλδεύδη (25 mmol, 

750 mg) και το μίγμα αναδεύτηκε για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 

Ακολούθησε  προσθήκη πιπεριδίνης (0.65 mmol, 64 μL), οξικού οξέος (1.1 mmol, 63 

μL) και φαινυλο ακετόνης (5 mmol 671 mg) διαλυμένης σε 2 mL DMF. To μείγμα της 

αντίδρασης θερμάνθηκε για 1 ώρα στους 90 οC, όπου μετά από έλεγχο με TLC 

διαπιστώθηκε ότι έχει ολοκληρωθεί. Μετά το πέρας της αντίδρασης το μίγμα αφέθηκε 

να έρθει σε θερμοκρασία δωματίου και εν συνεχεία αραιώθηκε με 50 mL νερού και 60 

mL EtOAc/ εξάνιο 80 % και πραγματοποιήθηκε εκχύλιση. Η οργανική στοιβάδα στη 
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συνέχεια εκπλύθηκε τρεις φορές με νερό (3 Χ 30 mL) και στη συνέχεια με 15 mL Brine. 

Ακολούθησε ξήρανσή της με MgSO4 και απομάκρυνση των διαλυτών υπό ελαττωμένη 

πίεση. Το προϊόν απομονώθηκε χωρίς περαιτέρω καθαρισμό (606 mg, 90%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.38-7.30 (m, 5H), 6.18 (s, 1H), 5.97 (s, 1H), 2.44 (s, 

3H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 199.5, 149.4, 137.0, 128.4, 128.2, 128.1, 126.0, 27.4. 

 

Πειραματική μέθοδος οξείδωσης Jones για τη σύνθεση της 2-(τριτ-

βουτυλο)κυκλοεπτ-2-εν-1-όνης (19) 

 

Σε ένα φιαλίδιο των 22 mL, η αλλυλική αλκοόλη 18 (0.59 mmol, 100 mg) διαλύθηκε 

σε 5 mL ακετόνης και το διάλυμα ψύχθηκε στους 0°C. Στη συνέχεια προστέθηκε 

στάγδην το αντιδραστήριο Jones (212 μL διαλυμένα σε 1 mL ακετόνης). Η αντίδραση 

παρακολουθήθηκε με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας TLC. Μετά την ολοκλήρωση 

της αντίδρασης, προστέθηκε 1 mL 2-προπανόλης για να εξουδετερώσει την περίσσεια 

του αντιδραστηρίου Jones. Στη συνέχεια προστέθηκε ρυθμιστικό φωσφορικού νατρίου 

pΗ 8.0 (8 mL, 200 mM) και το μίγμα εκχυλίστηκε με διαιθυλαιθέρα (2 X 15 mL). Οι 

συνενωμένες οργανικές στιβάδες διηθήθηκαν χρησιμοποιώντας ένα P3/P4 buchner 

πληρωμένο με silica gel, ξηράθηκαν με άνυδρο MgSΟ4 και ο διαλύτης απομακρύνθηκε 

υπό ελαττωμένη πίεση. Το προϊόν καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης 

(εξανιο:EtOAc 45:1, v/v) (59 mg, 60%). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 6.11 (t, J = 6.5 Hz, 1H), 3.26 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 2.81-

2.73 (m, 1H), 2.46-2.42 (m, 1H), 2.26-2.20 (m, 2H), 1.81-1.72 (m, 3H), 1.27 (s, 9H). 

 

Γενική πειραματική μέθοδος υδρογόνωσης για τη σύνθεση της ρακεμικής 2-

φαινυλοκυκλοπενταν-1-όνης (15) και της ρακεμικής 3-φαινυλοβουταν-2-όνης (13) 

 

Σε δίλαιμη σφαιρική φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου προστέθηκε η ποσότητα της 

κατάλληλης α,β-ακόρεστης κετόνης σε  5 mL άνυδρης μεθανόλης και έπειτα 
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προστέθηκε ο καταλύτης Pd/C 10% (0.1 eq). Το μίγμα αναδεύτηκε για λίγα λεπτά και 

στη συνέχεια  το άζωτο αντικαταστάθηκε από αέριο Η2 διοχετευμένο σε μπαλόνι με 

την βοήθεια τρίοδης στρόφιγγας χρησιμοποιώντας κενό βρύσης. Το Η2 εισέρχεται στη 

φιάλη μέσω της μιας οδού της στρόφιγγας και στη συνέχεια το άζωτο απομακρύνεται 

μέσω δεύτερης οδού υπό κενό βρύσης. Η διαδικασία αυτή επαναλήφθηκε άλλες 2 

φορές. Στη συνέχεια τοποθετήθηκε άλλο ένα μπαλόνι με Η2 στο λαιμό της σφαιρικής 

προκειμένου η ατμόσφαιρα να είναι κορεσμένη με Η2 και με όσο το δυνατό μεγαλύτερη 

πίεση. Το μίγμα αναδεύτηκε για 24h μέχρι την ολοκλήρωση της αντίδρασης, η οποία 

ελέγχθηκε με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας (TLC). Για την απομόνωση του 

προϊόντος προστέθηκε διχλωρομεθάνιο (2-3 mL), το μίγμα διηθήθηκε πάνω από celite 

υπό κενό και έπειτα οι διαλύτες απομακρύνθηκαν υπό ελαττωμένη πίεση. Τα προϊόντα 

που προκέκυψαν καθαρίστηκαν, όταν ήταν απαραίτητο, περαιτέρω χρωματογραφία 

στήλης.  

 

rac-2-φαινυλοκυκλοπενταν-1-όνη (15) 

Χρησιμοποιήθηκαν η 2-φαινυλοκυκλοπεντ-2-εν-1-όνη (11) (0.13 mmol, 20 mg) και 

Pd/C 10% (0.013 mmol, 2mg), σύμφωνα με την γενική πειραματική μέθοδο 

υδρογόνωσης. Το προϊόν καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης 

(εξανιο:EtOAc 20:1, v/v) (15 mg, 70%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ  7.35-7.32 (m, 2H), 7.27-7.23 (m, 1H), 7.20-7.19 (m, 

1H), 3.39-3.31 (m, 1H), 2.53-2.45 (m, 2H), 2.34-2.36 (m, 1H), 2.21-2.09 (m, 2H), 1.99-

1.92 (m, 1H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 218.0, 138.4, 128.6, 128.1, 126.9, 55.3, 38.4, 31.7, 

20.8. 

 

rac-3-φαινυλοβουταν-2-όνη (13) 

Χρησιμοποιήθηκαν η 2-φαινυλοκυκλοπεντ-2-εν-1-όνη (11) (0.34 mmol, 50 mg) και 

Pd/C 10% (0.034 mmol, 4mg), σύμφωνα με την γενική πειραματική μέθοδο 

υδρογόνωσης χωρίς να χρειαστεί περαιτέρω καθαρισμός (43 mg, 70%).  

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 7.37-7.26 (m, 3H), 7.255-7.21 (m, 2H), 3.75 (q, J = 6.9 
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Hz, 1H), 2.05 (s, 3H), 1.39 (d, J = 7.0 Hz, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 208.9, 140.6, 128.9, 127.8, 127.2, 53.7, 28.3, 17.2 

GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary column, J&W-Chiral 

CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 5 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: 

He, press 87.3 kPa). tR = 10.49 min, tR = 10.74 min. 

 

Γενική πειραματική μέθοδος ενζυμικών αναγωγών της 2-φαινυλοκυκλοπεντ-2-εν-

1-όνης (11) και της 3-φαινυλοβουτ-3-εν-2-όνης (12) με κετορεδουκτάσες 

 

Η εκάστοτε α,β-ακόρεστη κετόνη (5 mg) διαλυμένη σε 20 μL DMSO προστέθηκε σε 

ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (980 μL, 200 mM, pH 6.9). Στη συνέχεια 

προστέθηκαν γλυκόζη (20-22 mg), η αντίστοιχη κετορεδουκτάση (2 mg), 

αφυδρογονάση της γλυκόζης (1 mg) καθώς και ο νικοτιναμιδικός συμπαράγοντας 

NADP+ (2 mg, 2.5 mM). Το μίγμα ανακινείται (195 rpm, 37 oC) και οι αντιδράσεις 

αφήνονται για 24 ώρες. Μετά την ολοκλήρωση των αντιδράσεων, το διάλυμα 

εκχυλίστηκε με οξικό αιθυλεστέρα (3 x 1,5 mL), ξηράνθηκε με MgSO4 και ο διαλύτης 

απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση. Στη συνέχεια προσδιορίστηκε με τη χρήση 

αέριας χρωματογραφίας το ποσοστό μετατροπής για κάθε ξεχωριστή ενζυμική 

αναγωγή. 

 

 

Γενική μέθοδος ενζυμικής αναγωγής της 3-φαινυλοβουτ-3-εν-2-όνης (12) με το 

ένζυμο OYE3 

H α,β-ακόρεστη κετόνη 12 (5 μmol) διαλυμένη σε DMSO (10 mL) προστέθηκε σε 

ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ΚPi (1,0 mL, 50 mM, pH 7,0) που περιέχει γλυκόζη  

(20 μmol), NADP+ (0,1 mM), GDH (4 U) και το OYE3 (70 μg/mL). Το μίγμα 

επωάστηκε για 24 ώρες (160 rpm, 30 oC). H πορεία της αντίδρασης ελέγχθηκε με GC. 

Μετά το πέρας της αντίδρασης το μίγμα εκχυλίστηκε με EtOAc (2 Χ 250 μL) και η 

οργανική φάση ξηράθηκε με ΜgSO4. Η αντίδραση είχε ποσοστό μετατροπής  >99 % 

conv. με εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα (99 % ee.). 
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 GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary column, J&W-Chiral 

CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 5 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: 

He, press 87.3 kPa). tR = 10.50 min 

 

Γενική πειραματική μέθοδος ενζυμικής αναγωγής της 2-φαινυλοκυκλοπεντ-2-εν-

1-όνης (11) με την ρεδουκταση ενίου ΕΝΕ-101 

Η  α,β-ακόρεστη κετόνη 11 (5 mg) διαλυμένη σε 20 μL DMSO προστέθηκε σε 

ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (980 μL, 200 mM, pH 6.9). Στη συνέχεια 

προστέθηκαν γλυκόζη (20-22 mg), το ένζυμο ΕΝΕ-101 (2 mg), αφυδρογονάση της 

γλυκόζης (1 mg) καθώς και ο νικοτιναμιδικός συμπαράγοντας NADP+ (2 mg, 2.5 mM). 

Το μίγμα ανακινείται  (195 rpm, 37 oC) και οι αντίδραση ολοκληρώθηκε στις 6 ώρες 

μετά από έλεγχο με αέρια χρωματογραφία. Μετά την ολοκλήρωση των αντιδράσεων, 

το διάλυμα εκχυλίστηκε με οξικό αιθυλεστέρα (3 x 1,5 mL), ξηράθηκε με MgSO4 και 

ο διαλύτης απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση. Ποσοστό μετατροπής >99% conv. 

 

Τεχνικές και μέθοδοι για την υπερέκφραση και απομόνωση του 

ενζύμου ΟΥΕ3 από μετασχηματισμένα κύτταρα Ε.coli 

 

Καλλιέργεια βακτηριακών κυττάρων και επαγωγή της πρωτεΐνης 

 

Αρχικά παραλήφθηκαν σε χαρτί «αφυδατωμένα κύτταρα» Ε.coli που περιέχουν τον 

κλώνο του Old Yellow Enzyme 3-OYE3. Μετά την παραλαβή και το ξεπακετάρισμα 

κάτω από στείρες συνθήκες εναποτέθηκε σε κωνική φιάλη που περιέχει 10-20 mL 

θρεπτικού υλικού LB και το κατάλληλο αντιβιοτικό: στην προκειμένη περίπτωση 

κυναμυκίνη (LB KAN100: LB θρεπτικό και κυναμυκίνη 100μg/mL ως αντιβιοτικό). Η 

καλλιέργεια πραγματοποιήθηκε για 24 ώρες σε ειδικό incubator με 270 rpm και στους 

37 οC. Την επόμενη μέρα παρατηρήθηκε το χαρακτηριστικό θόλωμα που υποδηλώνει 

ότι έχει πραγματοποιηθεί η καλλιέργεια των κυττάρων. Εν συνεχεία προετοιμάστηκαν 

4 stocks των κυττάρων με διάλυμα γλυκερίνης και φυλάχθηκαν στους -80 οC.  
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Στερεή καλλιέργεια 

 Για την στερεή καλλιέργεια χρησιμοποιήθηκαν 100 mL αποστειρωμένου υγρού 

θρεπτικού υλικού LB στο οποίο προστέθηκαν 1.5 % agar και αντιβιοτικό καναμυκίνη 

σε τελική συγκέντρωση 100 μg/mL. To stock του αντιβιοτικού φυλάχθηκε στους -20 

οC και προκειμένου να χρησιμοποιηθεί μεταφέρθηκε και διατηρήθηκε σε πάγο. Στη 

συνέχεια, το θρεπτικό αναδεύτηκε ελαφρά και μοιράστηκε στα τρυβλία, με περίπου 25 

mL στο καθένα . Παρέμειναν σε θερμοκρασία δωματίου, έως ότου να πήξει το θρεπτικό 

και τέλος φυλάχθηκαν στους 4 οC. Στο τρυβλίο εναποτέθηκαν 40 μL από το stock της 

γλυκερίνης που είχαν αραιωθεί σε αποστειρωμένο και απιονισμένο νερό. Η στερεή 

καλλιέργεια πραγματοποιήθηκε ολονύχτια στους 37 οC. 

 

 

 

 

Υγρή Προκαλλιέργεια 

 

Με προσεκτικό τρόπο κάτω από στείρες συνθήκες πραγματοποιήθηκε η ασηπτική 

μεταφορά 100 mL θρεπτικού υλικού σε φιάλη των 500 mL. Στη συνέχεια προστέθηκε 

η καναμυκίνη σε τελική συγκέντρωση 100 μg/mL και μια αποικία από το τρυβλίο 

εμβολιάστηκε στη φιάλη με το θρεπτικό υλικό. Η υγρή προκαλλιέργεια επωάστηκε 

ολονύχτια στους 30 οC υπό ανάδευση (270 rpm). 

 

 

Καλλιέργεια 

Το θρεπτικό υλικό είχε αποστειρωθεί μέσα στις κατάλληλες φιάλες και αφού έφτασε 

σε θερμοκρασία δωματίου, προστέθηκε κατάλληλη ποσότητα καναμυκίνης, έτσι ώστε 

η τελική του συγκέντρωση να είναι 100 μg/mL. Έπειτα εμβολιάστηκε με την 

προκαλλιέργεια κυττάρων που είχε επωαστεί ολονύχτια στους 30 οC. Οι δύο 

καλλιέργειες επωάστηκαν υπό ανάδευση στους 37 οC με 270 rpm. H απορρόφηση στα 
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600 nm OD600, τιμή που αντιστοιχεί στην εκθετική φάση ανάπτυξης των κυττάρων. 

Στην προκειμένη περίπτωση το OD600 μετά από μιάμιση ώρα βρέθηκε 0.8 τιμή που 

είναι και αυτή αποδεκτή. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε η επαγωγή της έκφρασης. 

Η συγκεκριμένη διαδικασία πραγματοποιήθηκε με την προσθήκη β-D-1-

θειογαλακτοπυρανοσίδης (IPTG), ουσίας η οποία αποτελεί ένωση-μιμητή της 

λακτόζης. Απουσία λακτόζης στο κύτταρο, ο καταστολέας προσδένεται ισχυρά στον 

προαγωγέα του γονιδίου, με αποτέλεσμα η RNA-πολυμεράση να μην μπορεί να 

προσδεθεί και να αποτρέπεται με αυτόν τον τρόπο η έκφραση της πρωτεΐνης. Όταν στο 

περιβάλλον του βακτηρίου βρεθεί το IPTG που δομικά ομοιάζει με την λακτόζη, τότε 

προσδένεται στον καταστολέα, αλλάζοντας τη διαμόρφωση του. Με αυτόν τον τρόπο, 

αφήνει ελεύθερο τον προαγωγέα και η RNA-πολυμεράση μπορεί πλέον να 

πραγματοποιήσει την έκφραση της επιθυμητής πρωτεΐνης. Μόλις λοιπόν επαχθεί η 

υπερέκφραση μέσω προσθήκης IPTG 0,1 M ( τελική συγκεντρωση 100 μΜ), αφέθηκε 

η καλλιέργεια στους 30 οC με 270 rpm για 3-4 ώρες. Στις 4 ώρες επώασης λήφθηκε 

δείγμα και από τις δύο υγρές καλλιέργειες με σκοπό ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE). Τα mL του κάθε δείγματος προέκυψαν από μια 

διαδικασία κανονικοποίησης χρησιμοποιώντας τον διορθωτικό παράγοντα 10/ΟD600. 

Συγκεκριμένα στις 4 ώρες το OD600 της πρώτης καλλιέργειας βρέθηκε 1.0 ενώ της 

δεύτερης καλλιέργειας 1.2. Έτσι για την πρώτη καλλιέργεια λήφθηκε δείγμα 10 mL 

ενώ για την δεύτερη 7.7 mL. Τα δύο δείγματα φυγοκεντρήθηκαν και συλλέχθηκαν τα 

ιζήματα για ηλεκτροφόρηση. Για την ανάκτηση των κυττάρων μετά το πέρας της 

καλλιέργειας πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση (25 min, 5000 rpm, 4 oC) και στη 

συνέχεια τα ιζήματα κυττάρων (pellets) εκπλύθηκαν με ρυθμιστικό διάλυμα 

φωσφορικών pH 7.0 και συγκέντρωσης 20 mM. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε εκ 

νέου φυγοκέντρηση και τελικά λήφθηκαν 2 falcon με pellets κυττάρων. Το falcon 1 

περιείχε 1.0 g ιζήματος και το falcon 2 1.09 g ιζήματος, τα οποία φυλάχθηκαν στους -

80 οC για περαιτέρω χρήση. 

 

Λύση των κυττάρων Ε.Coli που περιέχουν υπερκφρασμένη την πρωτεΐνη-ένζυμο 

ΟΥΕ3 

Λαμβάνεται το falcon 1 που περιέχει το ίζημα των κυττάρων και προστέθηκαν 20 mL 

από το ρυθμιστικό διάλυμα λύσης (20 mM KPi buffer pH 7.0, 300 mM NaCl, 15 mM 
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ιμιδαζόλιο). Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε λύση των κυττάρων με υπερήχους 

πραγματοποιώντας 5 κύκλους σπασίματος 15 s ο καθένας με 50 % duty. Στη συνέχεια 

πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση (2000 x g, 20 min, 4 oC) και λήφθηκε το καθαρό 

υπερκείμενο που περιέχει υπερεκφρασμένη την πρωτεΐνη. 

 

Καθαρισμός του ενζύμου με Fast Protein Liquid Chromatogaphy (FPLC)  

H FPLC είναι μια μορφή υγρής χρωματογραφίας που συχνά χρησιμοποιείται για την 

ανάλυση ή τον καθαρισμό μιγμάτων πρωτεϊνών. O διαχωρισμός είναι δυνατός επειδή 

τα διαφορετικά συστατικά ενός μίγματος έχουν διαφορετικές συγγένειες για δύο υλικά, 

ένα κινούμενο υγρό ("κινητή φάση") και ένα πορώδες στερεό (η στατική φάση).  Στην 

FPLC η κινητή φάση είναι ένα υδατικό διάλυμα ή ρυθμιστικό, ενώ η στατική φάση 

είναι μια ρητίνη που πακετάρεται σε κυλινδρική γυάλινη ή πλαστική στήλη και στην 

πιο συνηθισμένη στρατηγική FPLC, η ρητίνη επιλέγεται έτσι ώστε η πρωτεΐνη 

ενδιαφέροντος να προσδένεται στη ρητίνη με μια αλληλεπίδραση φορτίου ενώ 

βρίσκεται στο ρυθμιστικό διάλυμα (running και washing buffer) αλλά να διαχωρίζεται 

και να επιστρέφει στο ρυθμιστικό διαλυμα έκλουσης  (elution buffer). Το έκλουσμα 

διέρχεται από δύο ανιχνευτές οι οποίοι μετρούν τη συγκέντρωση άλατος (με 

αγωγιμότητα) και τη συγκέντρωση πρωτεΐνης (με απορρόφηση υπεριώδους φωτός σε 

μήκος κύματος 280 nm). Η πρωτεΐνη που εκλούεται, εμφανίζεται ως "κορυφή" και τα 

κλάσματα μπορούν να συλλεχθούν για  περαιτέρω χρήση. 

 

Πειραματικό πρωτόκολλο για το καθαρισμό της πρωτεΐνης με FPLC με τη χρήσης 

της ΑΚΤΑ pure 

Για τον καθαρισμό με FPLC  χρησιμοποιώντας τη στήλη Ni-NTA και το σύστημα της 

ÄΚΤΑ-Pure παρασκευάστηκαν τρία ρυθμιστικά διαλύματα KPi: Ρυθμιστικό διάλυμα 

Α, που περιέχει 20 mM KPi και 300 mM NaCl pH = 7.0,  Ρυθμιστικό διάλυμα Β με 20 

mM KPi, 300 mM NaCl και 300 mM ιμιδαζόλιο pH =7.0 και ρυθμιστικό διάλυμα C 

που περιέχει 20 mM KPi pΗ=7.0. Για τα πρώτα στάδια έκπλυσης χρησιμοποιήθηκαν 

95% διαλύματος Α και 5% Β. Η στήλη Ni-NTA 5 mL εξισορροπήθηκε 

χρησιμοποιώντας 5 όγκους στήλης ενώ η έκπλυση πραγματοποιήθηκε σε 5 όγκους 

στήλης (90% ρυθμιστικό διάλυμα Α και 10% ρυθμιστικό διάλυμα Β) και η έκλουση με 
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100% ρυθμιστικό διάλυμα Β σε 4 όγκους στήλης. Η ροή της στήλης προσδιορίστηκε 

σε 1.5 mL/min. 

 

Σχήμα 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 34. Διάγραμμα απορρόφησης πρωτεϊνικών κλασμάτων στα 280 nm σε σχέση με τον 

όγκο έκλουσης. Σε κόκκινο πλαίσιο το σύνολο των κλασμα΄των που περιέχουν την καθαρή 

πρωτεΐνη.   

 

 

Για την αφαλάτωση αρχικά έγινε συμπύκνωση του διαλύματος έκλουσης 

(χρησιμοποιώντας  Centrifugal filter unit MWCO 30 kDa) μέχρι τα 3 mL. Στη συνέχεια 

χρησιμοποιήθηκε η τριπλή στήλη μοριακού αποκλεισμού (Desalting 3HiTrap) και από 

το έκλουσμα απομακρύνθηκαν τα άλατα (αφαλάτωση)  χρησιμοποιώντας μόνο 100 % 

ρυθμιστικό διάλυμα C. Τα κλάσματα της καθαρής πρωτεΐνης συλλέχθηκαν και 

αποθηκεύτηκαν για περαιτέρω χρήση.  
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Σχήμα 35. Διάγραμμα απορρόφησης στα 280 nm (μαύρο) και αγωγιμότητας (κίτρινο) του 

συμπυκνωμένου διαλύματος της καθαρής πρωτεΐνης σε σχέση με τον όγκο έκλουσης. Η πρώτη 

κορυφή αντιστοιχεί στην καθαρή πρωτεΐνη. 

 

 

 

Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου με χρήση SDS (SDS-PAGE) 

 

Είναι η πιο αξιόπιστη μέθοδος για τον διαχωρισμό και ανάλυση πρωτεϊνικών 

δειγμάτων, ενώ παράλληλα συνδυάζεται εύκολα και αποτελεσματικά με άλλες 

μεθόδους (π.χ. western blotting, IEF, mass spectrometry).  

Οι πηκτές πολυακριλαμιδίου είναι χημικά αδρανείς και διάφανες με πόρους που 

δημιουργούνται από τον πολυμερισμό των μονομερών ακρυλαμίδης με το 

αντιδραστήριο N,N’-methylenebisacrylamide. Στις περισσότερες περιπτώσεις, η 

ηλεκτροφόρηση είναι ασυνεχής (discontinuous) επιτελείται δηλαδή σε δύο διαδοχικά 

πηκτώματα: ένα πήκτωμα επιστοίβασης (stacking gel) στο οποίο τοποθετούνται τα 
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δείγματα και ένα πήκτωμα διαχωρισμού (separating ή resolving gel) το οποίο 

ακολουθεί ακριβώς κάτω από το πήκτωμα πακεταρίσματος. Σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο ηλεκτροφορητικού διαχωρισμού του LaemmLi το πήκτωμα 

πακεταρίσματος δεν διαχωρίζει τις πρωτεΐνες αλλά μάλλον τις «συμπυκνώνει» σε μία 

μικρή ζώνη, γεγονός που εξασφαλίζει ότι οι πρωτεΐνες κάθε δείγματος θα φθάσουν 

ταυτόχρονα στο κυρίως πήκτωμα διαχωρισμού.  

Η μορφή της πηκτής μπορεί να είναι, είτε μικροί κυλινδρικοί σωλήνες, είτε ένα 

sandwich επίπεδων τζαμιών (ηλεκτροφόρηση σε σωληνάκια ή επίπεδη). Το μίγμα των 

πρωτεϊνών πρώτα διαλύεται σε διάλυμα δωδεκακυλοθειικού νατρίου (SDS), ενός 

ανιονικού απορρυπαντικού που αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες και τις φορτίζει αρνητικά. 

Τα ανιόντα του SDS δεσμεύονται στις πρωτεΐνες σε αναλογία ένα μόριο ανά 2 

αμινοξέα, δίνοντας στο σύμπλοκο ισχυρό φορτίο, περίπου ανάλογο της μάζας της 

πρωτεΐνης. Το αρχικό φορτίο της φυσικής πρωτεΐνης καθίσταται πλέον αμελητέο, 

καθώς το αρνητικό φορτίο που αποκτάται με τη δέσμευση του SDS είναι πολύ 

μεγαλύτερο από το αρχικό φορτίο σε μία ευρεία κλίμακα pH. Έτσι, τα σύμπλοκα SDS- 

αποδιαταγμένης πρωτεΐνης ηλεκτροφορούνται με κατεύθυνση από την κάθοδο προς 

την άνοδο. Οι μικρές πρωτεΐνες μετακινούνται εύκολα διαμέσου του πηκτώματος, ενώ 

οι μεγάλες μένουν στην κορυφή κοντά στο σημείο εκκίνησης. Μετά την ολοκλήρωση 

της ηλεκτροφορητικής διαδρομής (που κρίνεται από το μέτωπο του διαλύτη) οι 

πρωτεΐνες στο πήκτωμα εμφανίζονται με χρώση Coomassie, χρώση αργύρου, ή χρώση 

ειδική για τα σιαλικά οξέα των γλυκοφορινών.  

O διαχωρισμός πρωτεϊνών σε σύστημα SDS-PAGE χρησιμοποιείται για τον 

υπολογισμό του μοριακού βάρους και της σχετικής ποσότητας (αφθονία) πρωτεϊνικών 

μορίων σε ένα δείγμα, αλλά και για τον καθορισμό της κατανομής πρωτεϊνών σε 

διάφορα βιοχημικά εκχυλίσματα ιστών και κυττάρων. 

 

Πειραματικό πρωτόκολλο ηλεκτροφόρησης σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου με τη 

χρήση SDS (SDS-PAGE) 

Τα δείγματα παρασκευάστηκαν χρησιμοποιώντας 20 μL δείγματος, αναμείχθηκαν με 

ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης 20 μL, επωάστηκαν στους 95°C για 15 λεπτά 

(Eppendorf thermomixer comfort) και φυγοκεντρήθηκαν για 1 λεπτό, 13000 rpm 

(Thermo Scientific 17R, Heraeus). Όλα τα δείγματα και ο protein marker (Unstained 
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Molecular Weight Protein Marker, Thermo Scientific) φορτώθηκαν στη πηκτή 

διαχωρισμού 12.5 % και έτρεξαν στη συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης από την 

Amersham Pharmacia Biotech, με 25 mA ανά gel για 1 ώρα. Στη συνέχεια, τα 

πηκτώματα χρωματίστηκαν με χρώση SDS-PAGE (α-κυκλοδεξτρίνη, Η2Ο, 

φωσφορικό οξύ, 5 Χ διάλυμα Bradford) για 20 λεπτά. 

Τα gel της ηλεκτροφόρησης αποτελούνται από δύο μέρη, τη πηκτή διαχωρισμού και 

τη πηκτή επιστοίβασης. Η σύνθεση και των δύο πηκτών φαίνεται στον παρακάτω 

πίνακα (Πίνακας 5). Όσον αφορά το ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης, αποτελείται από 

12% SDS, 6% β-μερκαπταιθανόλη, 30% γλυκερίνη, 0,05% servablue-G και 150 mM 

Tris/HCl pH = 7.5. 

 

Πίνακας 5. Συστατικά της πηκτής διαχωρισμού και της πηκτής επιστοίβασης. 

Συστατικά Πηκτή διαχωρισμού 

(12.5 %) 

Πηκτή επιστοίβασης  

(4 %) 

Tris/HCl buffer, pH=7.4 2 mL - 

Tris/HCl buffer, pH=6.8 - 1 mL 

AB mix 30% 3.33 mL 0.53 mL 

dH2O 2.67 mL 2.67 mL 

APS (10%) 40 μL 40 μL 

TEMED 4 μL 4 μL 

 

Τα αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης φαίνονται στο παρακάτω σχήμα (Σχήμα 36). 

 1      2     3           4                                       
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Σχήμα 36. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου με τη χρήση SDS  (SDS-PAGE): 

γραμμή 1: protein Marker, γραμμή 2: υπερκείμενο μετά τη λύση των κυττάρων πριν τον 

καθαρισμό, γραμμή 3: καθαρή πρωτεΐνη (OYE3) μετά τον καθαρισμό, γραμμή 4: Flow 

through. 

 

Πειραματικό πρωτόκολλο για την εύρεση της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης με τη 

μέθοδο Βradford. 

 

Η συγκέντρωση πρωτεΐνης μετρήθηκε επίσης χρησιμοποιώντας τη μέθοδο Bradford. 

Για την πρότυπη καμπύλη (Σχήμα 32) χρησιμοποιήθηκαν διαλύματα αλβουμίνης ορού 

βοοειδών (BSA) με συγκεντρώσεις 0,1 mg/mL έως 1 mg/mL. Το διάλυμα χρώσης 

Bradford παρασκευάστηκε χρησιμοποιώντας 0,1 g Brilliant Blue G250 διαλυμένο σε 

50 mL αιθανόλης, 100 mL 85 % φωσφορικού οξέος και 100 mL απιονισμένου H2O. 

Στη συνέχεια, η χρώση διαλύθηκε με νερό σε αναλογία όγκου 5 mL διαλύματος 

Bradford: 10 mL H2O και διηθήθηκε με φίλτρα 0,2 μm. Τα δείγματα για την τυπική 

καμπύλη και το δείγμα άγνωστης συγκέντρωσης παρασκευάστηκαν με ανάμειξη 200 

μL χρώσης Bradford και 15 μL δείγματος εις τριπλούν. Το άγνωστο δείγμα αραιώθηκε 

με βάση την πρότυπη καμπύλη (10 φορές αραίωση) και η απορρόφηση μετρήθηκε στα 

595 nm χρησιμοποιώντας φασματοφωτόμετρο (Thermo Scientific, Multiskan Sky). 

 

 

 

 

A.U 

 

 

 

 

BSA mg/mL 

Σχήμα 37. Πρότυπη καμπύλη αναφοράς της BSA με τη μέθοδο Bradford. 

y = 0,0951x + 0,1896
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Πειραματικό πρωτόκολλο για την κατασκευή πρότυπης καμπύλης NADH και 

φασματοφωτομετρική μέτρηση για την εύρεση της σχετικής ενεργότητας του 

ΟΥΕ3 

Αρχικά για την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης ΝADH παρασκευάστηκαν 6 

διαφορετικά διαλύματα συγκεντρώσεων NADH τελικού όγκου 200 μL (όγκος στο 

κυλινδρικό κελί φωτομετρικής μέτρησης) από 0.17 mM - 0.2 mM και κάθε διάλυμα 

περιείχε 5 μL κυκλοεξενόνης (stock διάλυμα κυκλοεξενόνης 2 mM σε DMSO) και την 

κατάλληλη ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος ΚPi 50 mM pH = 7.0. Oι μετρήσεις 

έγιναν εις τριπλούν σε μήκος κύματος 340 nm (Thermo Scientific, Multiskan Sky). και 

παρακάτω παρουσιάζεται το διάγραμμα της πρότυπης καμπύλης (Σχήμα 38). 

 

 

 

    A.U 

 

 

 

 

  NADH (mM) 

Σχήμα 38. Πρότυπη καμπύλη απορρόφησης του NADH συναρτήσει της συγκέντρωσης  

 

Για τον προσδιορισμό της ενεργότητας του OYE3, ένα διάλυμα κυκλοεξενόνης (5 μL, 

stock διάλυμα = 2mM σε DMSO) και ένα διάλυμα NADH (20 μL, stock διαλυμα 2 mM 

σε νερό) προστέθηκε σε 50 mM φωσφορικό διάλυμα ρΗ 7 (165 μL). Η αντίδραση 

διεξήχθη στους 28 C και άρχισε προσθέτοντας  διάλυμα 10 μ L OYE3 (177μ g, stock. 

= 3.5 mg/mL). Η φασμαφωτομετρική μέτρηση διεξήχθη σε μήκος κύματος 340 nm 

εξετάζοντας το ρυθμό κατανάλωσης του ΝADH (Σχήμα 34). H μέτρηση έγινε εις 

διπλούν εξετάζοντας και το ρυθμό κατανάλωσης του ΝADH απουσία του ΟΥΕ3 

(τυφλή μέτρηση). 
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Η ενζυμική δραστικότητα (U/mL) προσδιορίστηκε σύμφωνα με την εξίσωση: 

 

U

mL
=

Δabs/ min  × Vtot

VE   ×   Δabs/mMNADH
 

 

 

Όπου Δabs/min: η κλίση της καμπύλης σε σχέση με τον χρόνο της φωτομετρικής 

μέτρησης (Α.U/min), Vtot: ο συνολικός όγκος της αντίδρασης (mL), VΕ : o όγκος του 

διαλυτού ενζύμου στην αντίδραση και Δabs/mMNADH: η κλίση της πρότυπης 

καμπύλης του ΝADH σε σχέση με την συγκέντρωση. Τελικώς, αφού προσδιορίστηκε 

η ενζυμική δραστικότητα σε U/mL διαιρώντας με την συγκέντρωση του ενζύμου στην 

αντίδραση προσδιορίστηκε η σχετική δραστικότητα του ενζύμου (U/mg) όπου 

βρέθηκε 0.35 U/mg. Συγκρίνοντας την αντίστοιχη σχετική δραστικότητα στην 

βιβλιογραφία για το συγκεκριμένο ένζυμο (0.09 U/mg)46 η σχετική δραστικότητα του 

ενζύμου κρίνεται πολύ ικανοποιητική. 

 

 

 

         A.U 

 

 

 

 

 

Time (sec) 

Σχήμα 39. Καμπύλη ρυθμού κατανάλωσης του ΝADH κατά την αντίδραση με το ΟΥΕ3. 

 

Σύνθεση του φωτοκαταλύτη CD-C3N4
33, 50, 24, 51  

Για τη σύνθεση του νιτριδίου του άνθρακα εμπλουτισμένου στην επιφάνεια με 

νανοσωματίδια άνθρακα, αρχικά συντέθηκαν τα νανοσωματίδια άνθρακα (carbon 
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nanodots). Πιο συγκεκριμένα 0.75 g σουκρόζης διαλύθηκαν σε 30 mL υπερκάθαρου 

νερού και το διάλυμα αναδεύτηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 30 λεπτά. Το διάλυμα 

μεταφέρθηκε σε falcon και από εκεί σε Τeflon-lined stainless steel reactor 

χωρητικότητας 45 mL. To μίγμα θερμάνθηκε στους 180 οC για 5 ώρες (10 οC/min). 

Αφού ο αντιδραστήρας έφτασε σε θερμοκρασία δωματίου προέκυψε ένα καφέ μίγμα 

το οποίο φυγοκεντρήθηκε (8000 rpm, 20 min) και το στερεό υπόλειμμα εκπλύθηκε με 

νερό 3 φορές (Το στερεό υπόλειμμα μεταφέρθηκε με νερό σε μικρή σφαιρική, η 

μεγαλύτερη ποσότητα νερού απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση και τα τελευταία 

υπολείμματα νερού απομακρύνθηκαν με θέρμανση-ξήρανση). Το στερεό στη συνέχεια 

λυοφυλοποιήθηκε για 2 ώρες και τελικά προέκυψε μια καφέ πούδρα αποτελούμενη από 

τα νανοσωματίδια άνθρακα. Στη συνέχεια ζυγίστηκαν 1.3 mg  carbon dots και 

διαλύθηκαν σε 25 mL υπερκάθαρου νερού με τη χρήση υπερήχων. Έπειτα 15 mL από 

αυτό το stock διάλυμα αναμειχθηκαν με 16.8 mL NH4OH 25% και το μίγμα 

μεταφέρθηκε σε Teflon-lined stainless steel autoclave reactor όπου και θερμάνθηκε 

στους 150 οC για 5 ώρες (10 οC/min). Η εναπόθεση των νανοσωματιδίων άνθρακα στην 

επιφάνεια του καταλύτη πραγματοποιήθηκε ως εξής: Αφού ο αντιδραστήρας ήρθε σε 

θερμοκρασία δωματίου το μίγμα μεταφέρθηκε σε ποτήρι ζέσεως και ξηράνθηκε στους 

80 οC. Tα ενεργοποιημένα νανοσωματίδια άνθρακα επαναιωρήθηκαν σε 2 mL 

υπερκάθαρου νερού και αναμείχθηκαν με 10 g ειδικό σκεύος αλούμινας. Το λασπώδες 

μίγμα ξηράνθηκε στους 100 οC για 20-30 λεπτά και ακολούθως υπέστη πυρόλυση 

στους 550 οC για 1 ώρα. Η σκόνη που προέκυψε λειοτριβήθηκε, ψύχθηκε σε 

θερμοκρασία δωματίου, εκπλύθηκε με υπερκάθαρο νερό, συλλέχθηκε με διήθηση και 

ξηράνθηκε σε θερμοκρασία δωματίου και τελικά προέκυψαν 120 mg καταλύτη (1.56 x 

10-5 gCDots/ gcatalyst). 

Χαρακτηρισμός του φωτοκαταλύτη CD-C3N4 

Η δομή του φωτοκαταλύτη που συντέθηκε χαρακτηρίστηκε με περίθλαση ακτίνων Χ 

(XRD) χρησιμοποιώντας το PANalytical X’Pert Pro X-ray diffractometer με 

φιλτραρισμένη με Ni-Cu Kα πηγή (λ=1,5418 Å) που λειτουργεί στα 45 kV και 40 mA 

Τα δεδομένα συλλέχθηκαν από 2θ = 10.0°-80° με μέγεθος βήματος 0,020° και χρόνο 

μέτρησης 0,25 s ανά βήμα. Το μέγεθος και η μορφολογία των σωματιδίων αναλύθηκαν 

χρησιμοποιώντας ηλεκτρονικό μικροσκόπιο διέλευσης JEOL JEM-2100 σε τάση 

επιτάχυνσης 200 kV. Μετρήθηκαν επίσης τα φάσματα διάχυτης ανακλαστικότητας 

UV-vis σε ένα οπτικό φασματοφωτόμετρο Perkin Elmer Lambda 950 με αναφορά το 
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BaSO4. Τα φάσματα απορρόφησης μετατράπηκαν από δεδομένα διάχυτης ανάκλασης 

(reflectance) χρησιμοποιώντας τη συνάρτηση Kubelka-Munk: f(R)=(1 - R)2/(2R), όπου 

R είναι η μετρούμενη ανακλαστικότητα (reflectance). Η ενέργεια Eg (διαφορά ζώνης 

σθένους-ζώνης αγωγιμότητας) προήλθε από την ανάλυση της καμπύλης Tauc, δηλαδή 

η τομή x του γραμμικού τμήματος του (f(R)hv)r έναντι δεδομένων ενέργειας φωτονίων 

(hv), όπου h είναι η σταθερά του Planck, v είναι η συχνότητα φωτός, και το r είναι ίσο 

με 2 ή 1/2 για άμεση και έμμεσες επιτρεπόμενες μεταβάσεις, αντίστοιχα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 40. XRD-pattern του φωτοκαταλύτη CD-C3N4. 
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Σχήμα 41. Φάσματα UV-vis απορρόφησης του C3N4 (συντέθηκε στο εργαστήριο του 

καθηγητή κ. Αρματά, Τμήμα Επιστήμης και Τεχνολογίας Υλικών, Πανεπιστημίου Κρήτης) και 

του CD-C3N4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 42. Καμπύλη Tauc συναρτήσει της hv (eV) για τον φωτοκαταλύτη  CD-C3N4. 
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Σχήμα 43. Εικόνα ΤΕΜ του καταλύτη CD-C3N4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



113 

 

2.5 Βιβλιογραφία 

(1)  Özgen, F. F.; Runda, M. E.; Schmidt, S. Photo-Biocatalytic Cascades: 

Combining Chemical and Enzymatic Transformations Fueled by Light. 

ChemBioChem 2021, 22 (5), 790–806. https://doi.org/10.1002/cbic.202000587. 

(2)  Litman, Z. C.; Wang, Y.; Zhao, H.; Hartwig, J. F. Cooperative Asymmetric 

Reactions Combining Photocatalysis and Enzymatic Catalysis. Nature 2018, 560 

(7718), 355–359. https://doi.org/10.1038/s41586-018-0413-7. 

(3)  Zhang, W.; Fueyo, E. F.; Hollmann, F.; Martin, L. L.; Pesic, M.; Wardenga, 

R.; Höhne, M.; Schmidt, S. Combining Photo-Organo Redox- and Enzyme Catalysis 

Facilitates Asymmetric C-H Bond Functionalization. European J. Org. Chem. 2019, 

2019 (1), 80–84. https://doi.org/10.1002/ejoc.201801692. 

(4)  Xu, J.; Arkin, M.; Peng, Y.; Xu, W.; Yu, H.; Lin, X.; Wu, Q. 

Enantiocomplementary Decarboxylative Hydroxylation Combining Photocatalysis 

and Whole-Cell Biocatalysis in a One-Pot Cascade Process. Geen Chem. 2019, 21 (8), 

1907–1911. https://doi.org/10.1039/C9GC00098D. 

(5)  Peng, Y.; Li, D.; Fan, J.; Xu, W.; Xu, J.; Yu, H.; Lin, X.; Wu, Q. 

Enantiocomplementary C–H Bond Hydroxylation Combining Photo-Catalysis and 

Whole-Cell Biocatalysis in a One-Pot Cascade Process. European J. Org. Chem. 

2020, 2020 (7), 821–825. https://doi.org/10.1002/ejoc.201901682. 

(6)  Dong, G.; Zhang, Y.; Pan, Q.; Qiu, J. A Fantastic Gaphitic Carbon Nitride (g-

C3N4) Material: Electronic Structure, Photocatalytic and Photoelectronic Properties. 

J. Photochem. Photobiol. C Photochem. Rev. 2014, 20 (1), 33–50. 

https://doi.org/10.1016/j.jphotochemrev.2014.04.002. 

(7)  Liu, J.; Wang, H.; Antonietti, M. Gaphitic Carbon Nitride “Reloaded”: 

Emerging Applications beyond (Photo)Catalysis. Chem. Soc. Rev. 2016, 45 (8), 2308–

2326. https://doi.org/10.1039/C5CS00767D. 

(8)  Paul, D. R.; Sharma, R.; Nehra, S. P.; Sharma, A. Effect of Calcination 

Temperature, PH and Catalyst Loading on Photodegadation Efficiency of Urea 

Derived Gaphitic Carbon Nitride towards Methylene Blue Dye Solution. RSC Adv. 

2019, 9 (27), 15381–15391. https://doi.org/10.1039/c9ra02201e. 



114 

 

(9)  Thomas, A.; Fischer, A.; Goettmann, F.; Antonietti, M.; Müller, J. O.; Schlögl, 

R.; Carlsson, J. M. Gaphitic Carbon Nitride Materials: Variation of Structure and 

Morphology and Their Use as Metal-Free Catalysts. J. Mater. Chem. 2008, 18 (41), 

4893–4908. https://doi.org/10.1039/b800274f. 

(10)  Liu, J.; Zhang, Y.; Lu, L.; Wu, G.; Chen, W. Self-Regenerated Solar-Driven 

Photocatalytic Water-Splitting by Urea Derived Gaphitic Carbon Nitride with 

Platinum Nanoparticles. Chem. Commun. 2012, 48 (70), 8826. 

https://doi.org/10.1039/c2cc33644h. 

(11)  Wang, Y.; Li, Y.; Bai, X.; Cai, Q.; Liu, C.; Zuo, Y.; Kang, S.; Cui, L. Facile 

Synthesis of Y-Doped Gaphitic Carbon Nitride with Enhanced Photocatalytic 

Performance. Catal. Commun. 2016, 84, 179–182. 

https://doi.org/10.1016/j.catcom.2016.06.020. 

(12)  Wang, Q.; Chen, A.; Wang, X.; Zhang, J.; Yang, J.; Li, X. Fe-Species-Loaded 

Gaphitic Carbon Nitride with Enhanced Photocatalytic Performance under Visible-

Light Irradiation. J. Mol. Catal. A Chem. 2016, 420, 159–166. 

https://doi.org/10.1016/j.molcata.2016.04.020. 

(13)  Li, X.; Bi, W.; Zhang, L.; Tao, S.; Chu, W.; Zhang, Q.; Luo, Y.; Wu, C.; Xie, 

Y. Single-Atom Pt as Co-Catalyst for Enhanced Photocatalytic H 2 Evolution. Adv. 

Mater. 2016, 28 (12), 2427–2431. https://doi.org/10.1002/adma.201505281. 

(14)  Han, C.; Wu, L.; Ge, L.; Li, Y.; Zhao, Z. AuPd Bimetallic Nanoparticles 

Decorated Gaphitic Carbon Nitride for Highly Efficient Reduction of Water to H2 

under Visible Light Irradiation. Carbon N. Y. 2015, 92 (18), 31–40. 

https://doi.org/10.1016/j.carbon.2015.02.070. 

(15)  Xiong, T.; Cen, W.; Zhang, Y.; Dong, F. Bridging the G-C 3 N 4 Interlayers 

for Enhanced Photocatalysis. ACS Catal. 2016, 6 (4), 2462–2472. 

https://doi.org/10.1021/acscatal.5b02922. 

(16)  Fu, Y.; Huang, T.; Zhang, L.; Zhu, J.; Wang, X. Ag/g-C 3 N 4 Catalyst with 

Superior Catalytic Performance for the Degadation of Dyes: A Borohydride-

Generated Superoxide Radical Approach. Nanoscale 2015, 7 (32), 13723–13733. 

https://doi.org/10.1039/C5NR03260A. 



115 

 

(17)  Kuriki, R.; Matsunaga, H.; Nakashima, T.; Wada, K.; Yamakata, A.; Ishitani, 

O.; Maeda, K. Nature-Inspired, Highly Durable CO 2 Reduction System Consisting of 

a Binuclear Ruthenium(II) Complex and an Organic Semiconductor Using Visible 

Light. J. Am. Chem. Soc. 2016, 138 (15), 5159–5170. 

https://doi.org/10.1021/jacs.6b01997. 

(18)  Chai, B.; Peng, T.; Mao, J.; Li, K.; Zan, L. Gaphitic Carbon Nitride (g-

C3N4)–Pt-TiO2 Nanocomposite as an Efficient Photocatalyst for Hydrogen 

Production under Visible Light Irradiation. Phys. Chem. Chem. Phys. 2012, 14 (48), 

16745. https://doi.org/10.1039/c2cp42484c. 

(19)  Idrees, F.; Dillert, R.; Bahnemann, D.; Butt, F. K.; Tahir, M. In-Situ Synthesis 

of Nb2O5/g-C3N4 Heterostructures as Highly Efficient Photocatalysts for Molecular 

H2 Evolution under Solar Illumination. Catalysts 2019, 9 (2), 1–16. 

https://doi.org/10.3390/catal9020169. 

(20)  Hong, J.; Wang, Y.; Wang, Y.; Zhang, W.; Xu, R. Noble-Metal-Free 

NiS/C3N4 for Efficient Photocatalytic Hydrogen Evolution from Water. 

ChemSusChem 2013, 6 (12), 2263–2268. https://doi.org/10.1002/cssc.201300647. 

(21)  Xiang, Q.; Yu, J.; Jaroniec, M. Preparation and Enhanced Visible-Light 

Photocatalytic H 2 -Production Activity of Gaphene/C 3 N 4 Composites. J. Phys. 

Chem. C 2011, 115 (15), 7355–7363. https://doi.org/10.1021/jp200953k. 

(22)  Suryawanshi, A.; Dhanasekaran, P.; Mhamane, D.; Kelkar, S.; Patil, S.; Gupta, 

N.; Ogale, S. Doubling of Photocatalytic H2 Evolution from G-C3N4 via Its 

Nanocomposite Formation with Multiwall Carbon Nanotubes: Electronic and 

Morphological Effects. Int. J. Hydrogen Energy 2012, 37 (12), 9584–9589. 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2012.03.123. 

(23)  Ong, W.-J.; Tan, L.-L.; Ng, Y. H.; Yong, S.-T.; Chai, S.-P. Gaphitic Carbon 

Nitride (g-C 3 N 4 )-Based Photocatalysts for Artificial Photosynthesis and 

Environmental Remediation: Are We a Step Closer To Achieving Sustainability? 

Chem. Rev. 2016, 116 (12), 7159–7329. 

https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.6b00075. 

(24)  Juan Liu; Yang Li; Naiyun Liu; Yuzhi Han; Xing Zhang; Hui Huang; 

Yeshayahu Lifshitz; Shuit-Tong Lee; Jun Zhong; Zhenhui Kang. Metal-Free Efficient 



116 

 

Photocatalyst Forstable Visible Water Splitting via Atwo-Electron Pathway. Science 

(80-. ). 2015, 347 (6225), 970–974. 

(25)  Abdullah Khan, M.; Teixeira, I. F.; Li, M. M. J.; Koito, Y.; Tsang, S. C. E. 

Gaphitic Carbon Nitride Catalysed Photoacetalization of Aldehydes/Ketones under 

Ambient Conditions. Chem. Commun. 2016, 52 (13), 2772–2775. 

https://doi.org/10.1039/C5CC08344C. 

(26)  Goettmann, F.; Fischer, A.; Antonietti, M.; Thomas, A. Chemical Synthesis of 

Mesoporous Carbon Nitrides Using Hard Templates and Their Use as a Metal-Free 

Catalyst for Friedel–Crafts Reaction of Benzene. Angew. Chemie Int. Ed. 2006, 45 

(27), 4467–4471. https://doi.org/10.1002/anie.200600412. 

(27)  Baig, R. B. N.; Verma, S.; Varma, R. S.; Nadagouda, M. N. Magnetic Fe@g-

C 3 N 4 : A Photoactive Catalyst for the Hydrogenation of Alkenes and Alkynes. ACS 

Sustain. Chem. Eng. 2016, 4 (3), 1661–1664. 

https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.5b01610. 

(28)  Verma, S.; Baig, R. B. N.; Nadagouda, M. N.; Varma, R. S. Selective 

Oxidation of Alcohols Using Photoactive VO@g-C 3 N 4. ACS Sustain. Chem. Eng. 

2016, 4 (3), 1094–1098. https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.5b01163. 

(29)  Su, F.; Mathew, S. C.; Lipner, G.; Fu, X.; Antonietti, M.; Blechert, S.; Wang, 

X. Mpg-C 3 N 4 -Catalyzed Selective Oxidation of Alcohols Using O 2 and Visible 

Light. J. Am. Chem. Soc. 2010, 132 (46), 16299–16301. 

https://doi.org/10.1021/ja102866p. 

(30)  Long, B.; Ding, Z.; Wang, X. Carbon Nitride for the Selective Oxidation of 

Aromatic Alcohols in Water under Visible Light. ChemSusChem 2013, 6 (11), 2074–

2078. https://doi.org/10.1002/cssc.201300360. 

(31)  Zhang, P.; Wang, Y.; Yao, J.; Wang, C.; Yan, C.; Antonietti, M.; Li, H. 

Visible-Light-Induced Metal-Free Allylic Oxidation Utilizing a Coupled 

Photocatalytic System of g-C3N4 and N-Hydroxy Compounds. Adv. Synth. Catal. 

2011, 353 (9), 1447–1451. https://doi.org/10.1002/adsc.201100175. 

(32)  Akrami, Z.; Hosseini‐Sarvari, M. Ni/G‐C 3 N 4 Photocatalysis: Aerobic 

Oxidative Coupling Reaction Leading to Amidation of Aldehydes with Amines and 



117 

 

C−N, C−O, and C−C Cross‐Coupling Reaction. European J. Org. Chem. 2022, 2022 

(24). https://doi.org/10.1002/ejoc.202200429. 

(33)  Zhang, W.; Bariotaki, A.; Smonou, I.; Hollmann, F. Visible-Light-Driven 

Photooxidation of Alcohols Using Surface-Doped Gaphitic Carbon Nitride. Geen 

Chem. 2017, 19 (9), 2096–2100. https://doi.org/10.1039/C7GC00539C. 

(34)  Wu, W.; Han, C.; Zhang, Q.; Zhang, Q.; Li, Z.; Gosztola, D. J.; Wiederrecht, 

G. P.; Wu, M. Functionalizing Carbon Nitride with Heavy Atom-Free Spin 

Converters for Enhanced 1O2 Generation. J. Catal. 2018, 361, 222–229. 

https://doi.org/10.1016/j.jcat.2018.03.006. 

(35)  Camussi, I.; Mannucci, B.; Speltini, A.; Profumo, A.; Milanese, C.; Malavasi, 

L.; Quadrelli, P. G-C 3 N 4 - Singlet Oxygen Made Easy for Organic Synthesis: 

Scope and Limitations. ACS Sustain. Chem. Eng. 2019, 7 (9), 8176–8182. 

https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.8b06164. 

(36)  Chatzoudis, A.; Giannopoulos, V.; Hollmann, F.; Smonou, I. Surface-Doped 

Gaphitic Carbon Nitride Catalyzed Photooxidation of Olefins and Dienes: Chemical 

Evidence for Electron Transfer and Singlet Oxygen Mechanisms. Catalysts 2019, 9 

(8), 639. https://doi.org/10.3390/catal9080639. 

(37)  Gacs, J.; Zhang, W.; Knaus, T.; Mutti, F. G.; Arends, I. W. C. E.; Hollmann, 

F. A Photo-Enzymatic Cascade to Transform Racemic Alcohols into Enantiomerically 

Pure Amines. Catalysts 2019, 9 (4), 305. https://doi.org/10.3390/catal9040305. 

(38)  Stratakis, M.; Orfanopoulos, M. Regioselective Formation of Cyclic and 

Allylic Hydroperoxides. Synth. Commun. 1993, 23 (4), 425–430. 

https://doi.org/10.1080/00397919308009797. 

(39)  Alberti, M. N.; Orfanopoulos, M. Recent Mechanistic Insights in the Singlet 

Oxygen Ene Reaction. Synlett 2010, No. 7, 999–1026. https://doi.org/10.1055/s-0029-

1219790. 

(40)  Hollmann, F.; Arends, I. W. C. E.; Holtmann, D. Enzymatic Reductions for 

the Chemist. Geen Chem. 2011, 13 (9), 2285. https://doi.org/10.1039/c1gc15424a. 

(41)  Brown, B. J.; Deng, Z.; Karplus, P. A.; Massey, V. On the Active Site of Old 

Yellow Enzyme: Role of Histidine 191 and Asparagine 194. J. Biol. Chem. 1998, 273 



118 

 

(49), 32753–32762. https://doi.org/10.1074/jbc.273.49.32753. 

(42)  Kohli, R. M.; Massey, V. The Oxidative Half-Reaction of Old Yellow 

Enzyme: The Role of Tyrosine 196. J. Biol. Chem. 1998, 273 (49), 32763–32770. 

https://doi.org/10.1074/jbc.273.49.32763. 

(43)  Brenna, E.; Gatti, F. G.; Monti, D.; Parmeggiani, F.; Serra, S. Stereochemical 

Outcome of the Biocatalysed Reduction of Activated Tetrasubstituted Olefins by Old 

Yellow Enzymes 1-3. Adv. Synth. Catal. 2012, 354 (1), 105–112. 

https://doi.org/10.1002/adsc.201100504. 

(44)  Brenna, E.; Cosi, S. L.; Ferrandi, E. E.; Gatti, F. G.; Monti, D.; Parmeggiani, 

F.; Sacchetti, A. Substrate Scope and Synthetic Applications of the Enantioselective 

Reduction of α-Alkyl-β-Arylenones Mediated by Old Yellow Enzymes. Org. Biomol. 

Chem. 2013, 11 (18), 2988–2996. https://doi.org/10.1039/c3ob40076j. 

(45)  Niino, Y.S., Chakraborty S., Brown, B.J., M. V. A New OYE of 

Saccharomyces Cerevisiae. J. Biol. Chem. 1995, pp 1983–1991. 

(46)  Tentori, F.; Bavaro, T.; Brenna, E.; Colombo, D.; Monti, D.; Semproli, R.; 

Ubiali, D. Immobilization of Old Yellow Enzymes via Covalent or Coordination 

Bonds. Catalysts 2020, 10 (2), 1–12. https://doi.org/10.3390/catal10020260. 

(47)  Rodrigues, J. A. R.; Siqueira-Filho, E. P.; Mancilha, M. de; Moran, P. J. S. 

Preparation of α-Methylene Ketones by Direct Methylene Transfer. Synth. Commun. 

2003, 33 (2), 331–340. https://doi.org/10.1081/SCC-120015719. 

(48)  Nishikawa, Y.; Hamamoto, Y.; Satoh, R.; Akada, N.; Kajita, S.; Nomoto, M.; 

Miyata, M.; Nakamura, M.; Matsubara, C.; Hara, O. Enantioselective 

Bromolactonization of Trisubstituted Olefinic Acids Catalyzed by Chiral Pyridyl 

Phosphoramides. Chem. - A Eur. J. 2018, 24 (71), 18880–18885. 

https://doi.org/10.1002/chem.201804630. 

(49)  Zhang, W.; Gacs, J.; Arends, I. W. C. E.; Hollmann, F. Selective 

Photooxidation Reactions Using Water-Soluble Anthraquinone Photocatalysts. 

ChemCatChem 2017, 9 (20), 3821–3826. https://doi.org/10.1002/cctc.201700779. 

(50)  Martin, D. J.; Qiu, K.; Shevlin, S. A.; Handoko, A. D.; Chen, X.; Guo, Z.; 

Tang, J. Highly Efficient Photocatalytic H2 Evolution from Water Using Visible 



119 

 

Light and Structure-Controlled Gaphitic Carbon Nitride. Angew. Chemie - Int. Ed. 

2014, 53 (35), 9240–9245. https://doi.org/10.1002/anie.201403375. 

(51)  Koutsouroubi, E. D.; Vamvasakis, I.; Papadas, I. T.; Drivas, C.; Choulis, S. 

A.; Kennou, S.; Armatas, G. S. Interface Engineering of MoS2-Modified Gaphitic 

Carbon Nitride Nano-Photocatalysts for an Efficient Hydrogen Evolution Reaction. 

Chempluschem 2020, 85 (7), 1379–1388. https://doi.org/10.1002/cplu.202000096. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



120 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

 

Φωτοξειδώσεις άρυλο αλκοολών με τη χρήση του CD-C3N4-

Μηχανιστικές μελέτες 
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3.1 Εισαγωγή 

Όπως αναφέρθηκε και στο Κεφάλαιο 1 το γραφιτικό νιτρίδιο του άνθρακα, 

(gaphitic carbon nitride, g-C3N4), είναι ένας από τους πιο πρόσφατα μελετημένους μη-

μεταλλικούς φωκαταλύτες για ετερογενή κατάλυση.1 Στη πράξη όμως το νιτρίδιο του 

άνθρακα δεν μπορεί να θεωρηθεί ως ένας κλασσικός μοριακός φωτοκαταλύτης αλλά 

εντάσσεται στην κατηγορία των ημιαγωγών που μεσολαβούν σε φωτοεπαγόμενες 

οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις. Η φωτοοξειδοαναγωγική κατάλυση επιτρέπει την 

επιλεκτική δημιουργία ανιοντικών η κατιοντικών ριζών μέσω μιας συγκεκριμένης 

ακολουθίας διαδικασιών.2 Πιο συγκεκριμένα, η διαδικασία ξεκινά με τη διέγερση του 

φωτοκαταλύτη (PC), από τη βασική κατάσταση στη διεγερμένη κατάσταση (PC*). 

Συγκεκριμένα, ένα ηλεκτρόνιο προωθείται στο LUMO, δημιουργώντας μια κενή θέση 

στο HOMO, οδηγώντας έτσι σε ένα πιο ενεργό οξειδοαναγωγικό μέσο. Στη συνέχεια, 

παρουσία υποστρωμάτων με κατάλληλες οξειδοαναγωγικές ιδιότητες, ο 

φωτοκαταλύτης υφίσταται φωτοεπαγόμενη μεταφορά ηλεκτρονίων (PET), μια 

διαδικασία που οδηγεί στη δημιουργία κατιοντικών η αντιοντικών ριζών.3 Σε όλα τα 

βασικά βήματα το υπόστρωμα είναι είτε ένα συνθετικά χρήσιμο οργανικό μόριο ή ένας 

«θυσιαζόμενος» δότης/δέκτης ηλεκτρονίων. Εάν μια φωτοκαλυτική αντίδραση απαιτεί 

«θυσιαστικούς» δότες ηλεκτρονίων, όπως π.χ. αμίνες ή αλκοόλες, η διαδικασία 

ορίζεται ως «καθαρή αναγωγική». Αν δέκτες ηλεκτρονίων, είναι για παράδειγμα, O2, 

PhNO2 ή (NH4)2S2O8, η αντίδραση είναι «καθαρή οξειδωτική». Εάν δεν προστεθεί 

«θυσιαστικός» παράγοντας, η  διαδικασία είναι «καθαρή ουδέτερη οξειδοαναγωγική».4 

Όταν η διεγερμένη κατάσταση του φωτοκαταλύτη οξειδωθεί (σχηματισμός PC.+) από 

το υπόστρωμα ή τον «θυσιαζόμενο» δέκτη ηλεκτρονίων, (και ο κύκλος εργασιών 

ολοκληρώνεται με οξείδωση του «θυσιαζόμενου» δότη ηλεκτρονίων ή άλλο 

υπόστρωμα), η οδός ονομάζεται οξειδωτική απόσβεση. Η οξειδωτική απόσβεση 

συναντάται σε αρκετούς φωτοκαταλύτες όπως phenanthrene,5 9-mesityl-10-

methylacridinium perchlorate (Mes-Acr-Me),6 eosin Y,7 και 

Ir(dF(CF3)ppy)2(dtbbpy)PF6,
8 σε αντίστοιχους χημικούς μετασχηματισμούς. Από την 

άλλη πλευρά, εάν πρώτα αναχθεί ο καταλύτης (σχηματισμός του PC.-) από το 

υπόστρωμα ή τον θυσιαζόμενο δότη ηλεκτρονίων (και ο κύκλος εργασιών 

ολοκληρώνεται στη συνέχεια με την αναγωγή ενός άλλου υποστρώματος ή δέκτη 

ηλεκτρονίων), η οδός ονομάζεται αναγωγική απόσβεση (quench).9 Έχει αναφερθεί 

αναγωγική απόσβεση, για παράδειγμα, στο 1,4-δικυανοναφθαλίνιο (DCN),10,11 στο 
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9,10-δικυανοανθρακένιο (DCA),12,13,14 στο τετραφθοροβορικό 2,4,6-τρι(π-

τολυλο)πυρύλιο (ρ- Me-TPT),15 στο υπερχλωρικό 3-κυανο-1-μεθυλοκινολίνιο 

(QuCN+ClO4
-),16 στο υπερχλωρικό 9-μεσιτυλo-10-μεθυλακριδίνιο (Mes-Acr-Me),17 

στην eosin Y και στο Ru(bpy)3
2+.9,18 Συνολικά, οι οξειδοαναγωγικές ιδιότητες του 

φωτοκαταλύτη σε σχέση με τις οξειδοαναγωγικές ιδιότητες των υποστρωμάτων 

ορίζουν αν στη συγκεκριμένη αντίδραση γίνεται οξειδωτική ή αναγωγική απόσβεση .  

Ωστόσο, και στις δύο οδούς τα υποστρώματα μετατρέπονται σε ιόντα ριζών, τα οποία 

είναι πιο δραστικά σε σύγκριση με τους ουδέτερους πρόδρομούς τους.  

  Στη φωτοκατάλυση ημιαγωγών, οι όροι ζώνη σθένους (valence band, VB) και 

ζώνη αγωγιμότητας (conductivity band, CB) χρησιμοποιούνται για να δηλώσουν τις 

«στάθμες» στην ενεργειακή κλίμακα για οξείδωση και αναγωγή του υποστρώματος, 

αντίστοιχα. Οι άκρες των ζωνών, μέγιστο της ζώνης σθένους VB και ελάχιστο της 

ζώνης αγωγιμότητας CB, μπορούν να θεωρούνται ως ισοδύναμα των τροχιακών 

HOMO και LUMO. Όταν ένα προσπίπτον φωτόνιο αλληλοεπιδρά με το επιφανειακό 

εξιτόνιο, διασπάται σε μια οξειδωτική οπή και ένα ηλεκτρόνιο, που δημιουργεί 

διαχωρισμό φορτίου μεταξύ VB και CB. Σε αντίθεση με τη μοριακή φωτοκατάλυση 

που έχουμε τον σχηματισμό του PC.- και PC.+ και, επομένως, συνεπάγεται σταδιακός 

μηχανισμός, στη φωτοκατάλυση ημιαγωγών (με φωτοεπαγόμενη μεταφορά 

ηλεκτρονίου), η οξείδωση και η αναγωγή του υποστρώματος  συμβαίνουν 

ταυτόχρονα.2 

 Στο παρελθόν έχουν πραγματοποιηθεί αρκετές μελέτες οξείδωσης διάφορων 

αλκοολών συμπεριλαμβανομένων και αρωματικών με τη χρήση διαφορετικών 

νιτριδίων του άνθρακα (μη μεταλλικών και μεταλλικών).19,20,21,22 To 2017 η ερευνητική 

μας ομάδα σε συνεργασία με την ερευνητική ομάδα του καθηγητή F. Hollmann στο 

Πανεπιστημιο ΤU-Delft έδειξαν ότι ο μη μεταλλικός φωτοκαταλύτης νιτριδίου του 

άνθρακα εμπλουτισμένου στην επιφάνειά του με νανοσωματίδια άνθρακα  (CD-C3N4) 

είναι πολύ κατάλληλος για τη φωτοξείδωση πρωτοταγών και δευτεροταγών αλκοολών 

καθώς και αλλυλικών αλκοολών προς τις αντίστοιχες αλδεΰδες και κετόνες με 

εξαιρετικές ταχύτητες και εκλεκτικότητες.23 Όσον αφορά στον προτεινόμενο 

μηχανισμό, όπως προαναφέρθηκε βασίζεται στην φωτοκατάλυση ημιαγωγών και στην 

φωτοεπαγόμενη μεταφορά ηλεκτρονίων. Σε πρόσφατη εργασία της ερευνητικής μας 

ομάδας αποδείχθηκε ότι η φωτοξείδωση ηλεκτρονιακά πλούσιων αλκενίων παρουσία 

CD-C3N4 πραγματοποιείται μέσω μηχανισμού μεταφοράς ηλεκτρονίου παράγοντας τα 
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αντίστοιχα οξυγονωμένα προϊόντα.24 Μια εκτενής μελέτη για τον μηχανισμό της 

εκλεκτικής οξείδωσης αλκοολών με τη χρήση μοριακού οξυγόνου, ορατού φωτός 

παρουσία μεσοπορώδους νιτριδίου του άνθρακα (mpg-C3N4) παρουσιάστηκε το 

2010.25 Στην συγκεκριμένη μελέτη, ο μηχανισμός οξείδωσης βασίζεται σε 

φωτοεπαγόμενες μεταφορές ηλεκτρονίων στη ζώνη σθένους και αγωγιμότητας του 

υλικού, αλλά στη συνέχεια πραγματοποιείται και απόσπαση υδρογόνου στο 

καθοριστικό για την ταχύτητα της αντίδρασης στάδιο (Σχήμα 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 1. Προτεινόμενος πιθανός μηχανισμός οξείδωσης αλκοολών με τη χρήση mpg-C3Ν4.25 
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 Στη παρούσα εργασία, λαμβάνοντας υπόψη τα προαναφερθέντα αποτελέσματα,  

μελετήθηκαν οι φωτοξειδώσεις των p-υποκατεστημένων 1-αρυλο-1-αλκοολών σε 

οργανικό διαλύτη παρουσία CD-C3N4. Ο στόχος της συγκεκριμένης εργασίας είναι 

μέσω των κατάλληλων πειραμάτων να αποκτηθεί μια ικανοποιητική εικόνα και για την 

δυναμική οξείδωσης παρουσία του συγκεκριμένου καταλύτη αλλά και να εξαχθούν 

χρήσιμα συμπεράσματα για την διαλεύκανση του πλήρους μηχανισμού των 

αντιδράσεων αυτών.  

3.2 Ανάλυση-Συζήτηση αποτελεσμάτων 

Το CD-C3N4 μπορεί να δράσει ως ένας αποτελεσματικός μη μεταλλικός 

φωτοκαταλύτης παρουσία μοριακού οξυγόνου για την οξείδωση p-υποκατεστημένων 

1-αρυλο-1-αλκooλών. Αρχικά προσδιορίστηκαν οι βέλτιστες συνθήκες ως προς το 

χρόνο μετατροπής για την φωτοξείδωση της 1-φαινυλο αιθανόλης προς την 

ακετοφαινόνη. Αφού προσδιορίστηκε η κατάλληλη θερμοκρασία της αντίδρασης που 

ήταν 30 οC, δοκιμάστηκαν διαφορετικές αντιδράσεις αλλάζοντας την συγκέντρωση του 

υποστρώματος καθώς και τη συγκέντρωση του καταλύτη. Οι αντιδράσεις 

πραγματοποιήθηκαν σε οργανικό διαλύτη και συγκεκριμένα σε διχλωρομεθάνιο. 

Τελικά οι βέλτιστες συνθήκες ήταν 40 mM υποστώματος και 1 mg/mL καταλύτη σε 

συνολικά 2 mL ή 4  mL διαλύτη (Πίνακας 1) 

 

Πίνακας 1. Βέλτιστες συνθήκες για τη φωτοξείδωση της 1-φαινυλο αιθανόλης με τη χρήση 

του CD-C3N4  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Χρόνος (h)  Μετατροπή Conv. % 

0.5 18 

1 42 

1.5 57 

2 65 
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Στη συνέχεια δοκιμάστηκε η ίδια αντίδραση με τις βέλτιστες συνθήκες που 

αναφέρθηκαν δοκιμάζοντας διαφορετικούς διαλύτες. Τα αποτελέσματα φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα (Πίνακας 2). Παρατηρούμε ότι η αντίδραση μπορεί να 

πραγματοποιηθεί και σε υδατικό μέσο όπως είναι το νερό, αλλά μετά από δοκιμή με 

έξι διαφορετικούς διαλύτες το διχλωρομεθάνιο  προσδιορίστηκε ως ο ιδανικός 

διαλύτης για την αντίδραση, καθώς σε τρεις ώρες το ποσοστό μετατροπής της 

αντίδρασης ήταν 89 %. 

 

Πίνακας 2. Δοκιμές φωτοξείδωσης της 1-φαίνυλο-1-αιθανόλης σε διαφορετικούς διαλύτες. 

 

 

 

 

 

 

Διαλύτης 
Μετατροπή %/χρόνος αντίδρασης 

1h 2h 3h 

CH2Cl2 42 65 89 

MeCN 22 37 55 

Ethyl Acetate 9 16 25 

Acetone 33 40 49 

Ethanol 3 3 4 

H2O  20 33 45 

 

Στη συνέχεια έγιναν πειράματα με σκοπό την μελέτη του μηχανισμού οξείδωσης των 

αρυλο αλκοολών. Για αυτό το λόγο συντέθηκαν μια σειρά αρυλο αλκοολών, όπως 

φαίνεται στο Σχήμα 2. 
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Σχήμα 2. Σύνθεση μιας σειράς 1-αρυλο-1-αλκοολών. 

 

Αρχικά μελετήθηκαν οι φωτοξειδώσεις των αλκοολών 3 και 4 και τα αποτελέσματα 

φαίνονται στο παρακάτω σχήμα (Σχήμα 3). 
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Σχήμα 3. Προϊόντα φωτοξείδωσης των 1-αρυλο-αλκοολών 3 και 4 παρουσία του 

φωτοκαταλύτη CD-C3N4. , και λεπτομέρεια από το φάσμα 1H NMR του μίγματος 

φωτοξείδωσης της αλκοόλης 4 (κορυφές της μεθόξυ- ομάδας). 

 

Όπως είναι γνωστό από την βιβλιογραφία14,26 και αναφέρθηκε και στην 

εισαγωγή, οι φωτοξειδώσεις σε συγκεκριμένου τύπου υποστρώματα, 

πραγματοποιούνται μέσω μεταφοράς ηλεκτρονίου σχηματίζοντας ένα ριζικό 

κατιοντικό ενδιάμεσο. Στη συνέχεια έχουμε δύο πιθανές οδούς, η πρώτη βασίζεται 

* 

* * * 

* 

* 

* 

* 
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στην ομολυτική σχάση δεσμού C-C οδηγόντας στην απόσπαση μιας τριτ-βούτυλο ρίζας 

και η δεύτερη στην ομολυτική σχάση δεσμού C-H οδηγώντας στην απόσπαση μιας 

ρίζας υδρογόνου. Με αυτό τον τρόπο δημιουργείται μίγμα δύο προϊόντων αυτό της 

αντίστοιχης αλδεύδης (3a  και 4b) και αυτό της αντίστοιχης κετόνης (4a). 

Παρατηρούμε ότι ειδικά για την περίπτωση της φωτοξείδωσης της αρυλο αλκοόλης 3 

δεν σχηματίστηκε καθόλου ως προϊόν η κετόνη που θα οφειλόταν στην ομολυτική 

σχάση του δεσμού C-H. Αντίθετα προσδιορίστηκε ως κύριο προϊόν το βενζοϊκό οξύ 3b 

που προέρχεται από την περαιτέρω φωτοξείδωση της αντίστοιχης βενζαλδεύδης 3a, 

προϊόν που όπως προαναφέρθηκε οφείλεται στην ομολυτική σχάση του δεσμού C-C 

και την δημιουργία μιας σταθερής τριτοταγούς ρίζας. 

 Προκειμένου να υπάρξει μια σύγκριση με έναν κλασσικό 

φωτοευαισθητοποιητή που είναι υπεύθυνος για αντιδράσεις μεταφοράς ηλεκτρονίου, 

πραγματοποιήθηκε η φωτοξείδωση της αρυλο αλκοόλης 4 με τη χρήση του 9,10-

δικυανοανθρακενίου (DCA)26 (Σχήμα 4). Τα αποτελέσματα πράγματι ήταν σχεδόν ίδια 

με την αντίστοιχη περίπτωση φωτοξείδωσης με CD-C3N4. 

 

 

Σχήμα 4. Μελέτη φωτοξείδωσης της άρυλο αλκοόλης 4 με χρήση του φωτοευαισθητοποιητή 

DCA. 

 

Στη συνέχεια προκειμένου να αποκλειστεί το ενδεχόμενο η p-μεθόξυ 

βενζαλδεύδη 4b να προέρχεται από την άρυλο κετόνη 4a μέσω μιας φωτοχημικής 

αντίδρασης Norrish Type I,27 πραγματοποιήθηκε η ακτινοβόληση της αρυλο κετόνης 

4a  με ορατό φως απουσία οξυγόνου και φωτοκαταλύτη. Το αποτέλσμα ήταν 2.5 % 

μετατροπή της άρυλο κετόνης 4a στην αντίστοιχη αλδεύδη 4b σε διάστημα 8 λεπτών,  

γεγονός που υποδεικνύει ότι η συμβολή της φωτοχημικής αντίδρασης τύπου Norrish 
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είναι πολύ ελάχιστη στο σύστημα φωτοξείδωσης παρουσία οξυγόνου και του 

φωτοκαταλύτη CD-C3N4. 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η φωτοξείδωση των τριτοταγών άρυλο αλκοολών 5 και 6 

παρουσία τόσο του DCA όσο και του CD-C3N4. Tα αποτελέσματα ήταν παρόμοια και 

τα αναμενόμενα, καθώς σχηματίστηκε ως μοναδικό προϊόν και στις δύο περιπτώσεις η 

p-μεθόξυ ακετοφαινόνη (Σχήμα 5). 

 

 

Σχήμα 5. Μελέτη φωτοξείδωσης των αρυλο αλκοολών 5 και 6 με χρήση DCA και CD-C3N4. 

 

Προκειμένου να μελετηθούν τα στάδια του μηχανισμού πραγματοποιήθηκε 

αρχικά η σύνθεση της 1-d1 (Σχήμα 6) προκειμένου να γίνει η μελέτη για τον 
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προσδιορισμό του πρωτοταγούς διαμοριακού κινητικού ισοτοπικού φαινομένου 

πραγματοποιώντας τις συναγωνιστικές διαμοριακές αντιδράσεις οξείδωσης 

ισομοριακoύ μίγματος 1-d0 και 1-d1. Το ποσοστό μετατροπής της αντίδρασης 

υπολογίστηκε σε 9% μετά από 20 λεπτά ακτινοβόλησης.Ο προσδιορισμός των 

προϊόντων πραγματοποιήθηκε με φασματοσκοπία 1Η-NMR (Σχήμα 7). 

 

 

Σχήμα 6. Παρασκευή της μονοδευτεριωμένης 1-φαινυλο-1-αιθανόλης 1-d1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 7. Φάσμα 1Η-NMR της φωτοξείδωσης ισομοριακού μίγματος 1-d0/1-d1 με παρουσία 

CD-C3N4. 
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Όπως παρατηρείται, το μοναδικό προϊόν που σχηματίστηκε είναι η αντίστοιχη 

ακετοφαινόνη και επομένως η μέτρηση του κινητικού ισοτοπικού φαινομένου είναι 

αδύνατη από το προϊόν αλλά γίνεται από το αντιδρών. Η τιμή του πρωτοταγούς 

ισοτοπικού φαινομένου λαμβάνοντας υπόψη τα αντιδρώντα, εκφράζεται από την 

παρακάτω σχέση:28 

kH/kD= log(1-Hr/Hi)/log(1-Dr/Di) 

 

Όπου    Hr: η ποσότητα του πρωτονιωμένου υποστρώματος που έχει αντιδράσει 

             Ηi: η αρχική ποσότητα του πρωτονιωμένου υποστρώματος 

             Dr: η ποσότητα του δευτεριωμένου υποστρώματος που έχει αντιδράσει 

             Di: η αρχική ποσότητα του δευτεριωμένου υποστρώματος υποστρώματος 

 

Το ισοτοπικό φαινόμενο λοιπόν υπολογίστηκε με την ολοκλήρωση των 

κατάλληλων απορροφήσεων και εφαρμόζοντας την παραπάνω σχέση. Τελικά το 

πρωτοταγές διαμοριακό ισοτοπικό φαινόμενο βρέθηκε  kH/kD = 1.36. Η σχετικά μικρή 

τιμή υποδεικνύει ότι λαμβάνει χώρα απόσπαση υδρογόνου στο δεύτερο στάδιο της 

αντίδρασης, το οποίο είναι και το καθοριστικό (αργό) για την ταχύτητα της αντίδρασης 

στάδιο. 

 Στη συνέχεια, για περαιτέρω μελέτη του μηχανισμού προχωρήσαμε αρχικά στη 

σύνθεση της βενζυλικής αλκοόλης 12-d1 (Σχήμα 8) προκειμένου να προσδιοριστεί το 

πρωτοταγές ενδομοριακό κινητικό ισοτοπικό φαινόμενο για την αντίδραση 

φωτοοξείδωσής της.  

 

 

Σχήμα 8. Σύνθεση της βενζυλικής αλκοόλης 12-d1. 
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Το ποσοστό μετατροπής της αντίδρασης φωτοξείδωσης υπολογίστηκε 28 % με βάση 

την αέρια χρωματογραφία μετά από 1 ώρα ακτινοβόλησης, ενώ ο προσδιορισμός των 

προϊόντων πραγματοποιήθηκε με 1Η-NMR σε συνδυασμό με αέρια χρωματογραφία. 

Πιο συγκεκριμένα, για τον υπολογισμό του κινητικού ισοτοπικού φαινομένου αρχικά 

προσδιορίστηκε το kD που προέκυψε από την ολοκλήρωση των κατάλληλων σημάτων 

στο 1Η-NMR. Πιο αναλυτικά το kD μπορεί να υπολογιστεί από  την ολοκλήρωση της 

απορρόφησης της κορυφής της πρωτονιωμένης βενζαλδεύδης (απόσπαση δευτερίου) 

σε σχέση με την ολοκλήρωση της απορρόφησης της κορυφής της εναπομένουσας 

αλκοόλης (Σχήμα 9).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 9. Αντίδραση φωτοξείδωσης της 11-d1 παρουσία CD-C3N4 και προσδιορισμός του kD 

με ολοκλήρωση των κατάλληλων απορροφήσεων στο φάσμα 1Η-NMR. 

kD 
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Στη συνέχεια, από το αέριο χρωματογράφημα ολοκληρώνοντας την κορυφή 

των προϊόντων σε σχέση με την ολοκλήρωση της κορυφής της εναπομένουσας 

αλκοόλης προκύπτει το άθροισμα kH και kD ( kH + kD) (Σχήμα 10). Στη συνέχεια γίνεται 

εύκολα αντιληπτό ότι μπορεί να υπολογιστεί και το kH. Έτσι λοιπόν το πρωτοταγές 

ενδομοριακό κινητικό ισοτοπικό φαινόμενο υπολογίστηκε kH/kD = 3.3 τιμή που έρχεται 

σε απόλυτη συμφωνία με τα βιβλιογραφικά δεδομένα για την ίδια μελέτη 

χρησιμοποιώντας mesoporous carbon nitride (mpg-C3N4).
25 Το αποτέλεσμα αυτό 

ενισχύει και επιβεβαιώνει την απόσπαση υδρογόνου στο δεύτερο στάδιο της 

φωτοξείδωσης που είναι και το καθοριστικό για την ταχύτητα της αντίδρασης στάδιο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 10. Προσδιορισμός του kH + kD με χρήση αέριας χρωματογραφίας. 

 

Η παρούσα μελέτη στη συνέχεια περιελάμβανε την  εξέταση της ταχύτητας 

φωτοξείδωσης διαφορετικών p-υποκαταστημένων 1-φαινυλο-1-αλκοολών. Οι 

φωτοξειδώσεις των αλκοολών 1 και 7-11  πραγματοποιήθηκαν στις ίδιες πειραματικές 

συνθήκες (συγκέντρωση, διαλύτη και θερμοκρασία, Σχήμα 11). 

kH + kD  
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Σχήμα 11. Φωτοξειδώσεις έξι διαφορετικών p-υποκατεστημένων 1-φαινυλο-1αλκοολών 

παρουσία CD-C3N4. 

 

Επίσης το ποσοστό μετατροπής για κάθε αντίδραση προσδιορίστηκε ανά χρονικό 

διάστημα 10 λεπτών με τη χρήση αέριας χρωματογραφίας. Θεωρώντας ότι κατά τη 

διάρκεια της αντίδρασης η συγκέντρωση του οξυγόνου παραμένει σταθερή και ότι 

υπάρχει μια εξάρτηση ψευδο-πρώτης τάξης της ταχύτητας της αντίδρασης, μπορεί να 

εφαρμοστεί η ακόλουθη εξίσωση: 

                                                         kt = -ln(1-x) 

όπου, k : η σταθερά της ταχύτητας της αντίδρασης 

          t : ο χρόνος της αντίδρασης 

          x : ο συντελεστής μετατροπής της αντίδρασης 

 

Τελικά, δεν βρέθηκε επαρκής γραμμική συσχέτιση, αλλά παρακάτω παρουσιάζεται ένα 

απλό διάγραμμα μετατροπής των έξι αλκοολών σε σχέση με το χρόνο ακτινοβόλησης 

(Σχήμα 12). 
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Σχήμα 12. Διάγραμμα μετατροπής και χρόνου ακτινοβόλησης στις φωτοξειδώσεις έξι 

διαφορετικών p-υποκατεστημένων 1-φαίνυλο-1-αλκοολών . 

 

 Όπως παρατηρείται από το παραπάνω διάγραμμα, αυξανομένου του 

ηλεκτρονιοδοτικού χαρακτήρα του p-φαινυλο υποκαταστάτη (Me, OMe) αυξάνεται 

και η ταχύτητα της αντίδρασης. Το αποτέλεσμα αυτό είναι απολύτως σύμφωνο με τον 

σχηματισμό μιας ενδιάμεσης κατιοντικής ρίζας ενός μηχανισμού μεταφοράς 

ηλεκτρονίου στο πρώτο στάδιο της αντίδρασης και αυτό διότι όσο αυξάνεται ο 

ηλεκτρονιοδοτικός χαρακτήρας του p-φαινυλο υποκαταστάτη τόσο οδηγούμαστε σε 

καλύτερη σταθεροποίηση της σχηματιζόμενης κατιοντικής ρίζας.14,26 

 Μια ακόμα απόδειξη ότι πράγματι δημιουργείται αρχικά μια κατιοντική ρίζα 

μέσω μεταφοράς ηλεκτρονίου προέρχεται από τα αποτελέσματα των φωτοξειδώσεων 

των άρυλο αλκοολών 13 και 14. Η παρασκευή αυτών των υποστρωμάτων φαίνεται στο 

παρακάτω σχήμα (Σχήμα 13). 
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Σχήμα 13. Σύνθεση των αρυλο αλκοολών 13 και 14. 

 

Οι φωτοξειδώσεις των αρυλο αλκοολών 13 και 14 πραγματοποιήθηκαν στις ίδιες 

πειραματικές συνθήκες και τα αποτελέσματα φαίνονται στο παρακάτω σχήμα (Σχήμα 

14). 

 

 

Σχήμα 14. Φωτοξειδώσεις των αρυλο αλκοολών 13 και 14. 

 

 Τα αποτελέσματα αποδεικνύουν και ενισχύουν τον μηχανισμό μέσω μεταφοράς 

φορτίου δημιουργώντας μια κατιοντική ρίζα στα αντιδρώντα. Στη συνέχεια ακολουθεί 

μια ετερολυτική η ομολυτική σχάση του δεσμού Ca-Cb  οπότε προκύπτει ως κύριο 

προϊόν η αντίστοιχη p-μεθοξυ βενζαλδεύδη και στις δυο περιπτώσεις (Στην περίπτωση 

φωτοξείδωσης της αλκοόλης 15 σχηματίζεται και ένα δευτερεύον προϊόν το οποίο 

ταυτοποιήθηκε σε σύγκριση με γνωστά βιβλιογραφικά δεδομένα). Αυτά τα 
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αποτελέσματα υποδηλώνουν επίσης ότι παρουσία υδροξυ ομάδας στον Cb αυξάνει τη 

σταθερότητα του νεοσύστατου κατιόντος ή της ρίζας.14 

 Με βάση όλα τα παραπάνω αποτελέσματα μπορεί να προταθεί ένας πιθανός 

μηχανισμός της φωτοξείδωσης 1-αρυλο-1-αλκοολών με χρήση του φωτοκαταλύτη CD-

C3N4. Όσον αφορά τις p-υποκατεστημένες 1-φαινυλο 1-αλκοόλες ο μηχανισμός 

πραγματοποιείται ως εξής: Μέσω ακτινοβόλησης με ορατό φως ένα ηλεκτρόνιο μπορεί 

να μεταβεί από τη ζώνη σθένους στη ζώνη αγωγιμότητας του καταλύτη-ημιαγωγού 

δημιουργώντας παράλληλα μια οξειδωτική οπή στη ζώνη σθένους (h+). Στο σημείο 

αυτό το ηλεκτρόνιο στη ζώνη αγωγιμότητας μπορεί να μεταφερθεί στο μοριακό 

οξυγόνο μετατρέποντάς το σε υπεροξειδικό ανιον (superoxide anion O2
.-) 

(φωτοεπαγόμενη μεταφορά ηλεκτρονίου), ενώ ταυτόχρονα ένα ηλεκτρόνιο 

μεταφέρεται από το υπόστρωμα στην οξειδωτική οπή της ζώνης σθένους και 

μετατρέπεται στην κατιοντικη ρίζα Α.2,29 Ο βασικός χαρακτήρας του υλικού25 βοηθά 

επίσης στο να αποπρωτονιωθει μια 1-αρυλο-1-αλκοόλη προς το αντίστοιχο ανιόν 

αλκοξειδίου Β σχηματίζοντας παράλληλα μια υπερόξυ ρίζα. Στη συνέχεια 

πραγματοποιείται μια ομολυτική απόσπαση υδρογόνου και η υπερόξυ ρίζα 

μετατρέπεται σε υπεροξείδιο του υδρογόνου. Σε αυτό το σημείο το προϊόν C που 

σχηματίζεται είναι στην ουσία το αντίστοιχο προϊόν οξείδωσης, δηλαδή η αντίστοιχη 

κετόνη ή αλδεύδη (Σχήμα 15).  
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Σχήμα 15. Προτεινόμενος μηχανισμός οξείδωσης των p-υποκατεστημένων 1-φαινυλο-1-

αλκοολών παρουσία CD-C3N4. 

 

Όσον αφορά στην φωτοξείδωση της 1-αρυλο-1-αλκοόλης 3 , ο μηχανισμός που 

προτείνεται είναι ο εξής: Αφού και σε αυτή την περίπτωση δημιουργείται μια 

ενδιάμεση κατιοντική ρίζα μέσω αντίδρασης μεταφοράς ηλεκτρονίου καθώς και 

υπεροξειδικό ανιον Ο2
.- , ακολουθεί και πάλι μια αποπρωτονίωση προς το αντίστοιχο 

ανιόν αλκοξειδίου Β σχηματίζοντας παράλληλα μια υπερόξυ ρίζα. Στη συνέχεια 

έχουμε δυο πιθανές μηχανιστικές οδούς. Στην πρώτη πιθανή οδό πραγματοποιείται μια 

ομολυτική σχάση του δεσμού Ca-Cb που αποτελεί και το κύριο μονοπάτι της 

αντίδρασης σχηματίζοντας την αντίστοιχη αρυλο αλδεύδη ως κύριο προϊόν, η οποία 

μπορεί βέβαια να οξειδωθεί περαιτέρω προς το αντίστοιχο οξύ. Στο λιγότερο πιθανό 

μονοπάτι πραγματοποιείται ομολυτική σχάση του δεσμού Ca-H και σχηματίζεται ως 

δευτερεύον προϊόν η αντίστοιχη αρυλο κετόνη (Σχήμα 16). 

 

Σχήμα 16. Προτεινόμενος μηχανισμός οξείδωσης της αρυλο αλκοόλης 3 παρουσία CD-C3N4. 

 

3.3 Συμπεράσματα 

Συμπερασματικά, αποδείχθηκε ότι το CD-C3N4 μπορεί να λειτουργεί ως ένας 

αρκετά αποτελεσματικός μη μεταλλικός φωτοκαταλύτης για την φωτοξείδωση 

διαφορετικών αρυλο αλκοολών παρουσία μοριακού οξυγόνου. Τα πειράματα που 

διενεργήθηκαν αναδεικνύουν την φωτοεπαγόμενη μεταφορά ηλεκτρονίου στη ζώνη 
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σθένους και ζώνη αγωγιμότητας του υλικού καθώς και την απόσπαση μιας ρίζας 

υδρογόνου στο καθοριστικό για την αντίδραση στάδιο. Πιο συγκεκριμένα, η κινητική 

μελέτη των φωτοξειδώσεων διαφορετικών p-υποκατεστημένων αρυλο αλκοολών  

αποδεικνύει την δημιουργία μιας κατιοντικής ρίζας του αντιδρώντος καθώς με 

ηλεκτρονιοδοτικούς υποκαταστάτες ο ρυθμός μετατροπής του αντιδρώντος στην 

αντίστοιχη κετόνη αυξάνεται λόγω σταθεροποίησης της κατιονικής ρίζας του 

φαινολικού δακτυλίου. Επίσης η μελέτη των κινητικών ισοτοπικών φαινομένων 

κατέδειξαν με σαφή τρόπο την απόσπαση υδρογόνου στο καθοριστικό για την 

αντίδραση στάδιο. Η μελέτη αυτή έρχεται να δώσει μια πιο ξεκάθαρη εικόνα 

μηχανιστικά για την φωτοξείδωση των αρωματικών αλκοολών με το νιτρίδιο του 

άνθρακα και αποτελεί μια ισχυρή βάση για την μελέτη και άλλων οξειδοαναγωγικών 

μετασχηματισμών που μπορεί να πραγματοποιηθούν στο μέλλον όπως για παράδειγμα 

η μελέτη της φωτοξείδωσης αρενίων. 
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3.4 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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Όργανα και αντιδραστήρια 

 

Τα φάσματα NMR ελήφθησαν σε θερμοκρασία δωματίου χρησιμοποιώντας 

φασματόμετρα 300 και 500 MHz της σειράς Bruker Avance. Οι χημικές μετατοπίσεις 

αντιστοιχούν σε ppm και σχετίζονται σύμφωνα με την κορυφή του διαλύτη (CDCl3, δ: 

7.26, 13CDCl3, δ: 77.0). Η πολλαπλότητα κάθε κορυφής αντιστοιχεί στο ακόλουθο 

σύμβολο: s, singlet, d, doublet t, triplet, q, quartet, sext, sextet, sept, septet, m, multiplet, 

br, broad. Ο διαχωρισμός και ο καθαρισμός των προϊόντων επιτεύχθηκε με 

χρωματογραφία στήλης. Ως στατική φάση χρησιμοποιήθηκε silica gel, ενώ ως 

διαλύτης έκλουσης χρησιμοποιήθηκε μίγμα διαλύτη εξανίου/οξικού αιθυλεστέρα. Η 

πρόοδος των χημικών αντιδράσεων ελέγχθηκε με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας 

(TLC) χρησιμοποιώντας πλάκες silica gel (Merck gade 60 F254) και σε αρκετές 

περιπτώσεις με αέρια χρωματογραφία συζευγμένη με φασματόμετρο μάζας (GC-MS) 

χρησιμοποιώντας SHIMADZU GC-MS QP5050 εξοπλισμένο με μια τριχοειδή στήλη 

Supelco (MDN-5). 30nm x 0.25mm x 0.25μm) και ανιχνευτή μάζας χημικού ιονισμού 

(5971A MS). Η πρόοδος των φωτοξειδώσεων των αρυλο αλκοολών παρακολουθήθηκε 

με τη χρήση 1Η-NMR καθώς και με αέρια χρωματογραφία χρησιμοποιώντας αέριο 

χρωματογράφο SHIMADZU GC-2014 εξοπλισμένο με ανιχνευτή FID και μη πολική 

στήλη (HP-5 τριχοειδς, 30 m × 0,32 mm × 0,25 μm, 5% diphenyl and 95% 

dimethylpolysiloxane). 

 

Γενική πειραματική μέθοδος για τη σύνθεση της 2,2-διμεθυλo-1-φαινυλοπροπαν-

1-όλης (3), της 1-(4-μεθοξυφαινυλo)-2,2-διμεθυλoπροπαν-1-όλης (4) και της 2-(4-

μεθοξυφαινυλο)-3,3-διμεθυλοβουταν-2-όλης (5) 

Σε προξηραμένη δίλαιμη σφαιρική φιάλη εφοδιασμένη με προσθετική φιάλη υπό 

ατμόσφαιρα αζώτου και στους  0 οC προστέθηκαν 20 mL άνυδρου διαιθυλαιθέρα και 

η ποσότητα της κατάλληλης αλδεύδης (βενζαλδεύδης ή  p-μεθοξυ βενζαλδεύδης ή  p-

μεθοξυ ακετοφαινόνης). Στη συνέχεια ακολούθησε με προσοχή η στάγδην προσθήκη 

του t-Buli (1.7M σε πεντάνιο). Το μίγμα αφέθηκε να έρθει σε θερμοκρασία δωματίου 

και έπειτα συνεχίστηκε η ανάδευση για 1 ώρα μέχρι το πέρας της αντίδρασης (έλεγχος 

με TLC). Στη συνέχεια προστέθηκαν 5 mL νερού και το μίγμα άρχισε να γίνεται 

διαυγές. Συλλέχθηκε η οργανική στοιβάδα και ακολούθησαν εκπλύσεις με Brine (2 X 
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10 mL), ξήρανση με MgSO4 και απομάκρυνση του διαλύτη υπό ελαττωμένη πίεση. Το 

μίγμα της αντίδρασης καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: 

EtOAc 20:1 v/v). 

 

2,2-διμεθυλo-1-φαινυλοπροπαν-1-όλη (3) 

Χρησιμοποιήθηκαν η βενζαλδεύδη (3.47 mmol, 500 mg, 480 μL) και t-Buli (1.7 M, 

9.89 mmol, 6.0 mL) σύμφωνα με την γενική πειραματική μέθοδο. Το προϊόν της 

αντίδρασης καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης ((εξάνιο: EtOAc 20:1 

v/v) (456 mg, 80 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.32-7.26 (m, 5H), 4.40 (s, 1H), 0.93 (s, 9H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 142.1, 127.6, 127.5, 127.3, 82.4, 35.6, 25.9. 

 

1-(4-μεθοξυφαινυλo)-2,2-διμεθυλoπροπαν-1-όλη (4) 

Χρησιμοποιήθηκαν η p-μεθοξυ βενζλαδεύδη (3.67 mmol, 500 mg, 450 μL) και t-Buli 

(1.7 M, 7.7  mmol, 4.5 mL) σύμφωνα με την γενική πειραματική μέθοδο. Το προϊόν 

της αντίδρασης καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 

20:1 v/v) (606 mg, 85 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.23 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.36 

(s, 1H), 3.81 (s, 3H), 0.91 (s, 9H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 158.8, 134.4, 128.6, 112.9, 82.0, 55.2, 35.7, 25.9. 

 

2-(4-μεθοξυφαινυλο)-3,3-διμεθυλοβουταν-2-όλη (5) 

Χρησιμοποιήθηκαν η p-μεθοξυ ακετοφαινόνη (3.33 mmol, 500 mg) και t-Buli (1.7 M, 

7 mmol, 4.1 mL) σύμφωνα με την γενική πειραματική μέθοδο. Το προϊόν της 

αντίδρασης καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης ((εξάνιο: EtOAc 20:1 

v/v) (541 mg, 78 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.36 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.84 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.81 

(s, 3H), 1.59 (s, 3H), 0.92 (s, 9H). 
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13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 158.0, 138.4, 128.1, 112.3, 78.3, 55.2, 38.0, 25.7, 25.3. 

 

Γενική πειραματική μέθοδος αντίδρασης Gignard 

Σε δίλαιμη σφαιρική φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου εφαρμόστηκαν ψυκτήρας και 

προσθετική φιάλη. Αρχικά προστέθηκε η κονιορτοποιημένη ποσότητα του Mg (3 eq) 

ένας κόκκος Ι2  και στη συνέχεια 5 mL άνυδρου διαιθυλαιθέρα. Έπειτα προστέθηκε 

στην προσθετική φιάλη η ποσότητα του ιωδομεθανίου (2 eq) σε 20-25 mL άνυδρου 

αιθέρα. Εν συνεχεία προστέθηκε περίπου το 1/5 αυτού του διαλύματος και τότε άρχισε 

ήπια ανάδευση Μόλις άρχισε να θολώνει το μίγμα και άρχισε ο βρασμός (βοήθεια με 

πιστολάκι αν χρειαστεί) εφαρμόστηκε  κανονική ανάδευση με τον ψυκτήρα σε 

λειτουργία  και προστέθηκε στάγδην από την προσθετική η υπόλοιπη ποσότητα του 

διαλύματος ιωδομεθανίου. Το μίγμα έμεινε σε συνεχή βρασμό υπό reflux για περίπου 

25 λεπτά. Έπειτα ακολούθησε η στάγδην προσθήκη της κατάλληλης αλδεύδης ή 

κετόνης στους 0 οC. Το μίγμα της αντίδρασης αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου και 

η πρόοδος  της αντίδρασης ελέγχθηκε με χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας ΤLC. Μετά 

το πέρας της αντίδρασης προστέθηκε στους 0 οC στάγδην υδατικό διάλυμα NH4Cl 

μέχρι να διαλυθούν τα οργανομαγνησιακά άλατα και το Μg που δεν αντέδρασε. Μετά 

απο ανάδευση του μίγματος για 15 λεπτά ακολούθησαν δύο εκχυλίσεις με αιθέρα (2 Χ 

20 mL). Ακολούθησε ξήρανση των οργανικών στιβάδων με ΜgSO4 και  

απομακρύνθηκε ο διαλύτης υπό ελαττωμένη πίεση. 

 

2-(4-μεθοξυφαινυλο)προπαν-2-όλη (6) 

Mg (10.0 mmol, 243 mg), ιωδομεθάνιο (6.7 mmol, 415 μL) και p-μεθοξυ ακετοφαινόνη 

(3.33 mmol, 500 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική μέθοδο της αντίδρασης 

Gignard. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 40 λεπτά και δεν χρειάστηκε περεταίρω 

καθαρισμός (530 mg, 96 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.42 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.81 

(s, 3H), 1.57 (s, 6H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 158.3, 141.3, 125.6, 113.5, 72.2, 55.2, 31.8. 
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1-(4-μεθοξυφαινυλο)αιθαν-1-όλη (7) 

Mg (11.0 mmol, 267 mg), ιωδομεθάνιο (7.34 mmol, 460 μL) και p-μεθοξυ βενζαλδεύδη 

(3.67 mmol, 460 μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική μέθοδο της αντίδρασης 

Gignard. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 40 λεπτά και το προϊόν της αντίδρασης 

καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 5:1 v/v) (391 mg, 

70 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.30 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.86 

(q, J = 6.4 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H), 1.48 (d, J = 6.5 Hz, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 159.0, 138.0, 126.6, 113.8, 70, 55.3, 25.0. 

 

1-(p-τολουόυλο)αιθαν-1-όλη (8) 

Mg (12.5 mmol, 303 mg), ιωδομεθάνιο (8.32 mmol, 520 μL) και p-μεθυλο 

βενζαλδεύδη (4.16 mmol, 490 μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική μέθοδο 

της αντίδρασης Gignard. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 20 λεπτά και δεν χρειάστηκε 

περεταίρω καθαρισμός (530 mg, 94 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.27 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.17 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.87 

(qd, J1 = 6.4 Hz, J2 = 3.3 Hz, 1H), 2.35 (s, 3H), 1.78 (s.br, 1H), 1.49 (d, J = 6.5 Hz, 

3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 142.9, 137.1, 129.2, 125.3, 70.2, 25.1, 21.1. 

1-(4-φθοροφαινυλο)αιθαν-1-όλη (9) 

Mg (12.09 mmol, 294 mg), ιωδομεθάνιο (8.06 mmol, 502 μL) και p-φθορο 

βενζαλδεύδη (4.03 mmol, 430 μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική μέθοδο 

της αντίδρασης Gignard. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 40 λεπτά και δεν χρειάστηκε 

περεταίρω καθαρισμός (452 mg, 80 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.35-7.33 (m, 2H), 7.04 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.02 (d, J 

= 8.7 Hz, 1H), 4.89 (q, J = 6.2 Hz, 1H), 1.48 (d, J = 6.5 Hz, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 162,1 (d, J = 243.7 Hz, 1C), 141.5, 127.0 (d, J = 8.0 

Hz, 1C), 115.2 (d, J = 21.5 Hz, 1C), 69.8, 25.3. 
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1-(4-(τριφθορομεθυλο)φαινυλο)αιθαν-1-όλη (10) 

Mg (8.61 mmol, 209 mg), ιωδομεθάνιο (5.74 mmol, 360 μL) και p-τριφθορομεθυλο 

βενζαλδεύδη (2.87 mmol, 500 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική μέθοδο 

της αντίδρασης Gignard. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 40 λεπτά και δεν χρειάστηκε 

περεταίρω καθαρισμός (382 mg, 70 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.61 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.49 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.97 

(q, J = 6.4 Hz, 1H), 1.51 (d, J = 6.5 Hz, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 149.7, 129.6 (q, J = 32.5 Hz, 1C). 125.6, 125.4 (q, J = 

3.5 Hz, 1C), 123.0, 69.8, 25.3. 

  

Γενική πειραματική μέθοδος για τη σύνθεση της 1-(4-νιτροφαινυλο)αιθαν-1-όλης 

(11)30 

Σε δίλαιμη σφαιρική φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου προστέθηκε η p-νιτρο 

ακετοφαινόνη (3 mmol, 500 mg) σε 10 mL άνυδρου διχλωρομεθανίου. Στη συνέχεια 

όταν η θερμοκρασία κατέβηκε στους 0 οC προστέθηκε στάγδην η ποσότητα του 

τριαιθυλοσιλανίου (Et3SiH) (12.0 mmol 1.9 mL) και έπειτα το διάλυμα ΒF3/ Et2O (6.0 

mmol, 754 μL). Το μίγμα της αντίδρασης αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου και ο 

έλεγχος της αντίδρασης πραγματοποιήθηκε με TLC. Μετά από μία ώρα ανάδευσης 

προστέθηκε 2.5 mL διαλύματος NaOH 10% στους 0 οC υπό ισχυρή ανάδευση. Μετά 

από 10 λεπτά απομακρύνθηκε το διχλωρομεθάνιο υπό ελαττωμένη πίεση. 

Ακολούθησαν   δύο εκχυλίσεις με αιθέρα (2 Χ 15 mL) και εκπλύσεις της οργανικής 

στοιβάδας κατά σειρά με κορεσμένο υδατικό διάλυμα NaHCO3 και με Βrine. 

Ακολούθησε ξήρανση της οργανικής στοιβάδας με MgSO4 και απομάκρυνση του 

διαλύτη υπό ελαττωμένη πίεση. Το προϊόν της αντίδρασης καθαρίστηκε περαιτέρω με 

χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 8:1 v/v) (376 mg, 75 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 8.20 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.54 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 5.02 

(qd, J1 = 6.4 Hz, J2 = 3.6 Hz, 1H), 2.05  (d, J = 3.6 Hz, 1H), 1.52 (d, J = 6.5 Hz, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 153.0, 147.2, 126.1, 123.7, 69.5, 25.5. 
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Γενική πειραματική μέθοδος για τη σύνθεση της 1-φαινυλoαιθανόλης-d1 (1) 

Σε προξηραμένη δίλαιμη σφαιρική φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου προστέθηκε LiAlD4 

(5 mmol, 210 mg) σε 30 mL άνυδρου διαιθυλαιθέρα και το μίγμα αναδεύτηκε ισχυρά 

για περίπου 10 λεπτά. Η φιάλη ψύχθηκε στους 0 οC και ακολούθησε η στάγδην 

προσθήκη της ακετοφαινόνης (10 mmol, 1.2 mL) διαλυμένης σε 5 mL άνυδρου 

διαιθυλαιθέρα. Το μίγμα της αντίδρασης αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου και η 

αντίδραση ελέγχθηκε με TLC και διαπιστώθηκε ότι ολοκληρώθηκε σε 40 λεπτά. Μετά 

το πέρας της αντίδρασης ακολούθησε ψύξη στους 0 οC και επεξεργασία του συμπλόκου 

του αλουμινίου ως εξής: Προσθήκη 0.5 mL νερού και βρασμός του μίγματος για 15 

λεπτα. Έπειτα ακολούθησε προσθήκη 0.5 mL διαλύματος NaOH 15% και βρασμός για 

άλλα 15 λεπτα. Στη συνέχεια το μίγμα ψύχθηκε στους 0 οC  και προστέθηκαν ακόμα 

1.5 mL νερού μέχρι να καταβυθιστέι λευκό ίζημα. Τα στερεά άλατα απομακρύνθηκαν 

με διήθηση και το διήθημα εκπλύθηκε με διάλυμα ΝaHCO3 5% και στη συνέχεια με 

Brine. Ακολούθησε ξήρανση της οργανικής στοιβάδας με MgSO4 και απομάκρυνση 

του διαλύτη υπο ελαττωμένη πίεση. Το προϊόν της αναγωγής απομονώθηκε χωρίς 

περαιτέρω καθαρισμό (801 mg, 65 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.39-7.34 (m, 4H), 7.30-7.26 (m, 1H), 1.89 (s.br, 1H), 

1.50 (s, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 145.7, 128.5, 127.5, 125.4, 70.0 (t, J = 21.8 Hz, 1C), 

25.0. 

 

Γενική πειραματική μέθοδος για τη σύνθεση της βενζυλικής αλκοόλης-d1 (12) 

Σε προξηραμένη δίλαιμη σφαιρική φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου προστέθηκε LiAlD4 

(2.36 mmol, 99 mg) σε 30 mL άνυδρου διαιθυλαιθέρα και το μίγμα αναδεύτηκε ισχυρά 

για περίπου 10 λεπτά. Η φιάλη ψύχθηκε στους 0 οC και ακολούθησε η στάγδην 

προσθήκη της ακετοφαινόνης (4,71 mmol, 480 μL) διαλυμένης σε 5 mL άνυδρου 

διαιθυλαιθέρα. Το μίγμα της αντίδρασης αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου και η 

αντίδραση ελέγχθηκε με TLC και διαπιστώθηκε ότι ολοκληρώθηκε σε 40 λεπτά Μετά 

το πέρας της αντίδρασης προστέθηκαν 7-10 mL διαλύματος Rochelle και το μίγμα 

αναδέυτηκε μέχρι να γίνουν διαυγείς οι δύο στοιβάδες. Ακολούθησαν 2 εκχυλίσεις με 

Εt2Ο της υδατικής στοιβάδας (2 Χ 15 mL), ξήρανση της οργανικής στοιβάδας με 
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MgSO4 και απομάκρυνση του διαλύτη υπό ελαττωμένη πίεση. Το προϊόν της αναγωγής 

απομονώθηκε χωρίς περαιτέρω καθαρισμό (308 mg, 60 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.37-7.35 (m, 4H), 7.33-7.28 (m, 1H), 4.69-4.67 (m, 

1H), 1.76-1.70 (m, 1H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 140.8, 128.5, 127.6, 127.0, 65.0 (t, J = 21.8 Hz, 1C). 

 

Γενική πειραματική μέθοδος για τη σύνθεση της 2- (4-μεθοξυφαινυλo) αιθαν-1-

ολης (13) 

Σε προξηραμένη δίλαιμη σφαιρική φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου προστέθηκε LiAlH4 

(1.81 mmol, 69 mg) σε 20 mL άνυδρου διαιθυλαιθέρα και το μίγμα αναδεύτηκε ισχυρά 

για περίπου 10 λεπτά. Η φιάλη ψύχθηκε στους 0 οC και ακολούθησε η στάγδην 

προσθήκη του 2-(4-μεθοξυφαινυλο) οξικού οξέος (1.81 mmol, 300 mg) διαλυμένoυ σε 

5 mL άνυδρου διαιθυλαιθέρα. Το μίγμα της αντίδρασης αφέθηκε σε θερμοκρασία 

δωματίου και η αντιδραση ελέγχθηκε με TLC και διαπιστώθηκε ότι ολοκληρώθηκε σε 

1 ώρα. Μετά το πέρας της αντίδρασης προστέθηκαν 7-10 mL διαλύματος Rochelle και 

το μίγμα αναδέυτηκε μέχρι να γίνουν διαυγείς οι δύο στοιβάδες. Ακολούθησαν 2 

εκχυλίσεις με Εt2Ο της υδατικής στοιβάδας (2 Χ 15 mL), ξήρανση της οργανικής 

στοιβάδας με MgSO4 και απομάκρυνση του διαλύτη υπό ελαττωμένη πίεση. Το προϊόν 

της αντίδρασης καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 

15:1 v/v) (207 mg, 75%).  

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.86 (d,  J = 8.7 Hz, 2H), 3.80 

(t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.79 (s, 3H), 2.80 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.77 (s.br, 1H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 158.2, 130.4, 129.9, 113.9, 63.7, 55.2, 38.2. 

 

Γενική πειραματική μέθοδος για τη σύνθεση της 1-(4-μεθοξυφαινυλo) προπάν-2-

ολης (14) 

Σε δίλαιμη σφαιρική φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου προστέθηκαν στους 0 οC το 

ΝaBH4 (0.92 mmol, 35 mg) και 8 mL μεθανόλης. Το μίγμα αναδεύτηκε για 10 λεπτά 

και ακολούθησε η στάγδην προσθήκη της 4-μεθόξυ φαινυλοακετόνης (1.83 mmol, 300 

mg). Έπειτα το μίγμα αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι το πέρας της 
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αντίδρασης, όπου ελέγχθηκε με TLC. Μετά από μία ώρα ανάδευσης το μίγμα της 

αντίδρασης μεταφέρθηκε σε μονόλαιμη σφαιρική φιάλη και προστέθηκε 2-3 mL 

κορεσμένου υδατικού διαλύματος NH4Cl. Ακολούθησε η απομάκρυνση της μεθανόλης 

υπό ελαττωμένη πίεση και στη συνέχεια προστέθηκε στο συμπύκνωμα νερό μέχρι την 

πλήρη διάλυση των βορικών αλάτων. Εν συνεχεία πραγματοποιήθηκαν δύο εκχυλίσεις 

με EtOAc (2 X 10 mL), ξήρανση της οργανικής στοιβάδας με MgSO4 και 

απομάκρυνση του διαλύτη υπό ελαττωμένη πίεση. Το προϊόν της αντίδρασης 

καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 15:1 v/v) (258 mg, 

85%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.86 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.0-

3.94 (m, 1H), 3.79 (s, 3H), 2.73 (dd, J1 = 13.6 Hz, J2 = 4.8 Hz, 1H), 2.62 (dd, J1 = 13.6 

Hz, J2 =8.0 Hz, 1H), 1.66 (s.br, 1H), 1.23 (d, J = 6.2 Hz, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 158.3, 130.4, 130.3, 113.9, 68.9, 55.2, 44.8, 22.7. 

 

Γενική πειραματική μέθοδος οξείδωσης με PCC για τη σύνθεση της 1-(4-

μεθοξυφαινυλο)-2,2-διμεθυλοπροπαν-1-όνης (4a) και της 4-μέθυλο ακετοφαινόνης 

(15) 

Σε προξηραμένη δίλαιμη σφαιρική φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου, προστέθηκαν η 

ποσότητα του PCC (1.5 eq) σε 6 mL άνυδρου διχλωρομεθανίου. Στη συνέχεια 

προστέθηκε στάγδην στους 0 οC η ποσότητα της κατάλληλης αλκοόλης διαλυμένης σε 

1.0 mL άνυδρου διχλωρομεθανίου. Το πορτοκαλί χρώμα οξειδωτικού μετατρέπεται 

σταδιακά σε σκούρο καφέ. Το μίγμα της αντίδρασης αφέθηκε σε θερμοκρασία 

δωματίου και ο έλεγχος της αντίδρασης πραγματοποιήθηκε με ΤLC. Μετά το πέρας 

της αντίδρασης προστέθηκε στο μίγμα 8 mL διαιθυλαιθέρα και ακολούθησε ψύξη του 

μίγματος στους -20 οC για 2 ώρες. Ακολούθησε διήθηση του μίγματος με μια μικρή 

στρώση silica gel και έπειτα απομάκρυνση των διαλυτών υπό ελαττωμένη πίεση. Το 

προϊόν της αντίδρασης όπου ήταν απαραίτητο καθαρίστηκε με χρωματογραφία στήλης. 

 

1-(4-μεθοξυφαινυλο)-2,2-διμεθυλοπροπαν-1-όνης (4a) 
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Χρησιμοποιήθηκαν PCC (0.66 mmol, 142 mg) και η 1-(4-μεθοξυφαινυλo)-2,2-

διμεθυλoπροπαν-1-όλη (4) (0.44 mmol, 86 mg) σύμφωνα με την γενική πειραματική 

μέθοδο οξείδωσης. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα και το προϊόν της οξείδωσης 

καθαρίστηκε περαιτέρω με χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 40:1 v/v) (50 mg, 

60 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.85 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.89 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.84 

(s, 3H), 1.37 (s, 9H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 206.2, 161.9, 130.9, 130.0, 113.2, 55.3, 43.8, 28.4. 

 

4-μέθυλο ακετοφαινόνη (15) 

Χρησιμοποιήθηκαν PCC (0.44 mmol, 94 mg) και η 1-(p-τουλόυλο)αιθαν-1-όλη (8) 

(0.29 mmol, 40 mg) σύμφωνα με την γενική πειραματική μέθοδο οξείδωσης. Η 

αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα χωρίς να χρειαστεί περαιτέρω καθαρισμός (25 mg, 

65 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 2.57 

(s, 3H), 2.41 (s, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 197.8, 143.8, 134.7, 29.2, 128.4, 26.5, 21.6. 

 

 

Πειραματική μέθοδος οξείδωσης Jones για τη σύνθεση της 4-φθορο 

ακετοφαινόνης (16) 

Σε ένα φιαλίδιο των 22 mL, η αλκοόλη 9  (0.57 mmol, 80 mg) διαλύθηκε σε 5 mL 

ακετόνης και το διάλυμα ψύχθηκε στους 0 °C. Στη συνέχεια προστέθηκε στάγδην το 

αντιδραστήριο Jones (205 μL διαλυμένα σε 1 mL ακετόνης). Η αντίδραση 

παρακολουθήθηκε με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας TLC. Μετά την ολοκλήρωση 

της αντίδρασης (40 λεπτά), προστέθηκε 1 mL 2-προπανόλης για να εξουδετερώσει την 

περίσσεια του αντιδραστηρίου Jones. Στη συνέχεια προστέθηκε ρυθμιστικό 

φωσφορικού νατρίου pΗ 8.0 (8 mL, 200 mM) και το μίγμα εκχυλίστηκε με 

διαιθυλαιθέρα (2 X 15 mL). Οι συνενωμένες οργανικές στιβάδες διηθήθηκαν 
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χρησιμοποιώντας ένα P3/P4 buchner πληρωμένο με silica gel, ξηράνθηκαν με άνυδρο 

MgSΟ4 και ο διαλύτης απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση. Τα προϊόν της 

οξείδωσης απομονώθηκε χωρίς περαιτέρω καθαρισμό (47 mg, 60%). 

 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 8.0-7.96 (m, 2H), 7.15-7.11 (m, 2H), 2.59 (s, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 196.4, 165.8 (d, J =253.8 Hz, 1C), 133.6, 130.9 (d, J = 

9.2 Hz, 1C), 115.6 (d, J = 21.8 Hz, 1C), 26.5. 

 

Πειραματική μέθοδος για την φωτοξείδωση 2,2-διμεθυλo-1-φαινυλοπροπαν-1-

όλης (3) παρουσία του φωτοκαταλύτη CD-C3N4. 

Σε φιαλίδιο των 4 mL προστέθηκαν η ποσότητα της αλκοόλης 3 σε 2 mL 

διχλωρομεθανίου (40 mM, 13 mg) και 2 mg CD-C3N4. Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης 

μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) και ακτινοβολήθηκε  σε απόσταση 

περίπου 10 cm στους 30 oC. To οξυγόνο διοχετεύτηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη 

χρήση μπαλονιού. Η αντίδραση σταμάτησε στα 30 λεπτά και το ποσοστό μετατροπής 

προσδιορίστηκε με 1Η-NMR σε 55 %.  

 

Πειραματική μέθοδος για την φωτοξείδωση της 1-(4-μεθοξυφαινυλo)-2,2-

διμεθυλoπροπαν-1-όλης (4) παρουσία του φωτοευαισθητοποιητή 9,10-

δικυανοανθρακενίου (DCA)  

Σε αυτόκλειστο σωλήνα προστέθηκαν η  ποσότητα της αλκοόλης 4 σε 2 mL 

ακετονιτριλίου (40 mM, 16 mg) και καταλυτική ποσότητα του DCA (5.5 x 10-4M). 

Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) 

και ακτινοβολήθηκε  σε απόσταση περίπου 10 cm στους 0 οC - 5 oC. To οξυγόνο 

διοχετεύτηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη βοήθεια σύριγγας υπό ήπια και συνεχή 

ροή. Η αντίδραση σταμάτησε στα 8 λεπτά όπου το ποσοστό μετατροπής σύμφωνα με 

το 1Η-NMR ήταν 47 % . 

 

Πειραματική μέθοδος για την φωτοξείδωση της 1-(4-μεθοξυφαινυλo)-2,2-
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διμεθυλoπροπαν-1-όλης (4) παρουσία του φωτοκαταλύτη CD-C3N4. 

Σε φιαλίδιο των 4 mL προστέθηκαν  ποσότητα της αλκοόλης 4  σε 2 mL 

διχλωρομεθανίου (40 mM, 16 mg) και 2 mg CD-C3N4. Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης 

μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) και ακτινοβολήθηκε  σε απόσταση 

περίπου 10 cm στους 30 oC. To οξυγόνο διοχετεύτηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη 

χρήση μπαλονιού. Η αντίδραση σταμάτησε στα 5 λεπτά όπου το ποσοστό μετατροπής 

σύμφωνα με το 1Η-NMR ήταν 93 %   

 

Πειραματική μέθοδος για την φωτοξείδωση της 2-(4-μεθοξυφαινυλο)-3,3-

διμεθυλοβουταν-2-όλης (5) παρουσία του φωτοευαισθητοποιητή 9,10-

δικυανοανθρακενίου (DCA)  

Σε αυτόκλειστο σωλήνα προστέθηκαν η ποσότητα της αλκοόλης 5 σε 4 mL 

ακετονιτριλίου (50 mM, 42 mg) και καταλυτική ποσότητα του DCA (5.5 x 10-4M). 

Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) 

και ακτινοβολήθηκε σε απόσταση περίπου 10 cm στους 0 οC - 5 oC. To οξυγόνο 

διοχετεύτηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη βοήθεια σύριγγας υπό ήπια και συνεχή 

ροή. Η αντίδραση σταμάτησε στα 8 λεπτά όπου το ποσοστό μετατροπής σύμφωνα με 

το 1Η-NMR ήταν 40 % . 

 

Πειραματική μέθοδος για την φωτοξείδωση της 2-(4-μεθοξυφαινυλο)-3,3-

διμεθυλοβουταν-2-όλης (5) με χρήση του φωτοκαταλύτη CD-C3N4. 

Σε φιαλίδιο των 4 mL προστέθηκαν η ποσότητα της αλκοόλης 5 σε 2 mL 

διχλωρομεθανίου (20 mM, 8 mg) και 2 mg CD-C3N4. Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης 

μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) και ακτινοβολήθηκε  σε απόσταση 

περίπου 10 cm στους 30 oC. To οξυγόνο διοχετεύτηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη 

χρήση μπαλονιού. Η αντίδραση σταμάτησε στα 20 λεπτά όπου το ποσοστό μετατροπής 

σύμφωνα με το 1Η-NMR ήταν 77 % .  

 

Πειραματική μέθοδος για την φωτοξείδωση της 2-(4-μεθοξυφαινυλο)προπαν-2-

όλης (6) παρουσία του φωτοευαισθητοποιητή 9,10-δικυανοανθρακενίου (DCA)  
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Σε αυτόκλειστο σωλήνα προστέθηκαν η ποσότητα της αλκοόλης 6 σε 4 mL 

ακετονιτριλίου (50 mM, 33 mg) και καταλυτική ποσότητα του DCA (5.5 x 10-4M). 

Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) 

και ακτινοβολήθηκε σε απόσταση περίπου 10 cm στους 0 οC -5 oC. To οξυγόνο 

διοχετεύτηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη βοήθεια σύριγγας υπό ήπια και συνεχή 

ροή. Η αντίδραση σταμάτησε στα 20 λεπτά όπου το ποσοστό μετατροπής σύμφωνα με 

το 1Η-NMR ήταν 12 % . 

 

 

Πειραματική μέθοδος για την φωτοξείδωση της 2-(4-μεθοξυφαινυλο)προπαν-2-

όλης (6) παρουσία του φωτοκαταλύτη CD-C3N4. 

Σε φιαλίδιο των 4 mL προστέθηκαν η  ποσότητα της αλκοόλης 6 σε 2 mL 

διχλωρομεθανίου (30 mM, 10 mg) και 2 mg CD-C3N4. Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης 

μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) και ακτινοβολήθηκε  σε απόσταση 

περίπου 10 cm στους 30 oC. To οξυγόνο διοχετεύτηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη 

χρήση μπαλονιού. Η αντίδραση σταμάτησε στα 40 λεπτά όπου το ποσοστό μετατροπής 

σύμφωνα με το 1Η-NMR ήταν 8 % .  

 

Πειραματική μέθοδος για την εύρεση του πρωτοταγους διαμοριακού ισοτοπικού 

φαινομένου για την φωτοξείδωση της 1-φαινυλο αιθανολης-d0/d1 (1) 

Σε φιαλίδιο των 4 mL προστέθηκαν η ποσότητα της αλκοόλης 1-d0 και 1-d1 σε 2 mL 

διχλωρομεθανίου (50 mM, 12.2 mg και 12.3 mg αντίστοιχα)  και 2 mg CD-C3N4. 

Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) 

και ακτινοβολήθηκε  σε απόσταση περίπου 10 cm στους 30 oC. To οξυγόνο 

διοχετεύτηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη χρήση μπαλονιού. Η αντίδραση 

σταμάτησε στα 20 λεπτά όπου το ποσοστό μετατροπής σύμφωνα με το 1Η-NMR ήταν 

9 % . 

Πειραματική μέθοδος για την εύρεση του πρωτοταγους ενδομοριακόυ ισοτοπικού 

φαινομένου για την φωτοξείδωση της βενζυλικής αλκόλης-d1 (12) 

Σε φιαλίδιο των 4 mL προστέθηκαν η ποσότητα της αλκοόλης 12-d1 σε 2 mL 
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διχλωρομεθανίου (40 mM, 9 mg)  και 2 mg CD-C3N4. Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης 

μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) και ακτινοβολήθηκ  σε απόσταση 

περίπου 10 cm στους 30 oC. To οξυγόνο διοχετεύτηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη 

χρήση μπαλονιού. Η αντίδραση σταμάτησε σε 1 ώρα όπου το ποσοστό μετατροπής 

σύμφωνα με το GC ήταν 28 % . 

 

Πειραματική μέθοδος για την φωτοξείδωση της 2-(4-μεθοξυφαινυλo) αιθαν-1-

όλης (13) παρουσία του φωτοκαταλύτη CD-C3N4. 

Σε φιαλίδιο των 4 mL προστέθηκαν η ποσότητα της αλκοόλης 13 σε 2 mL 

διχλωρομεθανίου (40 mM, 12 mg) και 2 mg CD-C3N4. Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης 

μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) και ακτινοβολήθηκε  σε απόσταση 

περίπου 10 cm στους 30 oC. To οξυγόνο διοχετεύτηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη 

χρήση μπαλονιού. Η αντίδραση σταμάτησε στα 20 λεπτά όπου το ποσοστό μετατροπής 

σύμφωνα με το 1Η-NMR ήταν 16 % .  

 

 

 

Πειραματική μέθοδος για την φωτοξείδωση της  1-(4-μεθοξυφαινυλo) προπάν-2-

ολης (14) παρουσία του φωτοκαταλύτη CD-C3N4. 

Σε φιαλίδιο των 4 mL προστέθηκαν η ποσότητα της αλκοόλης 14 σε 2 mL 

διχλωρομεθανίου (40 mM, 13 mg) και 2 mg CD-C3N4. Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης 

μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) και ακτινοβολήθηκε σε απόσταση 

περίπου 10 cm στους 30 oC. To οξυγόνο διοχετεύτηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη 

χρήση μπαλονιού. Η αντίδραση σταμάτησε στα 20 λεπτά όπου το ποσοστό μετατροπής 

σύμφωνα με το 1Η-NMR ήταν 4 % .  

 

Πειραματική μέθοδος για την κινητική μελέτη των φωτοξειδώσεων των p-

υποκατεστημενων 1-αρυλο-1-αλκοολών 1 και 7-11 παρουσία του CD-C3N4 

Σε φιαλίδιο των 4 mL προστέθηκαν η  ποσότητα της κατάλληλης άρυλο αλκοόλης  σε 
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2 mL διχλωρομεθανίου (40 mM) και 2 mg CD-C3N4. Έπειτα το μίγμα της αντίδρασης 

μεταφέρθηκε στην λάμπα Ξένου (300 W, λ>300nm) και ακτινοβολήθηκε σε απόσταση 

περίπου 10 cm στους 30 oC. To οξυγόνο διοχετεύτηκε στο εσωτερικό της φιάλης με τη 

χρήση μπαλονιού. Η αντίδραση ελέγχθηκε στα 10, 20, 30 και  40 λεπτά και ο 

συντελεστής μετατροπής προσδιορίστηκε με τη χρήση αέριας χρωματογραφίας. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

 

Διχλωρίωση β-κετο εστέρων και 1,3-δικετονών μέσω του 

συστήματος Oxone/AlCl3 σε υδατικό περιβάλλον 
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4.1 Εισαγωγή 

 Οι αλογονωμένες ενώσεις χρησιμοποιούνται ευρέως στη φαρμακευτική χημεία 

αλλά και στην βιομηχανία φαρμάκων.1,2,3 Ειδικότερα, ενώσεις που περιέχουν στον 

δομικό τους σκελετό το α,α-δικαρβονυλικό τμήμα χρησιμοποιούνται κατά κόρον στη 

φαρμακευτική χημεία ως αποτέλεσμα της χημικής και μεταβολικής σταθερότητας που 

επιφέρουν καθώς και της αξιοσημείωτης λιποφιλικότητάς τους.4,5,6 

Ωστόσο, εκτός από τη χρήση και την σημασία τους σε αυτόν τον τομέα, οι ενώσεις 

αυτές χρησιμοποιούνται και ως δομικές μονάδες και πρόδρομα ενδιάμεσα στην 

οργανική σύνθεση.6,7,8,9 Γενικά ο σχηματισμός δεσμού άνθρακα-χλωρίου είναι ένας 

χρήσιμος και σημαντικός μετασχηματισμός με πολλαπλές εφαρμογές στην οργανική 

χημεία.10,11,12 Ένα σημαντικό παράδειγμα της σπουδαιότητας αυτών των ενώσεων ως 

πρόδρομες δομικές μονάδες είναι η στερεοεκλεκτική αναγωγή των α,α-διχλωρο β-

δικαρβονυλο ενώσεων προς τον σχηματισμό των αντίστοιχων α,α-διχλωρο-β-υδρόξυ 

εστέρων, ενώσεις με υψηλή βιολογική δραστικότητα.13,14  

 Στο παρελθόν έχουν αναφερθεί διάφορες μεθοδολογίες για την σύνθεση α,α-

διχλωρο β-δικαρβόνυλο ενώσεων. Το 1979 η ερευνητική ομάδα του Just15 παρουσίασε 

την διχλωρίωση σε α-θεση δύο χαρακτηριστικών β-δικαρβονυλο ενώσεων, της 2,4-

πεντανοδιόνης και του 3-οξοβουτανοϊκού αιθυλεσέρα χρησιμοποιώντας ως 

αντιδραστήριο-μέσο χλωρίωσης το τριφθορομεθυλο σουλφόνυλο χλωρίδιο (Σχήμα 1) 

που μέχρι εκείνη την περίοδο χρησιμοποιούνταν  κυρίως ως αντιδραστήριο 

σουλφονίωσης αμινών και αλκοολών.  

 

 

Σχήμα 1. Το τριφθορομεθυλο σουλφονυλο χλωριδιο ως μέσο α,α-διχλωρίωσης β-δικαρβόνυλο 

ενώσεων. 
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 Πιο πρόσφατα, μια από τις χαρακτηριστικότερες μεθόδους περιλαμβάνει την 

χρήση του τριχλωροϊσοκυανουρικού οξέος ως πηγή χλωρίου για την εκλεκτική α,α-

διχλωρίωση β-δικαρβόνυλο ενώσεων (Σχήμα 2).16  

 

 

 

 

Σχήμα 2.  α,α-διχλωρίωση β-δικαρβόνυλο ενώσεων με την χρήση τριχλωροϊσοκυανουρικού 

οξέος. 

 

Ένα δεύτερο παράδειγμα αποτελεί την εκλεκτική α,α-διχλωρίωση β-δικαρβόνυλο 

ενώσεων με την χρήση του συστήματος τριχλωριούχου αργιλίου/οξικού μολύβδου 

(ΙV), όπως φαίνεται παρακάτω (Σχήμα 3).17 

 

 

Σχήμα 3.  Εκλεκτική α,α-διχλωρίωση β-δικαρβόνυλο ενώσεων με την χρήση του συστήματος 

ΑlCl3/Pb(OAc)4. 

 

Ακόμη ένα παράδειγμα περιλαμβάνει την χρήση διχλωριούχου ιωδοβενζολίου σε 

μοριακά κόσκινα και χρησιμοποιείται κυρίως για την α,α-διχλωρίωση αρωματικών β-

κετο εστέρων και αρωματικών β-κετο αμιδίων (Σχήμα 4).18 

 

 

Σχήμα 4. α,α-Διχλωρίωση β-δικαρβόνυλο ενώσεων με την χρήση διχλωριούχου 

ιωδοβενζολίου σε μοριακά κόσκινα.18  
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Εναλλακτικά, μερικά παραδείγματα α,α-διχλωρίωσης κυρίως αρωματικών β-

δικαρβόνυλο ενώσεων αναφέρονται στην χρήση του σουλφαμιδίου του N-χλωρο-N-

μεθοξυβενζολίου ως μέσο χλωρίωσης (CMOBSA) (Σχήμα 4).19  

 

 

 

 

 

Σχήμα 5. α,α-Διχλωρίωση β-καρβόνυλο ενώσεων με την χρήση του σουλφαμιδίου του Ν-

χλωρο-Ν-μεθοξυβενζολίου ως μέσο χλωρίωσης. 

 

Το 2013 έχουν αναφερθεί επίσης δύο παραδείγματα από δυο διαφορετικές ερευνητικές 

ομάδες που αφορούν την εκλεκτική α,α-διχλωρίωση β-κετο αμιδίων. Στην πρώτη 

περίπτωση χρησιμοποιείται το Ν-χλωροσουκινιμίδιο σε υδατικό περιβάλλον,20 ενώ 

στην δεύτερη αναφορά χρησιμοποιείται το καταλυτικό σύστημα οξικού παλλαδίου σε 

διχλωριούχο χαλκό (Σχήμα 6). 21 

 

Σχήμα 6. α) α,α-Διχλωρίωση β-κετο αμιδίων με το N-χλωροσουκινιμίδιο σε υδατικό 

περιβάλλον, β) Εκλεκτική α,α-διχλωρίωση β-κετο αμιδίων μέσω ενός καταλυτικού 

συστήματος Pd( II). 
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 Ωστόσο, ορισμένες από αυτές τις μεθόδους που προαναφέρθηκαν απαιτούν όχι 

μόνο τη χρήση τοξικών αντιδραστηρίων υψηλού κόστους21 αλλά και τη χρήση 

καταλυτών βαρέων μετάλλων.17 Στην συγκεκριμένη εργασία προτείνουμε μια νέα και 

εξαιρετικά αποτελεσματική μέθοδο για την α,α-διχλωρίωση των β-κετοεστέρων και 

1,3-δικετονών με το σύστημα Oxone/AlCl3 με υψηλή απόδοση και σε σχετικά 

σύντομους χρόνους αντίδρασης στις περισσότερες των περιπτώσεων. Με αυτήν την 

εναλλακτική μεθοδολογία η αντίδραση λαμβάνει χώρα σε υδατικό μέσο σε αντίθεση 

με τα περισσότερα από τα προηγούμενα πρωτόκολλα όπου η χλωρίωση απαιτεί 

οργανικούς διαλύτες.  

 

4.2 Ανάλυση-Συζήτηση αποτελεσμάτων 

 Το Oxone με χημικό τύπο 2KHSO5 ⋅KHSO4 ⋅K2SO4  είναι ένα από τα πιο 

ευρέως χρησιμοποιούμενα οξειδωτικά για διάφορες οξειδωτικές διεργασίες επειδή 

είναι πολύ σταθερό, διαλυτό στο νερό, μη τοξικό και χαμηλού κόστους οξειδωτικό.22  

Ενδεικτικά, μέχρι σήμερα, αυτό το απλό αλλά ευέλικτο αντιδραστήριο έχει 

χρησιμοποιηθεί σε μια πληθώρα ζωτικών συνθετικών μετασχηματισμών που 

περιλαμβάνει τόσο ομογενείς όσο και ετερογενείς συνθήκες. Για παράδειγμα, 

προστασία και αποπροστασία κλασικών λειτουργικών ομάδων διάσπασης διπλών 

δεσμών, οξειδωτική κυκλοποίηση ολεφινών, αναδιατάξεις, οξείδωση αλκενίων, cross-

coupling αντιδράσεις, αντιδράσεις αντιστροφής της πολικότητας λειτουργικών ομάδων 

(Umpolung), καθώς επίσης και στην παρασκευή φωσφινοοξειδίων, αμινοξειδίων, 

σουλφονών, οργανοχαλκογονούχων ενώσεων. Επίσης είναι υπεύθυνο για το 

σχηματισμό  μιας σειράς από ετεροκυκλικά μόρια (π.χ. πυριδίνες, πυραζόλες, 

βενζιμιδαζόλες, βενζοξαζόλες, ιμιδαζόλες κ.λ.π.) επίσης ως συνθετικά ενδιάμεσα 

χρήσιμα για την παρασκευή φαρμακευτικά ενεργών φυσικών και μη φυσικών 

προϊόντων (Σχήμα 7).23  
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Σχήμα 7.  Πληθώρα οργανικών μετασχηματισμών που πραγματοποιούνται παρουσία του 

Oxone. (Όπου Χ = Cl, Br, I).23  

 

 Στην συγκεκριμένη εργασία χρησιμοποιείται το σύστημα που περιλαμβάνει την 

χρήση Oxone μαζύ με τριχλωριούχο αργίλιο (AlCl3) σε υδατικό περιβάλλον για την 

εκλεκτική α,α-διχλωρίωση β-κετο εστέρων και 1,3-δικετονων (Σχήμα 8). Η χρήση του 

Oxone/AlCl3 δεν περιγράφεται όμως για πρώτη φορά στη βιβλιογραφία, αφού στο 

παρελθόν έχει αναφερθεί ή χρήση του συγκεκριμένου συστήματος ως μιας πολύ 

αποτελεσματικής και εναλλακτικής μεθόδου για την οξείδωση πρωτοταγών αλκοολών 

στα αντίστοιχα καρβοξυλικά οξέα, καθώς και για την οξείδωση δευτεροταγών 

αλκοολών προς τις αντίστοιχες κετόνες.24 Παράλληλα η μέθοδος αυτή προκρίνεται και 

για την one-pot σύνθεση αλκενίων σε μια domino διεργασία που περιλαμβάνει την 

οξείδωση των αλκοολών με το σύστημα Oxone/AlCl3 καθώς και μια αντίδραση Wittig 

με σταθεροποιημένο υλίδιο προς τον σχηματισμό trans αλκενίων.  

 Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η σύνθεση μιας σειράς από α,α-δίχλωρο-

β-δικαρβόνυλο ενώσεις με το σύστημα Oxone/AlCl3 σε υδατικό μέσο. 



165 

 

 Στην συγκεκριμένη εργασία λοιπόν στον προτεινόμενο μηχανισμό, αναφέρεται 

και μια πολύ καλά καθιερωμένη αντίδραση στην βιβλιογραφία που περιγράφει την 

οξειδωτική ικανότητα του Oxone να μετατρέπει τα ανιόντα χλωρίου στα αντίστοιχα 

κατιόντα.24 Η μετατροπή αυτή είναι γνωστή εδώ και δεκαετίες.25-28 Εκμεταλλευόμενοι 

λοιπόν αυτήν την οξειδωτική ιδιότητα του Οxone, αναμέναμε ότι η παρουσία 

τριχλωριούχου αργιλίου (AlCl3) ως πηγή χλωρίου θα μπορούσε να παράγει κατιόν 

χλωρίου, το οποίο στη συνέχεια μετά την πυρηνόφιλη προσθήκη στην ενόλη των 

δικαρβονυλικών ενώσεων θα μπορούσε να παράξει τις α,α-διχλωριωμένες ενώσεις.  

 

Σχήμα 8. Σχηματική αναπαράσταση της α,α-διχλωρίωσης των β-κετο εστέρων και 1,3-

δικετονών. 

 Με βάση αυτήν την υπόθεση, πραγματοποιήσαμε το ακόλουθο πείραμα: 

περίσσεια Oxone και AlCl3 προστέθηκε σε  υδατικό διάλυμα ακετοξικού αιθυλεστέρα 

1, το οποίο επιλέχθηκε ως πρότυπο υπόστρωμα. Προς ικανοποίησή μας, η αντίδραση 

οδήγησε στο α,α-διχλωριωμένο προϊόν 2,2-διχλωρο-3-οξοβουτανοϊκό αιθυλεστέρα 1a 

ως το μοναδικό προϊόν. Στη συνέχεια, οι συνθήκες αντίδρασης βελτιστοποιήθηκαν 

μετά από δοκιμή μιας ποικιλίας αναλογιών ισοδυνάμων Oxone/AlCl3 και 

συγκεντρώσεων υποστρώματος στο νερό. Η υψηλότερη απομονωμένη απόδοση 70% 

(καταχώριση 1, Πίνακας 1) ελήφθη χρησιμοποιώντας 2,1 ισοδύναμα Oxone και 2,3 

ισοδύναμα AlCl3 σε θερμοκρασία δωματίου, σε συγκέντρωση 20 mM υποστρώματος 

σε νερό. Υπό αυτές τις συνθήκες, η αντίδραση ήταν εξαιρετικά γρήγορη και 

ολοκληρώθηκε μέσα σε δέκα λεπτά. Σε πείραμα ελέγχου, όταν η ίδια αντίδραση 

πραγματοποιήθηκε απουσία Oxone και μετά από διάστημα 24 ωρών, δεν ανιχνεύθηκαν 

προϊόντα. 

 

Πίνακας 1. α,α-διχλωρίωση των β-κετο εστέρων. 
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α/α Υπόστρωμα Oxone (equiv) 
AlCl3 

(equiv) 
Χρόνος Απόδοση %α 

1 
 

2.1 2.3 10 min 70 

2 
 

2.1 2.3 2.5 h 70 

3 
 

2.1 2.3 20 min 75 

4 
 

2.1 2.3 15 min 82 

5 
 

2.1 2.3 1 h 85 

6 

 

2.1 2.3 1.5 h 80 

7 
 

2.1 2.3 20 min 70 

8 

 

2.1 2.3 40 min 70 

9 

 

1.2 1.0 1.5 h 85β 

10 

 

1.2 1.0 1 h 85 
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11 
 

4.0 4.2 3 h 65γ,δ 

α Οι μετατροπές των αντιδράσεων σε όλες τις περιπτώσεις ήταν > 99%  β  Με 2.1 ισοδύναμα 

Oxone και 2.3 ισοδύναμα AlCl3 η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 30 λεπτά με αρκετά όμως 

παραπροϊόντα. γ Με 2.1 ισοδύναμα Oxone και 2.3 ισοδύναμα AlCl3 το ποσοστό μετατροπής 

ήταν 23 % σε 24 ώρες. δ Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε στους 45-50 οC. 

 

  Για να διερευνηθεί περαιτέρω η δυναμική αυτής της μεθοδολογίας 

πραγματοποιήθηκε μια συστηματική μελέτη σε μια σειρά από β-κετο εστέρες 1-9 όπως 

φαίνεται στον Πίνακα 1. Τα αντίστοιχα προϊόντα α,α-διχλωρο-β-κετοεστέρες 1a-9a 

ελήφθησαν σε ικανοποιητικές έως υψηλές αποδόσεις (Πίνακας 1). Στην περίπτωση του 

αρυλο β-κετο εστέρα 8 με τις τυπικές συνθήκες, η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 40 

λεπτά. Το κύριο προϊόν ήταν ο α,α-διχλωρο β-κετο εστέρας 8a, συνοδευόμενος από 

ένα δευτερεύον προϊόν (13%), το οποίο προσδιορίστηκε ως το μονοχλωριωμένο προϊόν 

στην α-θέση. Αυτό είναι μια ισχυρή ένδειξη ότι το μονοχλωριωμένο προϊόν 

σχηματίστηκε αρχικά και ακολούθησε μια δεύτερη χλωρίωση. Σε μια προσπάθεια να 

αυξηθεί η απόδοση του διχλωριωμένου προϊόντος 8a αυξάνοντας τα ισοδύναμα της 

αναλογίας Oxone/AlCl3, η αντίδραση ολοκληρώθηκε ταχύτερα χωρίς την παρουσία α-

μονοχλωριωμένου προϊόντος, ωστόσο σε αυτή την περίπτωση παρατηρήθηκαν πολλές 

ακαθαρσίες. Επομένως, οι αρχικές τυπικές συνθήκες διατηρήθηκαν οδηγώντας στο 

προϊόν διχλωρίωσης 8a, σε ικανοποιητική απόδοση 70%. Όλες οι αντιδράσεις 

πραγματοποιήθηκαν σε θερμοκρασία δωματίου. Στην περίπτωση του β-κετοεστέρα 9 

η αντίδραση με τις πρότυπες συνθήκες (αναλογία Oxone/AlCl3 2.1/2.3) ολοκληρώθηκε 

σε 30 λεπτά, ωστόσο, εκτός από το διχλωριωμένο προϊόν, παράχθηκαν και αρκετά μη 

αναγνωρίσιμα παραπροϊόντα. Το διχλωριωμένο προϊόν μετά από χρωματογραφία 

στήλης απομονώθηκε σε πολύ χαμηλή απόδοση. Μειώνοντας τα ισοδύναμα των 

αντιδραστηρίων σε 1.2/1.0 επιτεύχθηκε μια αξιοσημείωτη αύξηση της απόδοσης στο 

85%. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1,5 ώρα χωρίς παραπροϊόντα υπό αυτές τις 

συνθήκες. Πιθανώς κάποιοι ειδικοί ηλεκτρονιακοί παράγοντες λόγω των p τροχιακών 

του τριπλού δεσμού, που βρίσκεται τρεις δεσμούς μακριά από την θέση της 

αντίδρασης, θα μπορούσαν να εξηγήσουν αυτό το αποτέλεσμα. Σε ένα πείραμα ελέγχου 

ο εμπορικά διαθέσιμος α-χλωρο β-κετο εστέρας 10 δοκιμάστηκε επίσης με τις 

πρότυπες συνθήκες. Η αντίδραση έδωσε τον επιθυμητό α,α-διχλωρο-β-κετο εστέρα 1a 

σε 10 λεπτά μαζί με πολλές ακαθαρσίες. Μειώνοντας τα ισοδύναμα Oxone και του 
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AlCl3 σε 1.2 και 1.0 αντίστοιχα η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα δίνοντας το 

καθαρό προϊόν διχλωρίωσης. Στην περίπτωση του μηλονικού διαιθυλεστέρα 11, με τις 

πρότυπες συνθήκες το ποσοστό μετατροπής της αντίδρασης μετά από 24 ώρες ήταν 

μόλις 23 %. Ωστόσο, αυξάνοντας τα ισοδύναμα του Oxone και του AlCl3 σε 4.0 και 

4.2 αντίστοιχα και σε υψηλότερη θερμοκρασία (45–50 °C), η αντίδραση 

ολοκληρώθηκε σε 3 ώρες  με 65% απόδοση. 

 Τα πολύ καλά αποτελέσματα στη διχλωρίωση των β-κετο εστέρων, μας 

οδήγησαν να επεκτείνουμε την έρευνά μας σε έναν επιλεγμένο αριθμό 1,3-δικετόνων 

(12-15). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.  

 

Πίνακας 2. α,α-Διχλωρίωση 1,3-δικετονών. 

 

 

α/α Υπόστρωμα 
Oxone 

(equiv.) 

AlCl3 

(equiv.) 
Χρόνος Απόδοση %α 

12 
 

1.2 1.0 10 min 60 

13 
 

2.1 2.3 2.0 h 65 

14 

 

2.1 2.3 30 min 65 

15 

 

3.0 3.2 24 hβ 50 

α Σε όλες τις περιπτώσεις τα ποσοστά μετατροπής ήταν >99 %. β Η αντίδραση 

πραγματοποιήθηκε στους 45-50 οC. 
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 Πιο συγκεκριμένα, στην περίπτωση της 1,3-δικετόνης 12 η αντίδραση 

διχλωρίωσης ολοκληρώθηκε σε 10 λεπτά, όταν η αναλογία των ισοδυνάμων 

Oxone/AlCl.3 ήταν 1.2/1.0 και η απόδοση του επιθυμητού προϊόντος διχλωρίωσης 12a 

ήταν 60 %. Στην περίπτωση της ογκώδους διφαινυλο 1,3-δικετόνης 15, η υψηλότερη 

απόδοση ελήφθη μετά από προσθήκη 3,0 ισοδυνάμων του Oxone και 3,2 ισοδυνάμων 

του AlCl3 στους 45-50 °C. Η αντίδραση μετά από 24 ώρες οδήγησε στην 2,2-διχλωρο 

1,3-δικετόνη 15a ως το κύριο προϊόν (60%) μαζί με ένα σημαντικό ποσοστό του 

μονοχλωριωμένου προϊόντος (40 %). Μετά από καθαρισμό με χρωματογραφία στήλης, 

το διχλωριωμένο προϊόν 15a απομονώθηκε σε 50% απόδοση. 

 Μια πιθανή μηχανιστική προσέγγιση για την αντίδραση α,α-διχλωρίωσης με 

Oxone/AlCl3 παρουσιάζεται στο Σχήμα 9. Το πρώτο στάδιο της αντίδρασης 

περιλαμβάνει την οξείδωση του Cl- που παράγεται από την αντίδραση του AlCl3 με 

νερό, σε Cl+. Αυτή η οξείδωση, όπως έχει προαναφερθεί, αποδίδεται στα συστατικά 

του Oxone. Στη συνέχεια, η ενολική μορφή της δικαρβονυλικής ένωσης αντιδρά με Cl+ 

οπότε σχηματίζεται η α-χλωρο δικαρβονυλική ένωση στην πρωτονιωμένη μορφή της. 

Έπειτα, η ενολική μορφή της μονοχλωριωμένης δικαρβονυλικής ένωσης αντιδρά 

περαιτέρω με ένα δεύτερο Cl+ για να σχηματίσει το τελικό προϊόν α,α-διχλωρίωσης. 
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Σχήμα 9. Προτεινόμενη μηχανιστική προσέγγιση για την α,α-διχλωρίωση των 1,3-

δικαρβόνυλο ενώσεων. 

 

4.3 Συμπεράσματα 

 Συνοπτικά, αναπτύχθηκε μια νέα, ενός σταδίου και εξαιρετικά αποτελεσματική 

μέθοδος για την διχλωρίωση των β-κετο εστέρων και 1,3-δικετονων μέσω του 

συστήματος Oxone/AlCl3. Σε αυτή τη διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν φθηνά, σχετικά 

μη τοξικά και ασφαλή αντιδραστήρια σε υδατικό μέσο. Ο αποκλειστικός σχηματισμός 

των διχλωριωμένων ενώσεων σε υψηλές αποδόσεις και σύντομους χρόνους αντίδρασης 

καθιστούν αυτή τη μέθοδο πολύ ελκυστική. Επίσης αναφέρθηκαν εκτενώς και οι 

πιθανές μηχανιστικές πτυχές αυτής της αντίδρασης. Συμπερασματικά λοιπόν, η 

συγκεκριμένη μεθοδολογία αποτελεί ένα νέο ισχυρό συνθετικό εργαλείο για τη 

διχλωρίωση των β-δικαρβονυλικών υποστρωμάτων. Η συγκεκριμένη μελέτη 

δημοσιεύτηκε πρόσφατα στο διεθνές περιοδικό χημείας Synthesis.29 Στο άμεσο μέλλον 

θα μπορούσε να διερευνηθεί και η σύνθεση των α,α-διχλωρο-β-κετο αμιδίων 

χρησιμοποιώντας την συγκεκριμένη μεθοδολογία. 
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4.4 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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Όργανα και αντιδραστήρια 

 

Τα φάσματα 1Η NMR καταγράφηκαν σε θερμοκρασία δωματίου 

χρησιμοποιώντας φασματόμετρα 300 και 500 MHz. Οι χημικές μετατοπίσεις 

αντιστοιχούν σε ppm και σχετίζονται σύμφωνα με την κορυφή του διαλύτη (CDCl3, δ: 

7.26, 13CDCl3, δ: 77.0). Η πολλαπλότητα κάθε κορυφής αντιστοιχεί στο ακόλουθο 

σύμβολο: s, singlet, d, doublet t, triplet, q, quartet, sext, sextet, sept, septet, m, multiplet, 

br, broad. Τα φάσματα HRMS ελήφθησαν χρησιμοποιώντας Q-Exactive Plus Orbitrap 

MS (Thermo Scientific), Πηγή: H-ESI. Ο διαχωρισμός και ο καθαρισμός των 

προϊόντων επιτεύχθηκε με χρωματογραφία στήλης. Ως στατική φάση χρησιμοποιήθηκε 

siliga gel, ενώ ως διαλύτης έκλουσης χρησιμοποιήθηκε μίγμα διαλύτη εξανίου/οξικού 

αιθυλεστέρα. Η πρόοδος των χημικών αντιδράσεων ελέγχθηκε με χρωματογραφία 

λεπτής στιβάδας (TLC) χρησιμοποιώντας πλάκες silica gel (60 F254) και σε αρκετές 

περιπτώσεις με αέρια χρωματογραφία συζευγμένη με φασματόμετρο μάζας (GC-MS) 

χρησιμοποιώντας SHIMADZU GC-MS QP5050 εξοπλισμένο με Supelco τριχοειδή 

στήλη (MDN-5) 30nm x 0,25mm x 0.25μm) και ανιχνευτής μάζας χημικού ιονισμού 

(5971A MS). Το Oxone προερχόταν από την Alfa Aesar και το AlCl3 σε μορφή 

πούδρας, προερχόταν από τη Fluka. Το τετραϋδροφουράνιο (THF) ξηράνθηκε με 

απόσταξη σε συσκευή Soxhlet παρουσία νατρίου (Na) και βενζοφαινόνης.  

 

Γενικές μέθοδοι σύνθεσης των αρχικών υποστρωμάτων. 

 

Οι β-κετο εστέρες 1, 2, 3, 4, 5, 10, 11 και 1,3-δικετόνες 12, 13, 14, 15 είναι εμπορικά 

διαθέσιμοι. Οι β-κετο εστέρες 6, 7 και 8 παρασκευάστηκαν με αντίδραση αλδολικής 

συμπύκνωσης ακολουθούμενη από οξείδωση. 

 

Γενική μέθοδος αλδολικής συμπύκνωσης για τη σύνθεση του 3-υδροξυ-4-μεθυλο 

πεντανοϊκού μεθυλεστέρα, του 3-υδροξυπεντ-4-ενοϊκού μεθυλεστέρα και του 3-

υδροξυ-3-φαινυλο προπανοϊκού μεθυλεστέρα 
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Κάτω από ατμόσφαιρα αζώτου και σε ξηρό THF πρόσφατα απεσταγμένη ξηρή 

διισοπροπυλαμίνη (6.21 mmol, 870 μL) διαλύθηκε στους 0 °C. Το διάλυμα αναδεύτηκε 

για 10-15 λεπτά και στη συνέχεια προστέθηκε στάγδην n-Buli (6.21 mmol. 3.9 mL). 

Το μίγμα αναδεύτηκε για 15 λεπτά στους 0 °C και στη συνέχεια ψύχθηκε στους -78 

°C. Ακολούθησε η στάγδην προσθήκη ενός διαλύματος οξικού μεθυλεστέρα (2.7 

mmol, 200 mg, 215 μL) σε ξηρό THF και στη συνέχεια το μίγμα αναδεύτηκε για άλλα 

20 λεπτά. Στη συνέχεια προστέθηκε στάγδην η πρόσφατα αποσταγμένη αλδεΰδη (3.24 

mmol ισοβουτυραλδεΰδης, 4.05 mmol ακρολεΐνης και 2.7 mmol βενζαλδεΰδης). Η 

αντίδραση παρακολουθήθηκε με TLC. Στο τέλος της αντίδρασης, προστέθηκε 

κορεσμένο υδατικό διάλυμα NH4Cl (20 mL) και πραγματοποιήθηκαν τρεις εκχυλίσεις 

με οξικό αιθυλεστέρα (3 Χ 15 mL). Οι συνδυασμένες οργανικές στιβάδες εκπλύθηκαν 

με κορεσμένο διάλυμα ΝaCl (15 mL), ξηράνθηκαν με άνυδρο MgSΟ4 και ο διαλύτης 

απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση μέχρι ξηρού. 

 

3-υδροξυ-4-μεθυλο πεντανοϊκός μεθυλεστέρας 

Οξικός μεθυλεστέρας (2.7 mmol, 200 mg, 215 μL) και ισοβουτυραλδεΰδη (3.24 mmol, 

296 μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική μέθοδο της αλδολικής 

συμπύκνωσης. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα και δεν χρειάστηκε περαιτέρω 

καθαρισμός (355 mg, 90 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 3.79-3.76 (m, 1H), 3.71 (s, 3H), 2.51 (dd, J1 = 16.3 

Hz, J2 = 2.8 Hz, 1H), 2.41 (dd, J1 = 16.3 Hz, J2 = 9.6 Hz, 1H), 1.74-1.67 (m, 1H), 0.95 

(d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.92 (d, J = 6.8 Hz, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 173.8, 72.7, 51.7, 38.3, 33.2, 18.3, 17.7. 

 

3-υδροξυπεντ-4-ενοϊκός μεθυλεστέρας 

Οξικός μεθυλεστέρας (2.7 mmol, 200 mg, 215 μL) και ακρολεΐνη (4.05 mmol, 267 μL) 

χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική διαδικασία. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 

40 λεπτά χωρίς περαιτέρω καθαρισμό (334 mg, 95 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 5.92-5.84 (m, 1H), 5.33-5.29 (m, 1H), 5.17-5.14 (m, 

1H), 4.55-4.53 (m, 1H), 3.71 (s, 3H), 2.90 (s.br, 1H), 2.61-2.50 (m, 2H).  
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13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 172.6, 138.8, 115,4, 68.9, 51.8, 41.0. 

 

3-υδροξυ-3-φαινυλπροπανοϊκός μεθυλεστέρας 

Οξικός μεθυλεστέρας (2.7 mmol, 200 mg, 215 μL) και βενζαλδεΰδη (2.7 mmol, 276 

μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική διαδικασία. Η αντίδραση 

ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα χωρίς περαιτέρω καθαρισμό (448 mg, 92 %). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 7.28-7.38 (m, 5H), 5.11-5.17 (m, 1H), 3.73 (s, 3H), 

3.23 (d.br, J = 3.4. Hz, 1H), 2.67-2.82 (m, 2H).  

13C NMR (125MHz, CDCl3): δ = 172.8, 142.4, 128.5, 127.8, 125.6, 70.3, 51.9, 43.1. 

 

Γενική μέθοδος οξείδωσης Jones για τη σύνθεση του 4-μεθυλο-3-οξοπεντανοϊκού 

μεθυλεστέρα (6), 3-οξοπεντ-4-ενοϊκού μεθυλεστέρα (7) και 3-οξο-3-φαινυλο 

προπανοϊκού μεθυλεστέρα (8). 

 

Σε ένα φιαλίδιο των 22 mL, ο αντίστοιχος β-υδροξυ εστέρας (1.5 mmol) διαλύθηκε σε 

5 mL ακετόνης και το διάλυμα ψύχθηκε στους 0 °C. Στη συνέχεια προστέθηκε στάγδην 

το αντιδραστήριο Jones (1.62 mmol, 540 μL διαλυμένα σε 1 mL ακετόνης). Η 

αντίδραση παρακολουθήθηκε με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας TLC. Μετά την 

ολοκλήρωση της αντίδρασης, προστέθηκε 1 mL 2-προπανόλης για να εξουδετερώσει 

την περίσσεια του αντιδραστηρίου Jones. Στη συνέχεια προστέθηκε ρυθμιστικό 

διάλυμα  φωσφορικού νατρίου pΗ 8.0 (8 mL, 200 mM) και το μίγμα εκχυλίστηκε με 

διαιθυλαιθέρα (2 X 15 mL). Οι συνενωμένες οργανικές στιβάδες διηθήθηκαν 

χρησιμοποιώντας ένα P3/P4 buchner πληρωμένο με silica gel, ξηράνθηκαν με άνυδρο 

MgSΟ4 και ο διαλύτης απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση μέχρι ξηρού. Δεν 

χρειάστηκε περαιτέρω καθαρισμός. 
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4-μεθυλ-3-οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (6) 

Ο 3-υδροξυ-4-μεθυλπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (1.5 mmol, 216 mg) και το 

αντιδραστήριο Jones (540 μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική πειραματική 

μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 30 λεπτά (162 mg, 75 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 3.73 (s, 3H), 3.50 (s, 2H), 2.71 (sept, J = 6.9 Hz, 1H), 

1.13 (d, J = 6.9 Hz, 1H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 206.3, 167.8, 52.3, 46.8, 41.2, 17.9. 

 

3-οξοπεντ-4-ενοϊκός μεθυλεστέρας (7)30  

 O 3-υδροξυπεντ-4-ενοϊκός μεθυλεστέρας (1.5 mmol, 192 mg) και το αντιδραστήριο 

Jones (540 μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική πειραματική μέθοδο. Η 

αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 35 λεπτά. Το προϊόν απομονώθηκε ως μίγμα κετόνης-

ενόλης σε αναλογία 55:45 (135 mg, 70 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 11.71 (s, 1Henol), 6.42 (dd, J = 17.6, 10.6 Hz, 1Hketo), 

6.27 (d, J = 17.6 Hz, 1Hketo), 6.11-6.1 (m, 2Henol), 5.96 (d, J = 10.6 Hz, 1Hketo), 5.55 

(dd, J =7.8, 4.3 Hz, 1Henol), 5.08 (s, 1Henol), 3.75 (s, 3Henol), 3.74 (s, 3Hketo), 3.64 (s, 

2Hketo).
  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 192.4 (keto), 173.1 (enol), 168.7 (keto), 167.6 (enol), 

135.7 (keto), 131.2 (enol), 130.2 (keto), 122.7 (enol), 91.5 (enol), 52.4 (keto), 51.3 

(enol), 46.2 (keto).   

 

3-οξο-3-φαινυλοπροπανοϊκός μεθυλεστέρας (8) 

Ο 3-υδροξυ-3-φαινυλοπροπανοϊκός μεθυλεστέρας (1.5 mmol, 267 mg) και το 

αντιδραστήριο Jones (540 μL) σύμφωνα με τη γενική πειραματική μέθοδο. Η 

αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα. Το προϊόν απομονώθηκε ως μίγμα κετόνης-

ενόλης σε αναλογία 83:17 (200 mg, 75 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 12.5 (s, 1Henol), 7.96-7.93 (m, 2Hketo), 7.79-7.76 (m, 

2Henol), 7.63-7.57 (m, 1Hketo-enol), 7.51-7.41 (m, 2Hketo-enol), 5.68 (s, 1Henol), 4.01 (s, 

2Hketo), 3.80 (s, 3Henol), 3.75 (s, 3Hketo).
  



176 

 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 192.3 (keto), 171.5 (enol), 167.9 (keto), 135.9 (keto), 

133.8 (keto), 133.3 (enol), 131.3 (enol), 128.8 (enol), 128.49 (enol), 128.47 (keto), 

126.0 (enol), 87.0 (enol), 52.4 (keto), 51.4 (enol), 45.6 (keto).   

 

Σύνθεση του 3-οξοεπτ-6-ινοϊκού μεθυλεστέρα (9)31  

Σε δίλαιμη φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου προστέθηκε ξηρή διισοπροπυλαμίνη (7.57 

mmol, 1 mL) σε 20 mL THF και το διάλυμα ψύχθηκε στους 0 °C. Στη συνέχεια 

προστέθηκε στάγδην το n-Buli (7.57 mmol. 1.6 Μ, 4.8 mL). Το μίγμα αναδεύτηκε για 

15 λεπτά στους 0 °C. Προστέθηκε στάγδην ο ακετοξικος μεθυλεστέρας (3.44 mmol, 

400 mg). Το μίγμα αναδεύτηκε για άλλα 15 λεπτά και στη συνέχεια προστέθηκε το 

προπαργυλο βρωμίδιο (80% σε τολουόλιο, 3.44 mmol, 382 μL). Η αντίδραση αφέθηκε 

να έρθει αργά σε θερμοκρασία δωματίου και έπειτα αναδεύτηκε για άλλες 5 ώρες. 

Μετά το πέρας της αντίδρασης προστέθηκε στο μίγμα κορεσμένο διάλυμα NH4Cl και 

πραγματοποιήθηκαν εκχυλίσεις με EtOAc (2 Χ 15 mL). Η οργανική στιβάδα 

εκπλύθηκε με κορεσμένο διάλυμα NaCl, έπειτα ξηράνθηκε με MgSΟ4 και ο διαλύτης 

απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση. Το μίγμα της αντίδρασης καθαρίστηκε με 

χρωματογραφία στήλης  (40:1 εξάνιο: EtOAc) (212 mg, 40 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 3.74 (s, 3H), 3.48 (s, 2H), 2.80 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 

2.47 (td, J = 7.3, 2.7 Hz, 2H), 1.96 (t, J = 2.7 Hz, 1H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 200.4, 167.3, 82.4, 69.0, 52.4, 48.9, 41.6, 12.8. 

 

Γενική πειραματική μέθοδος για την α,α-διχλωρίωση β-κετο εστέρων και 1,3-

δικετόνων (Πίνακες 1 και 2). 

50 mg του αντίστοιχου β-κετο εστέρα ή 1,3-δικετόνης (20 mM ή 40 mM για τον β-κετο 

εστέρα 10) διαλύθηκαν σε απιονισμένο νερό. Προστέθηκαν Oxone (1.2-4.0 equiv.) και 

AlCl3 (1.0-4.2 equiv.) και το μίγμα αναδεύτηκε για 10 λεπτά έως 24 ώρες σε 

θερμοκρασία δωματίου ή στους 45-50 oC. Η αντίδραση παρακολουθήθηκε με TLC και 

GC-MS. Μετά την ολοκλήρωση της αντίδρασης, προστέθηκε κορεσμένο διάλυμα 

(40%) άλατος Rochelle και το μίγμα εκχυλίστηκε με διαιθυλαιθέρα (2 X 20 mL). Οι 

συνδυασμένες οργανικές φάσεις ξηράνθηκαν με MgSΟ4 και ο διαλύτης 
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απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση. Όπου ήταν απαραίτητο, διεξήχθη περαιτέρω 

καθαρισμός χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξοβουτανοϊκός αιθυλεστέρας (1a)32  

 Ο ακετοξικός αιθυλεστέρας 1 (0.38 mmol, 50 mg, 20 mM), Οxone (0.81 mmol, 496 

mg) και AlCl3 (0,88 mmol, 118 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 10 

λεπτά χωρίς περαιτέρω καθαρισμό (53 mg, 70%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 4.35 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.47 (s, 3H), 1.33 (t, J = 7.1 

Hz, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 191.3, 163.2, 81.8, 64.6, 23.4, 13.7. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + H]+ Calcd. for C6H8Cl2O3+H: 198.99233; Found: 

198.99223. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξοβουτανοϊκός τριτ-βουτυλεστέρας (2a)33  

 O ακετοξικός τριτ-βουτυλεστέρας 2 (0.32 mmol, 50 mg, 20 mM), Oxone (0.66 mmol, 

409 mg) και AlCl3 (0.73 mmol, 97 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 2.5 

ώρες και το μίγμα της αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία 

στήλης (40:1 εξάνιο: EtOAc) (51 mg, 70 %). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 2.46 (s, 3H), 1.52 (s, 9H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 191.3, 161.8, 86.3, 82.7, 27.4, 23.6. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C8H12Cl2NaO3: 249.00557; Found: 

249.00553. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (3a) 
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O 3-οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας 3 (0.38 mmol, 50 mg, 20 mM), Οxone (0.80 mmol, 

496 mg) και AlCl3 (0.88 mmol, 118 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 45 

λεπτά χωρίς περαιτέρω καθαρισμό (57 mg, 75%). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 3.92 (s, 3H), 2.88 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.19 (t, J = 7.2 

Hz, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 195.2, 164.1, 81.5, 54.9, 29.3, 8.5.  

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C6H8Cl2NaO3: 220.97427; Found: 

220.97410. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξοεξανοϊκός αιθυλεστέρας (4a)33  

Ο 3-οξοεξανοϊκός αιθυλεστέρας 4 (0.32 mmol, 50 mg, 20 mM), Oxone (0.67 mmol, 

409 mg) και AlCl3 (0.74 mmol, 97 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 15 

λεπτά και το μίγμα καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (45:1 

εξάνιο: EtOAc) (60 mg, 82 %). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 4.36 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.80 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.72 

(sext, J = 7.3 Hz, 2H), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 0.96 (t, J =7.4 Hz, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 194.0, 163.4, 81.9, 64.5, 37.6, 17.7, 13.7, 13.3. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C8H12Cl2NaO3: 249.00557; Found: 

249.00529. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξοεπτανοϊκός μεθυλεστέρας (5a) 

 

O 3-οξοεπτανοϊκός μεθυλεστέρας 5 (0.32 mmol, 50 mg, 20 mM), Οxone (0.67 mmol, 

414 mg) και AlCl3 (0.74 mmol, 98 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα 

χωρίς περαιτέρω καθαρισμό (62 mg, 85%). 
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1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 3.92 (s, 3H), 2.82 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.66 (m, 2H), 

1.35 (sext, J = 7.5 Hz, 2H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 194.2, 164.01, 81.7, 54.8, 35.4, 26.2, 21.9, 13.7.  

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C8H12Cl2NaO3: 249.00557; Found: 

249.00530. 

 

2,2-διχλωρο-4-μεθυλο-3-οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (6a)33  

Ο 4-μεθυλο-3-οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας 6 (0.35 mmol, 50 mg, 20 mM), Oxone 

(0.74 mmol, 452 mg) και AlCl3 (0.81 mmol, 107 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με 

τη γενική πειραματική μέθοδο (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε 

σε 1.5 ώρα και το μίγμα καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (50:1 

εξάνιο: EtOAc) (60 mg, 80 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 3.90 (s, 3H), 3.27 (sept, J = 6.7 Hz, 1H), 1.25 (d, J = 

6.7 Hz, 6H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 198.4, 164, 81.8, 54.8, 25.6, 20.9. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C7H10Cl2NaO3: 234.98992; Found: 

234.98969. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξοπεντ-4-ενοϊκός μεθυλεστέρας (7a) 

O 3-οξοπεντ-4-ενοϊκός μεθυλεστέρας 7 (0.39 mmol, 50 mg, 20 mM), Oxone (0.82 

mmol, 504 mg) και AlCl3 (0.90 mmol, 120 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη 

γενική πειραματική μέθοδο (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 

20 λεπτά και το μίγμα καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (40:1 

εξάνιο: EtOAc) (54 mg, 70 %). 

 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 6.87 (dd, J= 17, 10.5 Hz, 1H), 6.65 (dd, J= 17, 1.3 

Hz, 1H), 6.04 (dd, J =10.5, 1.3 Hz, 1H), 3.93 (s, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 182.7, 163.8, 134, 127.7, 81.3, 55.  
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HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C6H6Cl2NaO3: 218.95862; Found: 

218.95840. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξο-3-φαινυλo προπανοϊκός μεθυλεστέρας (8a)18,34  

O 3-οξο-3-φαινυλoπροπανοϊκός μεθυλεστέρας 8 (0.22 mmol, 40 mg, 20 mM), Oxone 

(0.47 mmol, 290 mg) και AlCl3 (0.52 mmol, 69 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με 

τη γενική πειραματική μέθοδο (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε 

σε 40 λεπτά και το μίγμα καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας  χρωματογραφία στήλης (45:1 

εξάνιο: EtOAc) (38 mg, 70 %).  

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 8.04-8.025 (m, 2H), 7.63-7.598 (m, 1H), 7.495-7.46 

(m, 2H), 3.86 (s, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 183.3, 164.6, 134.2, 130.7, 130.1, 128.7, 81.6, 55.0. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C10H8Cl2NaO3: 268.97427; Found: 

268.97399. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξοεπτ-6-ινοϊκός μεθυλεστέρας (9a) 

Ο 3-οξοεπτ-6-ινοϊκός μεθυλεστέρας 9 (0.32 mmol, 50 mg, 20 mM), Oxone (0,39 mmol, 

240 mg) και AlCl3 (0.32 mmol, 43 mg) σύμφωνα με τη γενική διαδικασία 

(θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1.5 ώρα και το μίγμα 

καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (50:1 εξάνιο: EtOAc) (61 mg, 

85 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 3.92 (s, 3H), 3.13 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.54-2.58 (m, 

2H), 2.0 (t, J = 2.7 Hz, 1H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 192.3, 163.7, 81.6, 81.1, 69.5, 54.9, 35, 13.6. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C8H8Cl2NaO3: 244.97427; Found: 

244.97407. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξοβουτανοϊκός αιθυλεστέρας (1a) 
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O 2-χλωρο-3-οξοβουτανοϊκός αιθυλεστέρας 10 (0.3 mmol, 50 mg, 40 mM), Oxone 

(0.36 mmol, 225 mg) και AlCl3 (0.3 mmol, 41 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη 

γενική πειραματική μέθοδο (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 

1 ώρα χωρίς περαιτέρω καθαρισμό (51 mg, 85%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 4.35 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.47 (s, 3H), 1.33 (t, J = 7.1 

Hz, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 191.3, 163.2, 81.8, 64.6, 23.4, 13.7. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + H]+ Calcd. for C6H8Cl2O3+H: 198.99233; Found: 

198.99223. 

 

2,2-διχλωρομηλονικός διαιθυλεστέρας (11a)35  

Ο μηλονικός διαιθυλεστέρας 11 (0.31 mmol, 50 mg, 20 mM), Oxone (1.24 mmol, 763 

mg) και AlCl3 (1.3 mmol, 174 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο (45-50 oC). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 3 ώρες και το μίγμα 

καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (40:1 εξάνιο: EtOAc) (46 mg, 

65 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 4.37 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 6H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 162.8, 77.4, 64.6, 13.7. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C7H10Cl2NaO4: 250.98484; Found: 

250.98455. 

 

 

 

 

3,3-διχλωροπεντανο-2,4-διόνη (12a)34  

 Η 2,4-πεντανοδιόνη 11 (0.5 mmol, 50 mg, 20 mM), Oxone (0.6 mmol, 369 mg) και 

AlCl3 (0.5 mmol, 67 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική πειραματική 
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μέθοδο (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 10 λεπτά χωρίς 

περαιτέρω καθαρισμό (51 mg, 60 %). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 2.49 (s, 6H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 193.6, 85.8, 24.4. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + H]+ Calcd. for C5H6Cl2O2+H: 168.98176; Found: 

168.98173. 

 

4,4-διχλωροεπταν-3,5-διόνη (13a) 

Η 3,5-επτανοδιόνη 12 (0.39 mmol, 50 mg, 20 mM), Oxone (0.82 mmol, 504 mg) και 

AlCl3 (0.9 mmol, 120 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική πειραματική 

μέθοδο (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 2 ώρες και το μίγμα 

καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (70:1 εξάνιο: EtOAc) (50 mg, 

65 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 2.85 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1,18 (t, J = 7.2 Hz, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 197.3, 85.7, 30.3, 8.4.  

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C7H10Cl2NaO2: 218.99501; Found: 

218.99490. 

 

2,2-διχλωρο-1-φαινυλοβουτανο-1,3-διόνη (14a)17,21  

Η 1-φαινυλοβουτανο-1,3-διόνη 13 (0.31 mmol, 50 mg, 20 mM), Oxone (0,65 mmol, 

398 mg) και AlCl3 (0.71 mmol, 95 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 30 

λεπτά και το μίγμα καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (60:1 

εξάνιο: EtOAc) (47 mg, 65 %). 

 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 8.09-8.06 (m, 2H), 7.65-7.60 (m, 1H), 7.51-7.46 (m, 

2H), 2.46 (s, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 192.2, 185.9, 134.4, 130.9, 130.6, 128.6, 86.4, 24.9. 
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HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C10H8Cl2NaO2: 252.97936; Found: 

252.97902. 

 

2,2-διχλωρο-1,3-διφαινυλπροπανο-1,3-διόνη (15a)18,34  

 Η 1,3-διφαινυλοπροπανο-1,3-διόνη 14 (0.22 mmol, 50 mg, 20 mM), Oxone (0.67 

mmol, 412 mg) και AlCl3 (0.71 mmol, 95 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη 

γενική πειραματική μέθοδο (45 -50 oC). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 24 ώρες και 

το μίγμα καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (60:1 εξάνιο: EtOAc) 

(32 mg, 50 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.98-7.96 (m, 4H), 7.55-7.53 (m, 2H), 7.41-7.38 (m, 

4H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 185.3, 134.2, 131.5, 130.4, 128.7, 87.5. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C15H10Cl2NaO2: 314.99501; Found: 

314.99452. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



184 

 

4.5 Βιβλιογραφία 

 

(1)  Müller, K.; Faeh, C.; Diederich, F. Fluorine in Pharmaceuticals: Looking 

beyond Intuition. Science (80-. ). 2007, 317 (5846), 1881–1886. 

https://doi.org/10.1126/science.1131943. 

(2)  Wilcken, R.; Zimmermann, M. O.; Lange, A.; Joerger, A. C.; Boeckler, F. M. 

Principles and Applications of Halogen Bonding in Medicinal Chemistry and 

Chemical Biology. J. Med. Chem. 2013, 56 (4), 1363–1388. 

https://doi.org/10.1021/jm3012068. 

(3)  Fang, W. Y.; Ravindar, L.; Rakesh, K. P.; Manukumar, H. M.; Shantharam, C. 

S.; Alharbi, N. S.; Qin, H. L. Synthetic Approaches and Pharmaceutical Applications 

of Chloro-Containing Molecules for Drug Discovery: A Critical Review. Eur. J. Med. 

Chem. 2019, 173, 117–153. https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.03.063. 

(4)  Uoto, K.; Ohsuki, S.; Takenoshita, H.; Ishiyama, T.; Iimura, S.; Hirota, Y.; 

Mitsui, I.; Terasawa, H.; Soga, T. Synthesis and Structure-Activity Relationships of 

Novel 2’,2’-Difluoro Analogues of Docetaxel. Chem. Pharm. Bull. 1997, 45 (11), 

1793–1804. https://doi.org/10.1248/cpb.45.1793. 

(5)  Nakayama, K.; Kawato, H. C.; Inagaki, H.; Nakajima, R.; Kitamura, A.; 

Someya, K.; Ohta, T. Synthesis and Antifungal Activity of Rhodopeptin Analogues. 

2. Modification of the West Amino Acid Moiety. Org. Lett. 2000, 2 (7), 977–980. 

https://doi.org/10.1021/ol005630k. 

(6)  Sadhukhan, S.; Santhi, J.; Baire, B. The α,Α‐Dihalocarbonyl Building Blocks: 

An Avenue for New Reaction Development in Organic Synthesis. Chem. – A Eur. J. 

2020, 26 (32), 7145–7175. https://doi.org/10.1002/chem.201905475. 

(7)  Nicolaou, K. C.; Lim, Y. H.; Becker, J. Total Synthesis and Absolute 

Configuration of the Bisanthraquinone Antibiotic BE-43472B. Angew. Chemie Int. 

Ed. 2009, 48 (19), 3444–3448. https://doi.org/10.1002/anie.200900058. 

(8)  Chung, W.; Vanderwal, C. D. Stereoselective Halogenation in Natural Product 

Synthesis. Angew. Chemie Int. Ed. 2016, 55 (14), 4396–4434. 

https://doi.org/10.1002/anie.201506388. 



185 

 

(9)  Song, X.; Tian, S.; Zhao, Z.; Zhu, D.; Wang, M. Controlled Ring-Opening of 

Siloxydifluorocyclopropanes for Carbocyclization: Synthesis of 

Difluorocyclopentenones. Org. Lett. 2016, 18 (14), 3414–3417. 

https://doi.org/10.1021/acs.orglett.6b01567. 

(10)  Huang, F.-Q.; Xie, J.; Sun, J.-G.; Wang, Y.-W.; Dong, X.; Qi, L.-W.; Zhang, 

B. Regioselective Synthesis of Carbonyl-Containing Alkyl Chlorides via Silver-

Catalyzed Ring-Opening Chlorination of Cycloalkanols. Org. Lett. 2016, 18 (4), 684–

687. https://doi.org/10.1021/acs.orglett.5b03649. 

(11)  Bergeron-Brlek, M.; Teoh, T.; Britton, R. A Tandem Organocatalytic α-

Chlorination–Aldol Reaction That Proceeds with Dynamic Kinetic Resolution: A 

Powerful Tool for Carbohydrate Synthesis. Org. Lett. 2013, 15 (14), 3554–3557. 

https://doi.org/10.1021/ol401370b. 

(12)  Yin, Q.; You, S.-L. Asymmetric Chlorination/Ring Expansion for the 

Synthesis of α-Quaternary Cycloalkanones. Org. Lett. 2014, 16 (6), 1810–1813. 

https://doi.org/10.1021/ol5005565. 

(13)  Yamamoto, T.; Ishibuchi, S.; Ishizuka, T.; Haratake, M.; Kunieda, T. 

Stereoselective Intramolecular Radical Addition of Polyhaloacetyl Functions to 2-

Oxazolones. A Facile Synthesis of Statine and Its 2,2-Dichloro and 2,2-Difluoro 

Analogues. J. Org. Chem. 1993, 58 (1), 1997. 

(14)  Pinho, P.; Kalayanov, G.; Westerlind, H.; Rosenquist, Å.; Wähling, H.; Sund, 

C.; Almeida, M.; Ayesa, S.; Tejbrant, J.; Targett-Adams, P.; Eneroth, A.; Lindqvist, 

A. Discovery of β- d -2′-Deoxy-2′-Dichlorouridine Nucleotide Prodrugs as Potent 

Inhibitors of Hepatitis C Virus Replication. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2017, 27 (15), 

3468–3471. https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2017.05.075. 

(15)  Hosein Hakimelahi, G.; Just, G. Trifluoromethanesulfonyl Chloride, a Mild 

Chlorinating Agent. Tetrahedron Lett. 1979, 20 (38), 3643–3644. 

https://doi.org/10.1016/S0040-4039(01)95485-1. 

(16)  Mendonça, G. F.; Sindra, H. C.; de Almeida, L. S.; Esteves, P. M.; de Mattos, 

M. C. S. Trihaloisocyanuric Acids as Convenient Reagents for Regioselective 

Halogenation of β-Dicarbonyl Compounds. Tetrahedron Lett. 2009, 50 (4), 473–475. 

https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2008.11.045. 



186 

 

(17)  Kim, J.-J.; Kweon, D.-H.; Cho, S.-D.; Kim, H.-K.; Lee, S.-G.; Yoon, Y.-J. 

Conversion of Nucleophilic Halides to Electrophilic Halides: Efficient and Selective 

Halogenation of Azinones, Amides, and Carbonyl Compounds Using Metal 

Halide/Lead Tetraacetate. Synlett 2006, 3 (2), 194–200. https://doi.org/10.1055/s-

2006-926224. 

(18)  Duan, X.; Zhou, H.; Tian, X.; Liu, J.; Ma, J. Iodobenzene Dichloride Mediated 

Sequential C–Cl Bond Formation: A Safe, Convenient and Efficient Method for the 

Direct α,α-Dichlorination of β-Dicarbonyl Compounds. Synthesis (Stuttg). 2015, 47 

(06), 777–782. https://doi.org/10.1055/s-0034-1379973. 

 (19)  Pu, X.; Li, Q.; Lu, Z.; Yang, X. N-Chloro-N-Methoxybenzenesulfonamide: A 

Chlorinating Reagent. European J. Org. Chem. 2016, 2016 (36), 5937–5940. 

https://doi.org/10.1002/EJOC.201601226. 

(20)  Wang, J.; Li, H.; Zhang, D.; Huang, P.; Wang, Z.; Zhang, R.; Liang, Y.; Dong, 

D. Divergent Synthesis of α,α-Dihaloamides through α,α-Dihalogenation of β-Oxo 

Amides by Using N -Halosuccinimides. European J. Org. Chem. 2013, 2013 (24), 

5376–5380. https://doi.org/10.1002/ejoc.201300341. 

(21)  Liu, W.; Tan, L.; Zhou, P.; Chen, C.; Zhang, Q. Palladium(II)-Catalyzed 

Sequential C−Cl Bond Formation: A Novel and Efficient Method for Direct α,α-

Dichlorination of β-Dicarbonyl Compounds. Synthesis (Stuttg). 2013, 45 (18), 2600–

2604. https://doi.org/10.1055/s-0033-1338515. 

(22)  Hussain, H.; Geen, I. R.; Ahmed, I. Journey Describing Applications of Oxone 

in Synthetic Chemistry. Chem. Rev. 2013, 113 (5), 3329–3371. 

https://doi.org/10.1021/cr3004373. 

(23)  Alvi, S.; Jayant, V.; Ali, R. Applications of Oxone® in Organic Synthesis: An 

Emerging Geen Reagent of Modern Era. ChemistrySelect 2022, 7 (23). 

https://doi.org/10.1002/slct.202200704. 

(24)  Wu, S.; Ma, H.; Lei, Z. AlCl3-Catalyzed Oxidation of Alcohol. Tetrahedron 

2010, 66 (45), 8641–8647. https://doi.org/10.1016/j.tet.2010.09.035. 

(25)  Montgomery, R. E. Catalysis of Peroxymonosulfate Reactions by Ketones. J. 

Am. Chem. Soc. 1974, 96 (25), 7820–7821. https://doi.org/10.1021/ja00832a040. 



187 

 

(26)  Zolfigol, M. A.; Bagherzadeh, M.; Mallakpour, S.; Chehardoli, G.; Kolvari, 

E.; Choghamarani, A. G.; Koukabi, N. Mild and Heterogeneous Oxidation of 

Urazoles to Their Corresponding Triazolinediones via in Situ Generation Cl+ Using 

Silica Sulfuric Acid/KClO3 or Silica Chloride/Oxone System. Catal. Commun. 2007, 

8 (3), 256–260. https://doi.org/10.1016/j.catcom.2006.04.006. 

(27)  Swamy, P.; Kumar, M. A.; Reddy, M. M.; Narender, N. Mild and Efficient α-

Chlorination of Carbonyl Compounds Using Ammonium Chloride and Oxone 

(2KHSO 5·KHSO 4· K 2SO 4). Chem. Lett. 2012, 41 (4), 432–434. 

https://doi.org/10.1246/cl.2012.432. 

(28)  Zhou, Z. S.; Li, L.; He, X. H. A Simple and Convenient Method for Direct α-

Chlorination of Ketones with Ammonium Chloride and Oxone®. Chinese Chem. Lett. 

2012, 23 (11), 1213–1216. https://doi.org/10.1016/j.cclet.2012.09.014. 

(29)  Giannopoulos, V.; Katsoulakis, N.; Smonou, I. Dichlorination of β-Ketoesters 

and 1,3-Diketones Mediated by Oxone/Aluminum Trichloride Mixture in Aqueous 

Medium. Synthesis (Stuttg). 2022. 54 (10) 2457-2463 https://doi.org/10.1055/s-0041-

1737412. 

(30)  Zibuck, R.; Streiber, J. M. A New Preparation of Ethyl 3-Oxo-4-Pentenoate: A 

Useful Annelating Reagent. J. Org. Chem. 1989, 54 (19), 4717–4719. 

https://doi.org/10.1021/jo00280a055. 

(31)  Presset, M.; Michelet, B.; Guillot, R.; Bour, C.; Bezzenine-Lafollée, S.; 

Gandon, V. Gallium(III)-and Calcium(II)-Catalyzed Meyer–Schuster Rearrangements 

Followed by Intramolecular Aldol Condensation or Endo-Michael Addition. Chem. 

Commun. 2015, 51 (25), 5318–5321. https://doi.org/10.1039/C4CC09514F. 

(32)  Zheng, Z.; Han, B.; Cheng, P.; Niu, J.; Wang, A. A Simple, Mild, and 

Efficient Method for the Preparation of α,α-Dichloroketones with DCDMH Catalyzed 

by Ammonium Chloride. Tetrahedron 2014, 70 (52), 9814–9818. 

https://doi.org/10.1016/j.tet.2014.11.004. 

(33)  Zheng, L. S.; Phansavath, P.; Ratovelomanana-Vidal, V. Synthesis of 

Enantioenriched α,α-Dichloro- and α,α-Difluoro-β-Hydroxy Esters and Amides by 

Ruthenium-Catalyzed Asymmetric Transfer Hydrogenation. Org. Lett. 2018, 20 (17), 

5107–5111. https://doi.org/10.1021/acs.orglett.8b01943. 



188 

 

(34)  Coffey, K. E.; Murphy, G. K. Dichlorination of α-Diazo-β-Dicarbonyls Using 

(Dichloroiodo)Benzene. Synlett 2015, 26 (8), 1003–1007. https://doi.org/10.1055/s-

0034-1380304. 

(35)  Zhang, Y.; Shibatomi, K.; Yamamoto, H. Lewis Acid-Mediated Selective 

Chlorinations of Silyl Enolate. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126 (46), 15038–15039. 

https://doi.org/10.1021/ja0454485. 

 

  



189 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

Χημειοενζυμική σύνθεση οπτικά καθαρών α,α-διχλωρο-β-

υδρόξυ εστέρων 
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5.1 Εισαγωγή 

  Όπως αναφέρθηκε και στο Κεφάλαιο 2, η σύνθεση των ενώσεων που 

περιέχουν αλογόνο είναι ένα πεδίο που προσελκύει το ενδιαφέρον τόσο της 

φαρμακευτικής όσο και της ιατρικής χημείας, αλλά και σε άλλους τομείς όπως είναι τα 

αγροχημικά, τα απορρυπαντικά καθώς και οι βαφές. 1,2,3,4,5  

 Πολλά από τα φυσικά προϊόντα που περιέχουν χλώριο ή φθόριο εμφανίζουν 

αντιβιοτικές και κυτταροτοξικές ιδιότητες,5,6 ενώ αξίζει να σημειωθεί ότι ανάμεσα 

στην πληθώρα των αλογονωμένων ενώσεων ο Διεθνής Οργανισμός Φαρμάκων και 

Τροφίμων (FDA) έχει εγκρίνει κυρίως χλωριωμένες και φθοριωμένες ενώσεις.1,2,3 Η 

σημασία ορισμένων πολύ γνωστών αλογονωμένων φαρμάκων όπως η 

χλωραμφενικόλη, η βανκομυκίνη και η ρεμπεκαμυκίνη αντανακλάται από το γεγονός 

ότι το 25% των φαρμάκων στην αγορά είναι ενώσεις που περιέχουν αλογόνο. Άξιο 

αναφοράς είναι επίσης ότι στα τέλη της δεκαετίας του ‘60 ο αριθμός των 

αλογονωμένων ενώσεων που απομονώθηκαν από φυσικές πηγές ήταν μόλις τριάντα, 

ενώ μέχρι το 2015 αυξήθηκε εντυπωσιακά φτάνοντας ως και τις πέντε χιλιάδες.2,7 

  Ειδικότερα, ενώσεις που περιέχουν στον δομικό τους σκελετό το 

διχλωρομεθυλενικό τμήμα, είτε είναι φυσικά προϊόντα, είτε συνθετικά μόρια 

εμφανίζουν υψηλή βιολογική δραστικότητα.8 Ένα τέτοιο παράδειγμα είναι και οι 

οπτικά καθαροί α,α-διχλωρο-β-υδρόξυ εστέρες που αποτελούν σημαντικά πρόδρομα 

ενδιάμεσα και δομικές μονάδες για μόρια με υψηλή βιολογική δραστικότητα, όπως 

είναι τα ανάλογα των στατινών,9 καθώς επίσης και ο ισχυρός αναστολέας της 

ηπατίτιδας C β-D-2΄-δεοξυ-2΄-διχλωρουριδίνη (Σχήμα 1).10  

 

 Σχήμα 1.  Το α,α-διχλωρομεθυλενικο τμήμα στο δομικό σκελετό βιοδραστικών μορίων.  
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 Στο πλαίσιο αυτό, η ανάπτυξη μιας αποτελεσματικής μεθόδου για την άμεση 

στερεοεκλεκτική σύνθεση οπτικά καθαρών α,α-δίχλωρο-β-υδροξυ εστέρων είναι 

ζωτικής σημασίας. Στην βιβλιογραφία έχει αναφερθεί μόνο ένα παράδειγμα για τη 

σύνθεση των οπτικά καθαρών (R)-α,α-διχλωρο-β-υδροξυ εστέρων μέσω ασύμμετρης 

μεταφοράς υδρογόνου (Asymmetric transfer hydrogenation-ATH), χρησιμοποιώντας 

έναν οργανομεταλλικό καταλύτη (καταλύτης ρουθηνίου του Νoyori) (Σχήμα 2).11 

 Στα πλαίσια της παρούσας διδακτορικής διατριβής προτείνεται μια εξαιρετικά 

αποτελεσματική χημειοενζυμική διεργασία για την σύνθεση επτά διαφορετικών α,α-

διχλωρο-β-υδροξυ εστέρων με εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα και σε πολύ καλές 

αποδόσεις. Οι ενώσεις αυτές μπορεί να προκύψουν από την ασύμμετρη αναγωγή των 

α,α-διχλωρο-β-κετο εστέρων, που όπως περιγράφηκε και στο προηγούμενο κεφάλαιο, 

συντέθηκαν παρουσία Oxone/AlCl3 σε υδατικό περιβάλλον.12 Για την ασύμμετρη 

αναγωγή χρησιμοποιήθηκαν μια σειρά από διαφορετικές NADPH εξαρτώμενες 

κετορεδουκτάσες, οι οποίες αποδείχθηκαν στις περισσότερες των περιπτώσεων 

εξαιρετικά αποτελεσματικοί βιοκαταλύτες (Σχήμα 2). 

 

 

Σχήμα 2. Ασύμμετρη αναγωγή των α,α-διχλωρο-β-κετο εστέρων. 
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 Γενικά η ενζυμική αναγωγή των προχειρόμορφων κετονών με αναγωγικά 

ένζυμα, όπως είναι οι αλκοολικές αφυδρογονάσες-κετορεδουκτάσες , αποτελεί εδώ και 

πολλά χρόνια ένα σημαντικό και πολύτιμο εργαλείο για την σύνθεση οπτικά ενεργών 

αλκοολών.13,14,15 Η ερευνητική μας ομάδα τα προηγούμενα χρόνια έχει δείξει ότι η 

στερεοεκλεκτική ενζυμική αναγωγή προχειρόμορφων υποστρωμάτων, όπως οι α-

υποκατεστημένοι-β-κετο εστέρες, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την σύνθεση 

πολύτιμων χειρόμορφων ενδιαμέσων με εξαιρετική οπτική καθαρότητα.16-19 

 

5.2 Ανάλυση-Συζήτηση αποτελεσμάτων 

 Για την ανάπτυξη της συγκεκριμένης χημειοενζυμικής διεργασίας αρχικά 

συντέθηκαν επτά διαφορετικοί α,α-διχλωρο-β-κετο εστέρες χρησιμοποιώντας το 

σύστημα Oxone/AlCl3 σε υδατικό περιβάλλον όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως 

(Σχήμα 3). 

 

 

Σχήμα 3. Σύνθεση α,α-διχλωρο-β-κετο εστέρων παρουσία Οxone/AlCl3 σε υδατικό 

περιβάλλον. 

 

 Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκαν οι χημικές αναγωγές των ενώσεων 1a-7a  με 

ΝaBH4, με σκοπό την σύνθεση των ρακεμικών μιγμάτων των ενώσεων 1b-7b, έτσι 

ώστε να χρησιμοποιηθούν ως πρότυπα για την σύγκριση με τα προϊόντα των ενζυμικών 

αναγωγών (Σχήμα 4). 
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Σχήμα 4. Χημική αναγωγή των α,α-διχλωρο-β-κετο εστέρων 1a-7a. 

 

 Έπειτα ακολούθησαν οι στερεοεκλεκτικές αναγωγές των α,α-δίχλωρο-β-κετο 

εστέρων με την χρήση διαφορετικών NADPH-εξαρτώμενων κετορεδουκτασών, 

προκειμένου να προκύψουν οι οπτικά ενεργοί α,α-διχλωρο-β-υδροξυ εστέρες 1b-7b. H 

χρήση του νικοταμιδικού συμπαράγοντα NADPH γίνεται σε καταλυτικές ποσότητες 

και έτσι χρησιμοποιείται ένα σύστημα που περιλαμβάνει την χρήση ενός δεύτερου 

ενζύμου της αφυδρογονάσης της γλυκόζης GDH για την αναγέννηση του 

συμπαράγοντα.16  

 Σαν αρχικό υπόστρωμα για την μελέτη στης στερεοεκλεκτικής αναγωγής  

επιλέχθηκε ο 2,2-διχλωρο-3-οξοβουτανοϊκός τριτ-βουτυλεστέρας 1a και η ενζυμική 

του αναγωγή διερευνήθηκε χρησιμοποιώντας αρκετές κετορεδουκτάσες. Πριν από τη 

διεξαγωγή των ενζυμικών αναγωγών, δοκιμάστηκε η σταθερότητα του υποστρώματος 

1a υπό τις συνήθεις συνθήκες ενζυμικής αντίδρασης (ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 

200 mM, pH 6,9 και 37 oC) και βρέθηκε σταθερό στις συνθήκες αντίδρασης. Στη 

συνέχεια πραγματοποιήθηκαν οι ενζυμικές αντιδράσεις του υποστρώματος 1a 

εφαρμόζοντας, όπως προαναφέρθηκε, το καλά εδραιωμένο σύστημα GDH/γλυκόζης 

για την αναγέννηση του NADPH. Όλα τα ένζυμα που δοκιμάστηκαν έδειξαν 

εξαιρετική δραστικότητα (conv. >99%) σε σύντομο χρόνο αντίδρασης (λιγότερο από 

μία ώρα) (Πίνακας 1). Συγκεκριμένα, πέντε από τις έξι βιοκαταλυτικές αναγωγές 

οδήγησαν στον (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυβουτανοϊκό τριτ-βουτυλεστέρα 1b με 

εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα, (> 99% ee) η οποία προσδιορίστηκε με την χρήση 

αέριας χρωματογραφίας με τη χρήση χειρόμορφης κολώνας. (Σχήμα 5). Η απόλυτη 

στερεοδομή του ανηγμένου προϊόντος προσδιορίστηκε με φασματοσκοπία 1H-NMR 
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χρησιμοποιώντας ΜPA εστέρες, σύμφωνα με την καθιερωμένη μέθοδο Mosher20 και 

βρέθηκε ότι είναι το εναντιομερές (S)-1b (Σχήμα 6).  

 

α) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

β) 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 5. α) Χρωματογράφημα του ρακεμικού μίγματος της ένωσης 1b με χειρόμορφη στήλη, 

β) σύγκριση του ρακεμικού μίγματος με το προϊόν ενζυμικής αναγωγής από τις 

κετορεδουκτάσες 101,112,119 όπου προκύπτει το εξαιρετικό ποσοστό εναντιομερικής 

περίσσειας (>99 % ee). 
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(S)-MPA εστέρας 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 6. Προσδιορισμός της απόλυτης στερεοδομής του ανηγμένου υποστρώματος 1b (από 

την Κred 119) μέσω χειρόμορφης παραγοντοποίησης με MPA-εστέρες και τη χρήση 

φασματοσκοπιας 1Η-NMR. 

 

 

 Από το παραπάνω σχήμα όπου παρατίθενται τα φάσματα 1H-NMR των R-

MPA και S-MPA εστέρων του ανηγμένου προϊόντος 1b μπορεί να προκύψει η 

στερεοαπεικόνιση του μεθινικού άνθρακα που φέρει την υδροξυλομάδα και εν τέλει η 

απόλυτη στερεοδομή του προϊόντος. Αν υποθέσουμε ότι στερεοχημεία του 

συγκεκριμένου ασύμμετρου κέντρου είναι (R) τότε με βάση την θεωρία20 θα πρέπει η 

διαφορά μετατοπίσης ΔδR-S σε ppm των υδρογόνων Η1 του μεθυλίου να είναι θετική, 

ενώ των υδρογόνων Η3 της τριτ-βουτυλο ομάδας να είναι αρνητική. Από τα φάσματα 

όμως μπορούμε να διαπιστώσουμε ξεκάθαρα ότι οι διαφορές αυτές έχουν αντίθετο 

πρόσημο. Πιο συγκεκριμένα η ΔδR-S των Η1 είναι αρνητική, ενώ αντίστοιχα η ΔδR-S 
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των Η3 είναι θετική (-0.21 ppm και +0.18 ppm αντίστοιχα). Έτσι λοιπόν η αρχική μας 

υπόθεση ήταν λανθασμένη οπότε η στερεοχημεία της ένωσης 1b είναι (S).  

 

 Έπειτα από τα πρώτα επιτυχημένα αποτελέσματα, διερευνήθηκαν οι 

βιοαναγωγές μιας σειράς α,α-διχλωρο-β-κετο εστέρων 1a-7a, συμπεριλαμβανομένων 

διαφόρων αλκυλικών υποκαταστατών στον β-καρβονυλο-άνθρακα (υποστρώματα 1a-

5a), μια προπάργυλο ομάδα (6a) και μια κυκλοέξυλο ομάδα (7a), υπό τις ίδιες 

συνθήκες αντίδρασης. Η σταθερότητα όλων αυτών των υποστρωμάτων δοκιμάστηκε 

υπό τις συνήθεις συνθήκες ενζυμικής αντίδρασης πριν από τη διεξαγωγή των 

αντιδράσεων και όλα τα υποστρώματα βρέθηκαν να είναι σταθερά εκτός από το 

υπόστρωμα 2a που άρχισε να αποσυντίθεται μετά από 3 ώρες. Πράγματι, αυτοί οι 

ασύμμετροι μετασχηματισμοί προχώρησαν αποτελεσματικά για να δώσουν τους 

αντίστοιχους α,α-διχλωρο-β-υδροξυ εστέρες (1b-7b) σε εξαιρετική μετατροπή (>99%) 

και εναντιοεκλεκτικότητα (>99% ee, Πίνακας 1). Σε όλες τις περιπτώσεις η απόλυτη 

στερεοδομή προσδιορίστηκε με τη χρήση ΜPA εστέρων με φασματοσκοπία 1Η NMR 

όπως αναφέρθηκε και παραπάνω και σε όλες τις περιπτώσεις βρέθηκε να είναι (S).  

 

Πίνακας 1. Εναντιοεκλεκτικές ενζυμικές αναγωγές των α,α-διχλωρο-β-κετο εστερων 1a-7a. 
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α/α          Υπόστρωμα                 KREDsα                 Χρόνος                        Conv. % β           ee. %γ         προϊόν δ           

     
 
1 
 
 
 
 

                   101 

                   112 

                   114 

                   119 

                   121 

                        123  

  

 

 

               30min 

               30 min 

               30 min 

               30 min 

               40 min 

               40 min 

>99 

>99 

>99 

>99 

>99 

>99 

>99 

>99 

>99 

>99 

  74 

>99 

 
2  

 
 
 
 
 

                   101 

                   112 

                   114 

    1 h 

    3 h 

    3 h 

>99 

 81 

 65 

>99 

>99 

  74 

3                    101 

                   114 

                   121 

                   123 

        2 h 

      16 h 

        4 h 

        4 h 

>99 

>99 

>99 

>99 

>99 

  96 

>99 

>99 
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                   101 

                   112 

                   114 

                   121 

                        123 

 

                   101ε 

                   112ε 

                  114 

                  123 

        2 h 

        6 h 

      2.5 h 

        6 h 

        3 h 

 

        5 h 

        5 h 

      16 h 

        8 h 

            >99 

>99 

>99 

>99 

>99 

 

                95 

                87 

                69 

                84 

>99 

>99 

  96 

>99 

>99 

 

>99 

>99 

  88 

  93 
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7        
 
 

 

                  

                 101 

                 112 

                 114 

                 121 

                 123 

 

 

  

                 101 

 

 

      4 h 

      5 h 

     5 h 

     7 h 

     5 h 

 

 

 

                 24 h 

 

 

              >99 

              >99 

              >99 

              >99 

              >99 

 

 

 

               91 

 

 

>99 

>99 

>99 

>99 

  79 

 

 

 

>99 

αΚετορεδουκτάσες. β Οι αντιδράσεις παρακολουθήθηκαν με αέρια χρωματογραφία. γ 

Προσδιορίστηκε με αέρια χρωματογραφία χρησιμοποιώντας χειρόμορφη στήλη. δ Η απόλυτη 

διαμόρφωση προσδιορίστηκε με την εύρεση της στερεοχημείας της υδρόξυ ομάδας με τη 
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χρήση ΜPA εστέρων και φασματοσκοπίας 1H-NMR. ε Ο σχηματισμός ενός απροσδιόριστου 

παραπροϊόντος παρατηρήθηκε με αέρια χρωματογραφία. 

 

 

 Μετά από δοκιμή με μια σειρά από διαφορετικές κετορεδουκτάσες , το 

καλύτερο αποτέλεσμα για την αναγωγή του 2,2-διχλωρο-3-οξοπεντανοϊκού 

μεθυλεστέρα 2a ήταν με την Kred 101. Η μετατροπή χρησιμοποιώντας αυτό το ένζυμο 

ήταν >99% δίνοντας το αντίστοιχο (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυπεντανοϊκό μεθυλεστέρα 

2b με εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα (>99% ee) σε σύντομο χρονικό διάστημα (1 

ώρα αντίδρασης). Στη συνέχεια, αξιοσημείωτα ήταν και τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν από την εναντιοεκλεκτική ενζυμική αναγωγή του α,α-διχλωρο-β-

κετοεστέρα 3. Και τα τέσσερα ένζυμα έδειξαν εξαιρετική δραστικότητα (>99% conv.) 

και το προϊόν της βιοαναγωγής (S)-3b σχηματίστηκε με εξαιρετική 

εναντιοεκλεκτικότητα (> 99 ee με τις Κreds 101, 121 και 123 και 96% ee με την Kred 

114) (Πίνακας 1). Είναι ενδιαφέρον να σημειωθεί εδώ ότι η ενζυμική αναγωγή του 

υποστρώματος 3b με χρήση της Kred 101 πραγματοποιήθηκε επίσης σε μεγάλη 

κλίμακα. Στην περίπτωση του 2,2-διχλωρο-3-οξοεπτανοϊκού μεθυλεστέρα 4a, οι Kreds 

101, 112, 121 και 123 εμφάνισαν εξαιρετική δραστικότητα (>99% conv.) και 

εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα (>99% ee) αποδίδοντας αποκλειστικά το (S)-4b 

εναντιομερές. Επιπλέον, διερευνήθηκε η αναγωγή του α,α-διχλωρο-β-κετοεστέρα 5a ο 

οποίος φέρει τον στερεοχημικά παρεμποδισμένο β-καρβονυλικό άνθρακα λόγω της 

παρουσίας μιας ισοπρόπυλο ομάδας. Στην περίπτωση αυτή, εκτός από το κύριο προϊόν 

αναγωγής 5b, παρατηρήθηκε ο σχηματισμός ενός παραπροϊόντος που εντοπίστηκε  με 

αέρια χρωματογραφία GC, και το οποίο δεν προσδιορίστηκε. Πιο συγκεκριμένα, όταν 

χρησιμοποιήθηκαν οι Kreds 101 και 112, το παραπροϊόν σχηματίστηκε σε απόδοση 

8% και 15% αντίστοιχα. Όταν χρησιμοποιήθηκε η Kred 123, μετά από χρόνο 

αντίδρασης 8 ωρών, η μετατροπή ήταν 84% χωρίς τον σχηματισμό οποιουδήποτε 

παραπροϊόντος. Ωστόσο, σε όλες τις περιπτώσεις η εναντιοεκλεκτικότητα των ενζύμων 

ήταν πολύ υψηλή, ιδιαίτερα όταν χρησιμοποιήθηκαν τα Kreds 101 και 112, το 

εναντιομερές (S)-5b σχηματίστηκε με εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα (> 99 ee). Τα 

αποτελέσματα των βιοαναγωγών του α,α-διχλωρο-β-κετο εστέρα 6a ήταν επίσης 

εντυπωσιακά καθώς πέντε θετικά ένζυμα βρέθηκαν να παρουσιάζουν εξαιρετική 

δραστικότητα (> 99% conv), ενώ σε τέσσερις περιπτώσεις (Kreds 101, 112, 114 και 

121) το (S)-6a συντέθηκε με εξαιρετική εναντιοεκλεκτικότητα (> 99% ee). Τέλος, για 
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την ενζυμική αναγωγή του 2,2-διχλωρο-3-κυκλοεξυλ-3-οξοπροπανοϊκού μεθυλεστέρα 

7a, μεταξύ πολλών κετορεδουκτασών που εξετάστηκαν το μόνο θετικό ένζυμο ήταν η 

Kred 101. Σε αυτή την αναγωγή ο (S)-α,α-διχλωρο-β-υδροξυ εστέρας 7b συντέθηκε 

μετά από 24 ώρες, με εξαιρετική οπτική καθαρότητα (>99% ee) και υψηλή μετατροπή 

(91% conv). Το γεγονός ότι μόνο η Kred 101 ήταν δραστική για την επιτυχή αναγωγή 

του 7a, θα μπορούσε να είναι απόρροια  της στερεοχημικής παρεμπόδισης στο κέντρο 

αντίδρασης του καρβονυλίου από την παρουσία της ογκώδους κυκλοέξυλο ομάδας. Οι 

παραπάνω ενζυμικές αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν και σε τέσσερις φορές 

μεγαλύτερη κλίμακα (0.08-0.1 mmol) χρησιμοποιώντας την Kred-101 και τα προϊόντα 

της αναγωγής απομονώθηκαν σε αρκετά καλές αποδόσεις (50-84%, Πίνακας 2).  

 

Πίνακας 2. Ενζυμική αναγωγή των α,α-διχλωρο-β-κετο εστέρων 1a-7a με την Kred-101 σε 

τέσσερις φορές μεγαλύτερη κλίμακα. 

 

 

 

 

α/α Υπόστρωμα KRED Χρόνος 
Απόδοση 

% 
ee % Προϊόν 

1 

 

101 30 min 69 >99 
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 Θα πρέπει να σημειωθεί εδώ ότι η παρούσα νέα ενζυμική μεθοδολογία σε 

σύγκριση με την καταλυτική μέθοδο με τον οργανομεταλλικό καταλύτη Ru, 

παρουσιάζει καλύτερη δραστικότητα και μικρότερο χρόνο αντίδρασης για ορισμένα 

υποστρώματα.11 Για παράδειγμα, η ασύμμετρη αναγωγή του α,α-διχλώρο-β-κετο 

εστέρα 1a ολοκληρώθηκε μέσα σε 30 λεπτά με την παρούσα μεθοδολογία, ενώ με την 

προηγούμενη μέθοδο σε 2.5 ώρες. Ομοίως, το υπόστρωμα 3a ανάχθηκε σε 2 ώρες με 

την παρούσα μέθοδο σε σύγκριση με την οργανομεταλλική κατάλυση που απαιτούσε 

22 ώρες. Επίσης είναι αξιοσημείωτο, ότι ενώ η ασύμμετρη μεταφορά υδρογόνου με 

τον χειρόμορφο καταλύτη Ru δεν δεν ήταν αποτελεσματική για τον α,α-διχλωρο-β-

κετο εστέρα 5a, η ενζυμική μεθοδολογία οδήγησε στο ανηγμένο προϊόν με >99% 

εναντιοεκλεκτικότητα και 95% μετατροπή σε 5 ώρες. Όταν όμως η συγκεκριμένη 

2 

 

101 1 h 75 >99 

 

3 

 

101 2 h 65 >99 
 

4 

 

101 2 h 84 >99 
 

5 

 

101 5 h 60 >99 

 

6 

 

101 4 h 50 >99 

 

7 

 

101 24 h 50 >99 
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μεθοδολογία εφαρμόστηκε σε υποστρώματα υποκατεστημένα με αρυλο ομάδες στον 

β-καρβονυλικό άνθρακα οι κετορεδουκτάσες έδειξαν πολύ χαμηλή δραστικότητα. 

 

5.3 Συμπεράσματα 

 

 Συμπερασματικά, αναπτύχθηκε μια αρκετά αποτελεσματική χημειοενζυμική 

μεθοδολογία για τη σύνθεση επτά οπτικά καθαρών α,α-διχλωρο-β-υδρόξυ εστερων σε 

δύο στάδια, ξεκινώντας από β-κετο εστέρες, με στάδιο κλειδί την εναντιοεκλεκτική 

βιοαναγωγή των α,α-διχλωρο-β-κετο εστέρων χρησιμοποιώντας NADPH-εξαρτώμενες 

κετορεδουκτάσες. Αυτός ο νέος βιομετασχηματισμός παρέχει σε ένα μόνο συνθετικό 

στάδιο τους (S)-α,α-διχλωρο-β-υδρόξυ εστέρες 1b-7b με εξαιρετικά ποσοστά 

μετατροπής, αρκετά υψηλές αποδόσεις και το κυριότερο, με εξαιρετική 

εναντιοεκλεκτικότητα (>99% ee). Αξίζει να σημειωθεί ότι σε σύγκριση με την 

προηγούμενη καταλυτική μέθοδο που βασίζεται στη ασύμμετρη μεταφορά υδρογόνου 

μέσω του χειρόμορφου καταλύτη ρουθηνίου όπου συντέθηκαν οι (R)-α,α-διχλωρο-β-

υδρόξυ εστέρες, στην παρούσα μελέτη τα συγκεκριμένα υποστρώματα συντέθηκαν 

αποκλειστικά με την αντίθετη στεροχημεια δηλαδή την (S). Έτσι λοιπόν, είναι η πρώτη 

φορά στην βιβλιογραφία που συντίθενται αποκλειστικά οι (S)-α,α-διχλωρο-β-υδροξυ 

εστέρες με εξαιρετική οπτική καθαρότητα. Άξιο αναφοράς είναι επίσης ότι στην 

περίπτωση του α,α-διχλωρο-β-κετο εστέρα 5a, ενώ ο χειρόμορφος καταλύτης 

ρουθηνίου δεν ήταν αποτελεσματικό αναγωγικό, η ενζυμική μεθοδολογία αποδείχθηκε 

εξαιρετικά αποτελεσματική οδηγώντας στο ανηγμένο προϊόν με πολύ υψηλή 

μετατροπή, σε αρκετά υψηλή απόδοση και το κυριότερο με εξαιρετική 

εναντιοεκλεκτικότητα. Βέβαια στην περίπτωση των άρυλο υποκατεστημένων α,α-

διχλωρο-β-κετο εστέρων οι κετορεδουκτάσες έδειξαν πολύ χαμηλή δραστικότητα. Ένα 

επιπλέον πλεονέκτημα αυτής της μεθόδου πέρα από την αποτελεσματικότητα που 

επέδειξε, είναι ότι μπορεί να χαρακτηριστεί ως πράσινη και πιο φιλική προς το 

περιβάλλον. Η συγκεκριμένη μελέτη δημοσιεύτηκε πρόσφατα στο ευρέως γνωστό 

περιοδικό European Journal of Organic Chemistry.21 



203 

 

 Στο άμεσο μέλλον θα μπορούσε να γίνει μια περαιτέρω διερεύνηση της 

συγκεκριμένης μεθοδολογίας χρησιμοποιώντας ως υποστρώματα τα α,α-διχλωρο-β-

κετο αμίδια. 
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5.4 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



205 

 

Όργανα και αντιδραστήρια 

 

Τα φάσματα NMR ελήφθησαν σε θερμοκρασία δωματίου χρησιμοποιώντας 

φασματόμετρα 300 και 500 MHz της σειράς Bruker Avance. Οι χημικές μετατοπίσεις 

αντιστοιχούν σε ppm και σχετίζονται σύμφωνα με την κορυφή του διαλύτη (CDCl3, δ: 

7.26, 13CDCl3, δ: 77.0). Η πολλαπλότητα κάθε κορυφής αντιστοιχεί στο ακόλουθο 

σύμβολο: s, singlet, d, doublet t, triplet, q, quartet, sext, sextet, sept, septet, m, multiplet, 

br, broad. Τα φάσματα HRMS ελήφθησαν με Q-Exactive Plus Orbitrap MS (Thermo 

Scientific), Πηγή: H-ESI. Οι μετρήσεις οπτικής στροφης ελήφθησαν με χρήση του 

Αυτόματου Πολωσίμετρου ΑΑ-65 (Optical Activity LTD). Ο διαχωρισμός και ο 

καθαρισμός των προϊόντων επιτεύχθηκε με χρωματογραφία στήλης. Ως στατική φάση 

χρησιμοποιήθηκε silica gel, ενώ ως διαλύτης έκλουσης χρησιμοποιήθηκε μίγμα 

διαλυτών εξανίου/οξικού αιθυλεστέρα. Η πρόοδος των χημικών αντιδράσεων 

ελέγχθηκε με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας (TLC) χρησιμοποιώντας πλάκες silica 

gel (Merck gade 60 F254) και σε αρκετές περιπτώσεις με αέρια χρωματογραφία 

συζευγμένη με φασματόμετρο μάζας (GC-MS) χρησιμοποιώντας SHIMADZU GC-

MS QP5050 εξοπλισμένο με μια τριχοειδή στήλη Supelco (MDN-5). 30nm x 0.25mm 

x 0.25μm) και ανιχνευτή μάζας χημικού ιονισμού (5971A MS). Η πρόοδος των 

ενζυμικών αντιδράσεων παρακολουθήθηκε με αέρια χρωματογραφία χρησιμοποιώντας 

αέριο χρωματογράφο SHIMADZU GC-2014 εξοπλισμένο με ανιχνευτή FID και μη 

πολική στήλη (HP-5 τριχοειδές, 30 m × 0,32 mm × 0,25 μm, 5% diphenyl and 95% 

dimethylpolysiloxane). Τα ποσοστά εναντιοεκλεκτικότητας προσδιορίστηκαν και πάλι 

με αέρια χρωματογραφία χρησιμοποιώντας χειρόμορφη στήλη (J&W CP-Chirasil-Dex 

CB (25 × 0,25 × 0,25 μm) με συνολικό μήκος 25 m). Το τετραϋδροφουράνιο (THF) 

ξηράνθηκε με απόσταξη σε συσκευή Soxhlet παρουσία νατρίου (Na) και 

βενζοφαινόνης. Οι κετορεδουκτάσες (Kreds), η αφυδρογονάση της γλυκόζης (GDH) 

και το NADP+ ήταν εμπορικά διαθέσιμες (Codexis-Biocatalytics, Johnson Matthey, 

Prozomix και Johnson Matthey). 
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Γενικές μέθοδοι σύνθεσης των β-κετο εστέρων. 

 

Οι β-κετο εστέρες 1, 2, 3 και 4 είναι εμπορικά διαθέσιμοι. Οι β-κετο εστέρες 5, 7 

παρασκευάστηκαν με αντίδραση αλδολικής συμπύκνωσης ακολουθούμενη από 

οξείδωση. 

 

Γενική μέθοδος αλδολικής συμπύκνωσης για τη σύνθεση του 3-υδροξυ-4-μεθυλο 

πεντανοϊκού μεθυλεστέρα και του 3-κυκλοεξυλo-3-υδροξυπροπανοϊκού 

μεθυλεστέρα. 

Κάτω από ατμόσφαιρα αζώτου και σε ξηρό THF πρόσφατα απεσταγμένη ξηρή 

διισοπροπυλαμίνη (6.21 mmol, 870 μL) διαλύθηκε στους 0 °C. Το διάλυμα αναδεύτηκε 

για 10-15 λεπτά και στη συνέχεια προστέθηκε στάγδην n-Buli (6.21 mmol. 3.9 mL). 

Το μίγμα αναδεύτηκε για 15 λεπτά στους 0 °C και στη συνέχεια ψύχθηκε στους -78 

°C. Ακολούθησε η στάγδην προσθήκη ενός διαλύματος οξικού μεθυλεστέρα (2.7 

mmol, 200 mg, 215 μL) σε ξηρό THF και στη συνέχεια το μίγμα αναδεύτηκε για άλλα 

20 λεπτά. Στη συνέχεια προστέθηκε στάγδην η πρόσφατα αποσταγμένη αλδεΰδη (3.24 

mmol ισοβουτυραλδεΰδης, και 2.7 mmol κυκλοεξανοκαρβαλδεΰδης ). Η αντίδραση 

παρακολουθήθηκε με TLC. Στο τέλος της αντίδρασης, προστέθηκε κορεσμένο υδατικό 

διάλυμα NH4Cl (20 mL) και πραγματοποιήθηκαν τρεις εκχυλίσεις με οξικό 

αιθυλεστέρα (3 Χ 15 mL). Οι συνδυασμένες οργανικές στιβάδες εκπλύθηκαν με 

κορεσμένο διάλυμα ΝaCl (15 mL), ξηράνθηκαν με άνυδρο MgSΟ4 και ο διαλύτης 

απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση μέχρι ξηρού. 

 

3-υδροξυ-4-μεθυλο πεντανοϊκός μεθυλεστέρας 

Οξικός μεθυλεστέρας (2.7 mmol, 200 mg, 215 μL) και ισοβουτυραλδεΰδη (3.24 mmol, 

296 μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική μέθοδο της αλδολικής 

συμπύκνωσης. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα και δεν χρειάστηκε περαιτέρω 

καθαρισμός (355 mg, 90 %). 
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1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ  3.79-3.76 (m, 1H), 3.71 (s, 3H), 2.51 (dd, J1 = 16.3 Hz, 

J2 = 2.8 Hz, 1H), 2.41 (dd, J1 = 16.3 Hz, J2 = 9.6 Hz, 1H), 1.74-1.67 (m, 1H), 0.95 (d, 

J = 6.8 Hz, 3H), 0.92 (d, J = 6.8 Hz, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ  173.8, 72.7, 51.7, 38.3, 33.2, 18.3, 17.7. 

 

3-κυκλοεξυλo-3-υδροξυπροπανοϊκός μεθυλεστέρας 

Οξικός μεθυλεστέρας (2.7 mmol, 200 mg, 215 μL) και κυκλοεξανοκαρβαλδεΰδη (2.7 

mmol, 327 μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική μέθοδο της αλδολικής 

συμπύκνωσης. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα και το μίγμα της αντίδρασης 

καθαρίστηκε με χρωματογραφία στήλης (Εξάνιο:EtOAc, v/v, 30:1) (402 mg, 80 %). 

1H NMR (500 MHz; CDCl3): δ 3.78 (ddd, J1= 9.6 Hz, J2=6.3 Hz, J3= 2.8 Hz, 1H), 3.75 

(s, 3H), 2.52 (dd, J1=16.3  Hz, J2=2.8 Hz, 1H), 2.42 (dd, J1=16.3 Hz, J2= 9.6 Hz, 1H), 

1.87-1.84 (m, 1H), 1.77-1.73 (m, 2H), 1.67-1.64 (m, 2H), 1.41-1.34 (m, 1H), 1.24-1.12 

(m, 4H), 1.08-0.98 (m, 2H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 173.9, 72.1, 51.7, 43.0, 38.3, 28.8, 28.2, 26.4, 26.1, 

26.0. 

 

Γενική μέθοδος οξείδωσης Jones για τη σύνθεση του 4-μεθυλο-3-οξοπεντανοϊκού 

μεθυλεστέρα (5) και του 3-κυκλοεξυλο-3-οξοπροπανοϊκού μεθυλεστέρα (7). 

Σε ένα φιαλίδιο των 22 mL, ο αντίστοιχος β-υδροξυ εστέρας (1.5 mmol) διαλύθηκε σε 

5 mL ακετόνης και το διάλυμα ψύχθηκε στους 0 °C. Στη συνέχεια προστέθηκε στάγδην 

το αντιδραστήριο Jones (1.62 mmol, 540 μL διαλυμένα σε 1 mL ακετόνης). Η 

αντίδραση παρακολουθήθηκε με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας TLC. Μετά την 

ολοκλήρωση της αντίδρασης, προστέθηκε 1 mL 2-προπανόλης για να εξουδετερώσει 

την περίσσεια του αντιδραστηρίου Jones. Στη συνέχεια προστέθηκε ρυθμιστικό 

φωσφορικού νατρίου pΗ 8.0 (8 mL, 200 mM) και το μίγμα εκχυλίστηκε με 

διαιθυλαιθέρα (2 X 15 mL). Οι συνενωμένες οργανικές στιβάδες διηθήθηκαν 

χρησιμοποιώντας ένα P3/P4 buchner πληρωμένο με silica gel, ξηράνθηκαν με άνυδρο 

MgSΟ4 και ο διαλύτης απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση μέχρι ξηρού. 

4-μεθυλ-3-οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (5) 
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Ο 3-υδροξυ-4-μεθυλπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (1.5 mmol, 216 mg) και το 

αντιδραστήριο Jones (540 μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική πειραματική 

μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 30 λεπτά χωρίς περαιτέρω καθαρισμό (162 

mg, 75 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 3.73 (s, 3H), 3.50 (s, 2H), 2.71 (sept, J = 6.9 Hz, 1H), 

1.13 (d, J = 6.9 Hz, 1H).  

13C NMR (125MHz, CDCl3): δ  206.3, 167.8, 52.3, 46.8, 41.2, 17.9. 

 

3-κυκλοεξυλο-3-οξοπροπανοϊκός μεθυλεστέρας (7) 

Ο 3-κυκλοεξυλo-3-υδροξυπροπανοϊκός μεθυλεστέρας (1.5 mmol, 276 mg) και το 

αντιδραστήριο Jones (540 μL) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική πειραματική 

μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 40 λεπτά και το μίγμα της αντίδρασης 

καθαρίστηκε με χρωματογραφία στήλης (Εξάνιο:EtOAc, v/v, 30:1). Το προϊόν 

απομονώθηκε ως μίγμα κετόνης-ενόλης σε αναλογία 83:17 (166 mg, 60 %). 

1H NMR (500 MHz; CDCl3): δ 12.05 (s.br, 1Henol), 4.96 (s, 1Henol), 3.73 (s, 3Hketo), 

3.71 (s, 3Henol), 3.49 (s, 2Hketo), 2.47-2.42 (m, 1Hketo-enol), 1.89-1.86 (m, 2Hketo-enol), 

1.80-1.77 (m, 2Hketo-enol), 1.68-1.65 (m, 1Hketo-enol), 1.38-1.17 (m, 5Hketo-enol). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 205.7, 167.9, 86.6, 52.3, 51.0, 47.0, 43.5, 29.9, 28.1, 

25.8, 25.7, 25.4. 

 

Σύνθεση του 3-οξοεπτ-6-ινοϊκού μεθυλεστέρα (6)22  

Σε δίλαιμη φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου προστέθηκε ξηρή διισοπροπυλαμίνη (7.57 

mmol, 1 mL) σε 20 mL THF και το διάλυμα ψύχθηκε στους 0 °C. Στη συνέχεια 

προστέθηκε στάγδην το n-Buli (7.57 mmol. 1.6 Μ, 4.8 mL). Το μίγμα αναδεύτηκε για 

15 λεπτά στους 0 °C. Προστέθηκε στάγδην ο ακετοξικος μεθυλεστέρας (3.44 mmol, 

400 mg). Το μίγμα αναδεύτηκε για άλλα 15 λεπτά και στη συνέχεια προστέθηκε το 

προπαργυλο βρωμίδιο (80% σε τολουόλιο, 3.44 mmol, 382 μL). Η αντίδραση αφέθηκε 

να έρθει αργά σε θερμοκρασία δωματίου και έπειτα αναδεύτηκε για άλλες 5 ώρες. 

Μετά το πέρας της αντίδρασης προστέθηκε στο μίγμα κορεσμένο διάλυμα NH4Cl και 

πραγματοποιήθηκαν εκχυλίσεις με EtOAc (2 Χ 15 mL). Η οργανική στιβάδα 
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εκπλύθηκε με κορεσμένο διάλυμα NaCl, έπειτα ξηράνθηκε με MgSΟ4 και ο διαλύτης 

απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση. Το  μίγμα της αντίδρασης καθαρίστηκε με 

χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 40:1 v/v  ) (212 mg, 40 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 3.74 (s, 3H), 3.48 (s, 2H), 2.80 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 

2.47 (td, J= 7.3, 2.7 Hz, 2H), 1.96 (t, J = 2.7 Hz, 1H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 200.4, 167.3, 82.4, 69.0, 52.4, 48.9, 41.6, 12.8. 

 

Γενική πειραματική μέθοδος  για την α,α-διχλωρίωση των β-κετο εστέρων 1-7. 

150 mg των β-κετοεστέρων (40 mM για τα υποστρώματα 1, 2, 3, 5, 6, 7 ή 20 mM για  

το 4) διαλύθηκαν σε απιονισμένο νερό. Oxone (1.5-2.1 ισοδ.) και AlCl3 (1.7-2.3 ισοδ.) 

προστέθηκαν και το μίγμα αναδεύτηκε για 30 λεπτά έως 2.5 ώρες σε θερμοκρασία 

δωματίου. Η αντίδραση παρακολουθήθηκε με TLC και GC-MS. Μετά την 

ολοκλήρωση της αντίδρασης, προστέθηκε κορεσμένο διάλυμα (40%) άλατος Rochelle 

και το μίγμα εκχυλίστηκε με διαιθυλαιθέρα (2 x 20 mL). Οι συνδυασμένες οργανικές 

φάσεις ξηράνθηκαν με MgSΟ4 και ο διαλύτης απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση 

μέχρι ξηρού. Όπου ήταν απαραίτητο, διεξήχθη περαιτέρω καθαρισμός 

χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξοβουτανοϊκός τριτ-βουτυλεστέρας (1a) 

O ακετοξικός τριτ-βουτυλεστέρας 1 (0.95 mmol, 150 mg, 40 mM), Οxone (2 mmol, 

1228 mg) και AlCl3 (2.19 mmol, 291 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 2.5 ώρες και το μίγμα της 

αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 

40:1 v/v) (172 mg, 80 %). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 2.46 (s, 3H), 1.52 (s, 9H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 191.3, 161.8, 86.3, 82.7, 27.4, 23.6. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C8H12Cl2NaO3: 249.0056; Found: 

249.0055. 
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2,2-διχλωρο-3-οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (2a) 

O 3-οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας 2 (1.15 mmol, 150 mg, 40 mM), Oxone (2.42 mmol, 

1486 mg) και AlCl3 (2.65 mmol, 353 mg) χρησομοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 45 λεπτά χωρίς περαιτέρω 

καθαρισμό (183 mg, 80 %). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 3.92 (s, 3H), 2.88 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.19 (t, J = 7.2 

Hz, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 195.2, 164.1, 81.5, 54.9, 29.3, 8.5.  

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C6H8Cl2NaO3: 220.9743; Found: 

220.9741. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξοεξανοϊκός αιθυλεστέρας (3a) 

Ο 3-οξοεξανοϊκός αιθυλεστέρας 3 (0.95 mmol, 150 mg, 40 mM), Oxone (2 mmol, 1228 

mg) και AlCl3 (2.19 mmol, 291 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 30 λεπτά και το μίγμα της 

αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 

45:1 v/v) (161 mg, 75 %). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 4.36 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.80 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.72 

(sext, J = 7.3 Hz, 2H), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 0.96 (t, J =7.4 Hz, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 194.0, 163.4, 81.9, 64.5, 37.6, 17.7, 13.7, 13.3. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C8H12Cl2NaO3: 249.0056; Found: 

249.0053. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξοεπτανοϊκός μεθυλεστέρας (4a) 

Ο 3-οξοεπτανοϊκός μεθυλεστέρας 4 (0,95 mmol, 150 mg, 20 mM), Οxone (2.47 mmol, 

1517 mg) και AlCl3 (2.65 mmol, 354 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 30 λεπτά  χωρίς περαιτέρω 

καθαρισμό (183 mg, 85 %). 
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1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 3.92 (s, 3H), 2.82 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.66 (m, 2H), 1.35 

(sext, J = 7.5 Hz, 2H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 194.2, 164.01, 81.7, 54.8, 35.4, 26.2, 21.9, 13.7.  

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C8H12Cl2NaO3: 249.0056; Found: 

249.0053. 

 

2,2-διχλωρο-4-μεθυλ-3-οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (5a) 

4-μεθυλo-3-οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας 5 (1.04 mmol, 150 mg, 40 mM), Oxone 

(2.18 mmol, 1344 mg) και AlCl3 (2.39 mmol, 319 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με 

τη γενική πειραματική μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1.5 ώρα και το μίγμα 

της αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: 

EtOAc 50:1 v/v  ) (177 mg, 80 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 3.90 (s, 3H), 3.27 (sept, J = 6.7 Hz, 1H), 1.25 (d, J = 

6.7 Hz, 6H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 198.4, 164, 81.8, 54.8, 25.6, 20.9. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C7H10Cl2NaO3: 234.9899; Found: 

234.9897. 

 

2,2-διχλωρο-3-οξοεπτ-6-ινοϊκός μεθυλεστέρας (6a) 

Ο 3-οξοεπτ-6-υνοϊκός μεθυλεστέρας 6 (0.97 mmol, 150 mg, 40 mM), Oxone (1,46 

mmol, 895 mg) και AlCl3 (1,65 mmol, 220 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη 

γενική διαδικασία (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1.5 ώρα 

και το μίγμα της αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας στήλης (εξάνιο: EtOAc  

50:1 v/v) (160 mg, 76 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 3.92 (s, 3H), 3.13 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.54-2.58 (m, 

2H), 2.0 (t, J = 2.7 Hz, 1H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 192.3, 163.7, 81.6, 81.1, 69.5, 54.9, 35, 13.6. 
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HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C8H8Cl2NaO3: 244.9743; Found: 

244.9741. 

 

2,2-διχλωρο-3-κυκλοεξυλo-3-οξοπροπανοϊκός μεθυλεστέρας (7a) 

3-κυκλοεξυλ-3-οξοπροπανοϊκός μεθυλεστέρας 7 (0.81 mmol, 150 mg, 40 mM), Oxone 

(1.70 mmol, 1047 mg) και AlCl3 (1.86 mmol, 248 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με 

τη γενική διαδικασία (θερμοκρασία δωματίου). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 2.5 

ώρες και το μίγμα της αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία 

στήλης (εξάνιο: EtOAc 45:1 v/v ) (137 mg, 67 %). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 3.91 (s, 3H), 3.0 (tt, J1 = 11.5 Hz, J2 = 3.4 Hz, 1H), 

1.94-1.91 (m, 2H), 1.72-1.69 (m, 1H), 1.57-1.49 (m, 2H), 1.36-1.22 (m, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 196.9, 164.1, 81.9, 54.8, 45.6, 30.8, 25.4. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C10H14Cl2NaO3: 275.0212; Found: 

275.0205. 

   

Γενική πειραματική μέθοδος για τη σύνθεση του ρακεμικού μίγματος των 1a-7a 

Σε μια μονόλαιμη σφαιρική φιάλη υπό ατμόσφαιρα αζώτου προστέθηκε ξηρή 

μεθανόλη (για τη σύνθεση των 2b, 4b, 5b, 6b και 7b) ή αιθανόλη (για τη σύνθεση των 

1b και 3b) (10 mL) και βοροϋδρίδιο του νατρίου (0,133 mmol) στους 0 oC. Το μίγμα 

αναδεύτηκε για 5 λεπτά και στη συνέχεια προστέθηκε στάγδην ο κατάλληλος α,α-

διχλωρο-β-κετοεστέρας (0,4 mmol) διαλυμένος σε ξηρή αιθανόλη ή μεθανόλη. Μετά 

την ολοκλήρωση της αντίδρασης, προστέθηκε κορεσμένο NH4Cl (1-2 mL) και ο 

διαλύτης απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση. Εν συνεχεία προστέθηκε 

απιονισμένο νερό (10 mL) και το μίγμα εκχυλίστηκε με EtOAc (2 x 15 mL). Έπειτα η 

οργανική στιβάδα ξηράνθηκε με MgSΟ4 και ο διαλύτης απομακρύνθηκε υπό 

ελαττωμένη πίεση μέχρι ξηρού. 

 

2,2-διχλωρο-3-υδροξυβουτανοϊκός τριτ-βουτυλεστέρας (rac-1b)11 
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 O 2,2-διχλωρο-3-οξοβουτανοϊκός τριτ-βουτυλεστέρας 1a (0.4 mmol, 91 mg) και 

βοροϋδρίδιο του νατρίου (0.133 mmol, 5 mg), χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη 

γενική πειραματική μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 20 λεπτά και το μίγμα της 

αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 

20:1 v/v) (73 mg, 80%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 4.41 (q, J = 6.3 Hz, 1H), 1.54 (s, 9H), 1.43 (d, J = 6.2 

Hz, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 164.6, 87.9, 85.3, 73.5, 27.6, 17.2.  

GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary column, J&W-Chiral 

CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 3 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: 

He, press 87.3 kPa). tR = 16.93 min, tR = 17.31 min. 

 

2,2-διχλωρο-3-υδροξυπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (rac-2b) 

Ο 2,2-διχλωρο-3-οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας 2a (0.4 mmol, 80 mg) και βοροϋδρίδιο 

του νατρίου (0.133 mmol, 5 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 30 λεπτά και το μίγμα της 

αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 

25:1 v/v) (68 mg, 85%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 4.12 (dd, J1 = 10.0 Hz, J2 = 2.1 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 

1.98-1.90 (m, 1H), 1.66-1.56 (m, 1H), 1.09 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 166.4, 86.7, 78.8, 54.5, 24.2, 10.4. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C6H10Cl2NaO3: 222.9899; Found: 

222.9895. 

GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary column, J&W-Chiral 

CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 5 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: 

He, press 87.3 kPa). tR = 13.67 min, tR = 14.30 min. 

 

2,2-διχλωρο-3-υδροξυεξανοϊκός αιθυλεστέρας (rac-3b)11 
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O 2,2-διχλωρο-3-οξοεξανοϊκός αιθυλεστέρας 3a (0.4 mmol, 91 mg) και βοροϋδρίδιο 

του νατρίου (0.133 mmol, 5 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 30 λεπτά και το και το μίγμα της 

αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 

20:1 v/v) (64 mg, 70%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 4.36 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.23-4.21 (m, 1H), 2.51 (s.br, 

1H), 1.86-1.79 (m, 1H), 1.72-1.57 (m, 2H), 1.52-1.44 (m, 1H), 1.37 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 

0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 165.9, 87, 77.1, 64, 33.1, 19.1, 13.8 (2C).  

GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary column, J&W-Chiral 

CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 5 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: 

He, press 87.3 kPa). tR = 16.21 min, tR = 16.54 min. 

 

2,2-διχλωρο-3-υδροξυεπτανοϊκός μεθυλεστέρας (rac-4b) 

O 2,2-διχλωρο-3-οξοεπτανοϊκός μεθυλεστέρας 4 (0.4 mmol, 91 mg) και βοροϋδρίδιο 

του νατρίου (0.133 mmol, 5 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη γενική 

πειραματική μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 30 λεπτά και το μίγμα της 

αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 

25:1 v/v) (78 mg, 85%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 4.22-4.19 (m, 1H), 3.91 (s, 3H), 2.49 (d, J = 7.3 Hz, 

1H), 1.91-1.85 (m, 1H), 1.64-1.56 (m, 2H), 1.46-1.32 (m, 3H), 0.93 (t, J = 7.2 Hz, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 166.4, 86.8, 77.3, 54.5, 30.7, 27.9, 22.4, 13.9.  

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C8H14Cl2NaO3: 251.0212; Found: 

251.0209.  

GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary column, J&W-Chiral 

CP-Chirasil Dex CB  150 οC for 12 min, rate: 10 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: 

He, press 87.3 kPa). tR = 11.06 min, tR = 11.78 min. 

 

2,2-διχλωρο-3-υδροξυ-4-μεθυλπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (rac-5b) 
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O 2,2-διχλωρο-4-μεθυλ-3-οξοπεντανοϊκός μεθυλεστέρας 5a (0.4 mmol, 85 mg) και 

βοροϋδρίδιο του νατρίου (0.133 mmol, 5 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη 

γενική πειραματική μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 40 λεπτά και το μίγμα της 

αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 

20:1 v/v) (60 mg, 70%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 4.07 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H), 2.22-2.13 (m, 

1H), 1.08 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.05 (d, J = 7.0 Hz, 3H).  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 166.5, 87.3, 80.8, 54.5, 30.6, 21.3, 17.2. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C7H12Cl2NaO3: 237.0056; Found: 

237.0050. 

GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary column, J&W-Chiral 

CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 5 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: 

He, press 87.3 kPa). tR = 15.24 min, tR = 15.58 min. 

 

2,2-διχλωρο-3-υδροξυεπτ-6-ινοϊκός μεθυλεστέρας (rac-6b) 

Ο 2,2-διχλωρο-3-οξοεπτ-6-ινοϊκός μεθυλεστέρας 6a (0.4 mmol, 89 mg) και 

βοροϋδρίδιο του νατρίου (0.133 mmol, 5 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη 

γενική πειραματική μέθοδο. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 40 λεπτά και το μίγμα της 

αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 

20:1 v/v) (68 mg, 75%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 4.42 (d, J = 10 Hz, 1H), 3.93 (s, 3H), 2.8 (s.br, 1H), 

2.51-2.39 (m, 2H), 2.16-2.09 (m, 1H), 2.01 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 1.90-1.83 (m, 1H). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 166.3, 85.9, 83.0, 75.9, 69.4, 54.6, 29.8, 15.0. 

HRMS (ESI-Orbitrap) m/z: [M + Na]+ Calcd. for C8H10Cl2NaO3: 246.9899; Found: 

246.9893. 

GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary column, J&W-Chiral 

CP-Chirasil Dex CB  150 οC for 12 min, rate: 10 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: 

He, press 87.3 kPa). tR = 13.38 min, tR = 13.72 min. 

 



216 

 

2,2-διχλωρο-3-κυκλοεξυλo-3-υδροξυπροπανοϊκός μεθυλεστέρας (rac-7b)23 

O 2,2-διχλωρο-3-κυκλοεξυλ-3-οξοπροπανοϊκός μεθυλεστέρας 7a (0.4 mmol, 101 mg) 

και βοροϋδρίδιο του νατρίου (0.133 mmol, 5 mg) χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τη 

γενική διαδικασία. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 30 λεπτά και το μίγμα της 

αντίδρασης καθαρίστηκε χρησιμοποιώντας χρωματογραφία στήλης (εξάνιο: EtOAc 

25:1 v/v) (71 mg, 70%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 4.04 (dd, J1 = 7.9 Hz, J2 = 5 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H), 2.53 

(d, J = 8.0 Hz, 1H), 2.04-2.01 (m, 1H), 1.87-1.65 (m, 6H), 1.23-1.11 (m, 3H)  

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 166.4, 87.5, 80.6, 54.4, 40.5, 31.3, 28.1, 26.3, 26.04, 

25.9. 

GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary column, J&W-Chiral 

CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 5 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: 

He, press 87.3 kPa). tR = 23.45 min, tR = 23.73 min. 

 

Γενική πειραματική μέθοδος για ενζυμικές αναγωγές μικρής κλίμακας 

Ο αντίστοιχος α,α-διχλωρο-β-κετοεστέρας (5 mg) διαλυμένος σε 20 μL DMSO 

προστέθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (980 μL, 200 mM, pH 6.9). Στη 

συνέχεια προστέθηκαν γλυκόζη (20-22 mg), η αντίστοιχη κετορεδουκτάση (2 mg), 

αφυδρογονάση γλυκόζης (1 mg) καθώς και ο νικοταμιδικός συμπαράγοντας NADP+ (2 

mg, 2,5 mM). Το μίγμα ανακινείται (195 rpm, 37 oC) και η πορεία της αντίδρασης 

παρακολουθήθηκε με αέρια χρωματογραφία. Μετά την ολοκλήρωση των αντιδράσεων, 

το διάλυμα εκχυλίστηκε με οξικό αιθυλεστέρα (3 x 1,5 mL), ξηράνθηκε με MgSO4 και 

ο διαλύτης απομακρύνθηκε υπό ελαττωμένη πίεση. 

 

(S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυβουτανοϊκός τριτ-βουτυλεστέρας (1b) 

Η ενζυμική αναγωγή του 2,2-διχλωρο-3-οξοβουτανοϊκού τριτ-βουτυλεστέρα 1a, που 

καταλύεται από το Kred-101, πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την γενική πειραματική 

μέθοδο μικρής κλίμακας. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 30 λεπτά και το (S)-1b 

σχηματίστηκε με >99% conv. και >99% ee. GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 
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μm chiral capillary column, J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 

3 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 16.93 min. 

 

 

(S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (2b) 

 

Η ενζυμική αναγωγή του 2,2-διχλωρο-3-οξοπεντανοϊκού μεθυλεστέρα 2a, που 

καταλύεται από το Kred-101, πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την γενική πειραματική 

μέθοδο μικρής κλίμακας. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα και το (S)-2b 

σχηματίστηκε με >99% conv. και >99% ee. GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 

μm chiral capillary column, J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 

5 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 13.70 min. 

 

 

(S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυεξανοϊκός αιθυλεστέρας (3b) 

Η ενζυμική αναγωγή του 2,2-διχλωρο-3-οξοεξανοϊκού αιθυλεστέρα 3a, που 

καταλύεται από το Kred-101, πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την γενική πειραματική 

μέθοδο μικρής κλίμακας. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 2 ώρες και το (S)-3b 

σχηματίστηκε με >99% conv. και >99% ee. GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 

μm chiral capillary column, J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 

5 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 16.21 min. 

 

(S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυεπτανοϊκός μεθυλεστέρας (4b) 

Η ενζυμική αναγωγή του 2,2-διχλωρο-3-οξοεπτανοϊκού μεθυλεστέρα 4a, που 

καταλύεται από το Kred-101, πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την γενική πειραματική 

μέθοδο μικρής κλίμακας. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 2 ώρες και το (S)-4b 



218 

 

σχηματίστηκε με >99% conv. και >99% ee. GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 

μm chiral capillary column, J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  150 οC for 12 min, rate: 

10 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 11.06 min. 

 

 

(S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυ-4-μεθυλoπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (5b) 

Η ενζυμική αναγωγή του 2,2-διχλωρο-4-μεθυλο-3-οξοπεντανοϊκού μεθυλεστέρα 5a, 

που καταλύεται από το Kred-101, πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την γενική 

πειραματική μέθοδο μικρής κλίμακας. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 5 ώρες και το 

(S)-5b σχηματίστηκε με  95% conv. και >99% ee. GC data : (column: 25 m × 0.25 mm 

× 0.25 μm chiral capillary column, J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, 

rate: 5 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 15.24 min. 

 

 

(S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυεπτ-6-ινοϊκός μεθυλεστέρας (6b) 

Η ενζυμική αναγωγή του 2,2-διχλωρο-3-οξοεπτ-6-ινοϊκού μεθυλεστέρα 6a, που 

καταλύεται από το Kred-101, πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την γενική πειραματική 

μέθοδο μικρής κλίμακας. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 4 ώρες και το (S)-6b 

σχηματίστηκε με  >99% conv. και >99% ee. GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 

0.25 μm chiral capillary column, J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  150 οC for 12 min, 

rate: 10 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 13.55 min. 

 

(S)-2,2-διχλωρο-3-κυκλοεξυλο-3-υδροξυπροπανοϊκός μεθυλεστέρας (7b) 

Η ενζυμική αναγωγή του  2,2-διχλωρο-3-κυκλοεξυλo-3-οξοπροπανοϊκού μεθυλεστέρα  

7a, που καταλύεται από το Kred-101, πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την γενική 

πειραματική μέθοδο μικρής κλίμακας. Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 24 ώρες και το 
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(S)-7b σχηματίστηκε με  91% conv. και >99% ee. GC data : (column: 25 m × 0.25 mm 

× 0.25 μm chiral capillary column, J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, 

rate: 5 οC/min, 200 oC for 3 min,  carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 23.47 min. 

 

Γενική πειραματική μέθοδος για ενζυμικές αναγωγές μεγαλύτερης κλίμακας (4 

φορές μεγαλύτερη κλίμακα) 

Ο αντίστοιχος α,α-διχλωρο-β-κετοεστέρας (20 mg, 0.08-0.1 mmol) διαλυμένος σε 80 

μL DMSO προστέθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (4 mL, 200 mM, ρΗ 6,9). 

Στη συνέχεια προστέθηκαν γλυκόζη (85-88 mg), KRED-101 (8 mg), αφυδρογονάση 

γλυκόζης (4 mg), καθώς και ο νικοταμιδικός συμπαράγοντας  NADP+ (8 mg). Το μίγμα 

αναδεύτηκε (195 rpm, 37 oC) και η πρόοδος της αντίδρασης ελέγχθηκε με αέρια 

χρωματογραφία. Μετά την ολοκλήρωση των αντιδράσεων, το διάλυμα εκχυλίστηκε με 

οξικό αιθυλεστέρα (3 Χ 4 mL), ξηράνθηκε με MgS04 και ο διαλύτης απομακρύνθηκε 

υπό ελαττωμένη πίεση . Μετά από καθαρισμό με χρωματογραφία στήλης 

(εξάνιο/οξικός αιθυλεστέρας, ν/ν, 25/1) προσδιορίστηκαν οι αποδόσεις τω προϊόντων 

που απομονώθηκαν. 

 

 

(S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυβουτανοϊκός τριτ-βουτυλεστέρας (1b) 

 

Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την παραπάνω γενική πειραματική 

μέθοδο (4 φορές μεγαλύτερη κλίμακα). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 30 λεπτά και 

το (S)-1b απομονώθηκε με >99% conv., >99% ee και 69%  απόδοση (14 mg). [α]D
25 = 

-2.9 (c 0.7, CHCl3). GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary 

column, J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 3 οC/min, 200 oC for 

3 min,  carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 16.93 min. 
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(S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (2b) 

Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την παραπάνω γενική πειραματική 

μέθοδο (4 φορές μεγαλύτερη κλίμακα). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 1 ώρα και το 

(S)-2b απομονώθηκε με >99% conv., >99% ee και 75%  απόδοση (15 mg). [α]D
25 = -

6.7 (c 0.75, CHCl3).  GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary 

column, J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 5 οC/min, 200 oC for 

3 min,  carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 13.70 min. 

 

 

(S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυεξανοϊκός αιθυλεστέρας (3b) 

Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την παραπάνω γενική πειραματική 

μέθοδο (4 φορές μεγαλύτερη κλίμακα). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 2 ώρες και το 

(S)-3b απομονώθηκε με >99% conv., >99% ee και 65%  απόδοση (13 mg). [α]D
25 = -

18.2 (c 0.55, CHCl3). GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary 

column, J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 5 οC/min, 200 oC for 

3 min,  carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 16.21 min. 

 

 

(S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυεπτανοϊκός μεθυλεστέρας (4b) 

Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την παραπάνω γενική πειραματική 

μέθοδο (4 φορές μεγαλύτερη κλίμακα). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 2 ώρες και το 

(S)-4b απομονώθηκε με >99% conv., >99% ee και 84%  απόδοση (17 mg). [α]D
25 = -

11.8 (c 0.85, CHCl3). GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary 

column, J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  150 οC for 12 min, rate: 10 οC/min, 200 oC 

for 3 min,  carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 11.06 min. 
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(S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυ-4-μεθυλoπεντανοϊκός μεθυλεστέρας (5b) 

Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την παραπάνω γενική πειραματική 

μέθοδο (4 φορές μεγαλύτερη κλίμακα). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 2 ώρες και το 

(S)-5b απομονώθηκε με 95% conv., >99% ee και 60% απόδοση (12 mg). [α]D
25 = -6.7 

(c 0.6, CHCl3).  GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary column, 

J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 5 οC/min, 200 oC for 3 min,  

carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 15.24 min. 

 

 

(S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυεπτ-6-ινοϊκός μεθυλεστέρας (6b) 

Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την παραπάνω γενική πειραματική 

μέθοδο (4 φορές μεγαλύτερη κλίμακα). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 2 ώρες και το 

(S)-6b απομονώθηκε με >99% conv., >99% ee και 50% απόδοση (10 mg). [α]D
25 = -

22.5 (c 0.4, CHCl3). GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary 

column, J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  150 οC for 12 min, rate: 10 οC/min, 200 oC 

for 3 min,  carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 13.55 min. 

 

 

 

 

(S)-2,2-διχλωρο-3-κυκλοεξυλο-3-υδροξυπροπανοϊκός μεθυλεστέρας (7b) 

Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την παραπάνω γενική πειραματική 

μέθοδο (4 φορές μεγαλύτερη κλίμακα). Η αντίδραση ολοκληρώθηκε σε 2 ώρες και το 

(S)-7b απομονώθηκε με 91% conv., >99% ee και 50% απόδοση (10 mg). [α]D
25 = -8.0 
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(c 0.5, CHCl3).   GC data : (column: 25 m × 0.25 mm × 0.25 μm chiral capillary column, 

J&W-Chiral CP-Chirasil Dex CB  100 οC for 3 min, rate: 5 οC/min, 200 oC for 3 min,  

carrier gas: He, press 87.3 kPa). tR = 23.47 min. 

 

 

Γενική πειραματική μέθοδος για την ενζυμική αναγωγή του α,α-διχλωροβ-

κετοεστέρα 3 (ανίδραση σε μεγάλη κλίμακα) 

Ο α,α-διχλωρο-β-κετοεστέρας 3a (200 mg, 50 mM) διαλυμένος σε 900 μL DMSO 

προστέθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (18 mL, 200 mM, ρΗ 6,9). Στη 

συνέχεια προστέθηκαν γλυκόζη (120 mM, 389 mg), NaCl (200 mM, 210 mg), KRED-

101 (36 mg), αφυδρογονάση γλυκόζης (18 mg), καθώς και ο νικοταμιδικός 

συμπαράγοντας NADP+ (36 mg). Το μίγμα αναδεύτηκε (195 rpm, 37 oC) και η πρόοδος 

της αντίδρασης ελέχθηκε με αέρια χρωματογραφία. Μετά από 24 ώρες το διάλυμα 

εκχυλίστηκε με οξικό αιθυλεστέρα (3 Χ 40 mL), και η οργανική στιβάδα εκπλύθηκε 

με κορεσμένο διάλυμα ΝaCl, ξηράνθηκε με MgSΟ4 και ο διαλύτης απομακρύνθηκε 

υπό ελαττωμένη πίεση. Το επιθυμητό προϊόν (S)-3b καθαρίστηκε με χρωματογραφία 

στήλης (εξάνιο/οξικός αιθυλεστέρας ν/ν, 25/1) και απομονώθηκε σε 56% απόδοση 

(112 mg). 

 

Παρασκευή MPA-εστέρων 

Σε σφαιρική φιάλη με άνυδρο διχλωρομεθάνιο στους 0°C, προστέθηκε ο αντίστοιχος 

α,α-διχλωρο-β-υδροξυ εστέρας (0,1 mmol). Στη συνέχεια προστέθηκε DCC (0,11 

mmol), ακολουθούμενο από το αντίστοιχο (R) ή (S)-MPA (0,11 mmol) και επίσης 

προστέθηκε μια καταλυτική ποσότητα DMAP. Η αντίδραση αφέθηκε σταδιακά σε 

θερμοκρασία δωματίου υπό ανάδευση για 2-24 ώρες. Η αντίδραση ελέγχθηκε με TLC. 

Μετά την ολοκλήρωση της αντίδρασης το μίγμα διηθήθηκε και το διήθημα 

συμπυκνώθηκε υπό κενό. Τα προϊόντα της αντίδρασης καθαρίστηκαν με 

χρωματογραφία στήλης (εξάνιο/οξικός αιθυλεστέρας, ν/ν 40/1) και απομονώθηκαν σε 

80-85 % απόδοση. 
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(R)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυβουτανοϊκού τριτ-βουτυλεστέρα 

(1b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.45-7.43 (m, 2H), 7.38-7.33 (m, 3H), 5.64 (q, J = 6.2 

Hz, 1H), 4.76 (s, 1H), 3.41 (s, 3H), 1.48 (s, 9H), 1.28 (d, J = 6.2 Hz, 3H). 

(S)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυβουτανοϊκού τριτ-βουτυλεστέρα 

(1b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.46-7.44 (m, 2H), 7.36-7.30 (m, 3H), 5.61 (q, J = 6.2 

Hz, 1H), 4.78 (s, 1H), 3.42 (s, 3H), 1.49 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.30 (s, 9H). 

 

(R)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυπεντανοϊκού μεθυλεστέρα (2b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.47-7.45 (m, 2H), 7.38-7.33 (m, 3H), 5.58 (dd, J1 = 

10.1 Hz, J2 = 2.6 Hz, 1H), 4.81(s, 1H), 3.77 (S, 3H), 3.44 (s, 3H), 1.88-1.80 (m, 1H), 

1.72-1.62 (m, 1H), 0.59 (t, J = 7.5 Hz, 3H). 

(S)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυπεντανοϊκού μεθυλεστέρα (2b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.46-7.44 (m, 2H), 7.38-7.32 (m, 3H), 5.59 (dd, J1 = 

10.0 Hz, J2 = 2.7 Hz, 1H), 4.81(s, 1H), , 3.44 (s, 3H), 3.29 (S, 3H) 2.05-1.98 (m, 1H), 

1.91-1.81 (m, 1H), 0.97 (t, J = 7.5 Hz, 3H). 

 

(R)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυεξανοϊκού αιθυλεστέρα (3b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.46-7.44 (m, 2H), 7.38-7.33 (m, 3H), 5.65 (dd, J1 = 

9.1 Hz, J2 = 3.0 Hz, 1H), 4.81 (s, 1H), 4.28-4.12 (m, 2H), 3.43 (s, 3H), 1.70-1.61 (m, 

2H), 1.29 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.13-0.94 (m, 2H), 0.72 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

(S)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυεξανοϊκού αιθυλεστέρα (3b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.45-7.43 (m, 2H), 7.37-7.32 (m, 3H), 5.66 (dd, J1= 6.2 

Hz, J2 = 6.2 Hz, 1H), 4.80 (s, 1H), 3.91 (qd, J1 =10.7 Hz, J2 = 7.1 Hz), 3.64 (qd, J1 = 

10.7 Hz, J2 = 7.2 Hz, 1H), 3.44 (s, 3H), 1.87-1.83 (m, 2H), 1.42-1.34 (m, 2H), 1.11 (t, 

J = 7.2 Hz, 3H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 
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(R)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυεπτανοϊκού μεθυλεστέρα (4b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.46-7.45 (m, 2H), 7.38-7.33 (m, 3H), 5.62 (dd, J1 = 

10.0 Hz, J2 = 2.4 Hz, 1H), 4.81 (s, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.43 (s, 3H), 1.75-1.59 (m, 2H), 

1.21-1.11 (m, 1H), 1.08-0.91 (m, 2H), 0.78-0.72 (m, 1H), 0.67 (t, J = 7.2 Hz, 3H). 

(S)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυεπτανοϊκού μεθυλεστέρα (4b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.48-7.44 (m, 2H), 7.39-7.32 (m, 3H), 5.64 (dd, J1 = 

9.7 Hz, J2 = 2.7 Hz, 1H), 4.80 (s, 1H), 3.44 (s, 3H), 3.40 (s. 3H), 1.93-1.80 (m, 2H), 

1.42-1.29 (m, 4H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3H). 

 

(R)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυ-4-μεθυλπεντανοϊκού 

μεθυλεστέρα (5b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.49-7.47 (m, 2H), 7.37-7.33 (m, 3H), 5.49 (d, J = 5.6 

Hz, 1H), 4.85 (s, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.45 (s, 3H), 2.15-2.05 (m, 1H), 0.81 (d, J = 7.0 Hz, 

3H), 0.55 (d, J = 6.8 Hz, 3H). 

(S)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυ-4-μεθυλπεντανοϊκού 

μεθυλεστέρα (5b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.47-7.45 (m, 2H), 7.38-7.32 (m, 3H), 5.45 (d, J = 5.3 

Hz, 1H), 4.83 (s, 1H), 3.46 (s, 3H), 3.45 (s, 3H), 2.35-2.28 (m, 1H), 1.05 (d, J = 7.0 Hz, 

3H), 0.98 (d, J = 6.8 Hz, 3H). 

(R)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυεπτ-6-ινοϊκού μεθυλεστέρα (6b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.46-744 (m, 2H), 7.40-7.35 (m, 3H), 5.74 (dd, J1 = 9.9 

Hz, J2 = 2.2 Hz, 1H), 4.81 (s, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.43 (s, 3H), 2.09-2.03 (m, 1H), 1.94-

1.91 (m, 1H), 1.90 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 1.88-1.81 (m, 1H), 1.79-1.72 (m, 1H). 

(S)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-υδροξυεπτ-6-ινοϊκού μεθυλεστέρα (6b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.44-742 (m, 2H), 7.38-7.33 (m, 3H), 5.71 (dd, J1 = 9.7 

Hz, J2 = 2.2 Hz, 1H), 4.80 (s, 1H), 3.43 (s, 3H), 3.40 (s, 3H)  2.30-2.20 (m, 3H), 2.15-

2.04 (m, 1H), 2.0 (t, J = 2.6 Hz, 1H). 
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(R)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-κυκλοεξυλo-3-υδροξυπροπανοϊκού 

μεθυλεστέρα (7b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.48-7.45 (m, 2H), 7.38-7.32 (m, 3H), 5.45 (d, J = 5.7 

Hz, 1H), 4.84 (s, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.44 (s, 3H), 1.81-1.60 (m, 5H), 1.51-1.40 (m, 4H), 

1.14-1.06 (m, 2H). 

(S)-MPA εστέρας του (S)-2,2-διχλωρο-3-κυκλοεξυλo-3-υδροξυπροπανοϊκού 

μεθυλεστέρα (7b) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 7.48-7.45 (m, 2H), 7.37-7.30 (m, 3H), 5.41 (d, J = 5.5 

Hz, 1H), 4.81 (s, 1H), 3.46 (s, 3H), 3.45 (s, 3H), 1.99-1.95 (m, 1H), 1.82-1.60 (m, 10H). 
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Φάσματα 1Η-NMR και 13C-NMR 
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 Φάσματα 1H-NMR και 13C-NMR 
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Χρωματογραφήματα GC με τη χρήση της κολώνας HP-5  
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