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Kurzfassung

Die Biopolyester Cutin und Suberin stelleydrophobe Grenzbarrieretar, die sich imLaufe

der Evolution der Landpflanreentwickelt habenCutin bildet den Hauptbestandteil der
Cuticula, die den Pflanzen Schutz vor unkontrollierter Transpiration bietet. Die Einlagerung
von Suberin in die Zellwae definierter Zellen des Wurzelgewebes ermoglicht eine kentrol
lierte Aufnahme von Wasser und Nahrstoffen. Zu den wichtigsten monomeren Bestandteilen
di eser bi ol ogi schen PolDiecsatrebro nge-hydmacar ulnadn gyk
bonsauren. Bisheruwvde der mikrobielle Abbau der Makromolekile unzureichend erforscht.
Zur Entschlisselung der Zersetzung ist es notwendig, den Kreislauf der monomeren-Bestand
teile im Boden zu betrachten. Hierzu eignen sich vor allem Experimente mit positionsspezi
fisch®C-mar ki e rDti ecna r Ub,0n s 2Hydroxycarbonsadireny die in der vorliegen

den Arbeit erstmals synthetisch zugénglich gemacht wurden. Die Synthesen unidassten
bonsauren der geradzahligen Kettenlangenb® G, deren CarboxygruppeliC-markiert

sind. Ebenfalls wurdalie Synthese vomr-Hydroxycarbonsauren der Kettenlangemn, s,

Cz2 und Gyo mit 2*C-Markierung an der Carboxygruppealisiert. Weitere Zielverbindungen
wareny-Hydroxycarbonsauren der Kettenlangen, ©;s, Cis, Coo und Gy, deren terminales
hydroxyliertes Kohlenstoffatom mifC markiertist. Imn Rahmen der durchgefiihrten Arbeit
gelang es, alle 19 Zielcarbonsauren erfolgreich in hohen Ausbeuten und Reinheiten dar
zustellen.Die Synthese der isotopenmarkierten Verbindungdardsrte die Entwicklung
spezieller auf die jeweiligen Zielsubstanzen individuell angepasster Syntheserouten, die den
Einbau des Kohlenstoffisoto3C ermdglichtenFir alle Zielverbindungen erfolgte die Ein
fihrung des*C durch die Verwendung voriC-markiertem Kaliumcyanid (99 at%)Vegen

der hohen Kosten dé3C-markierten Ausgangsstoffes wurden alle Reaktionen zunachst unter
der Verwendung analoger unmarkierter Edukte optimiert. Der letzte Teil der Arbeit bestand in
der Ausfilhrung eines Inkubationsesimentes mitden **C-markiertenU , -Bicarbons&uren

der Kettenlangen {3, Cig, Co2 und Gyo. Mittels Phospholipidfettsaur@nalyse konnte gezeigt
werden, dass di&®C-Dicarbonsauren zu unterschiedlichen Anteilen von verschiedenen Mi
kroorganismengruppen zuwufbau von Phospholipidfettsauren verwendet wurden. Aul3er
dem konnte durch die Anreicherung des,®@ dem Isotop*C nachgewiesen werden, dass

die *C-markiertenFettsaurervon den Mikroorganismen zur Energiegewinnung abgebaut
wurden. Far zukinftige Aditen ware es interessant, Ausschnitte der Cutmd Suberin
struktur nachzubilden. Durch die Veresterung'dérmarkiertenU , -Bicarbonsauren und der
3C-markierteny-Hydroxycarbonsauren untereinander oder mit Alkoholen kénnten Dimere

und Oligomere hergestellt werden.



Abstract

The biopolyesters cutin and suberin represent hydrophobic boundary barriers that have
develped during the evolution of tertegl plants. Cutin is the ain component of the cuticle
whichis a waxlike layer on theouter surfacef aerial plant organgroviding protection from
uncontrolled water loss Suberinis depositedin cell walls of defined root tissueells
facilitating controlled absorption of water and nutrients. The most important monomeric
componentsof these biological polyestensclude longchain Uy-dicarboxylic acids and
¥-hydroxycarboxylic acidsSo far, microbial degradation of macromolecules has not been
investigated sufficientlyTo understand degradation it is necessargxaminethe cycle of
monomeric components in the soil. Experiments with posgijetific *C-labeled U¥-di-
carboxylic acids anda-hydroxycarboxylic acidsre particularly suitable fahis purposeln

the present thesis, these compounds were made synthetically accessible for the fif$tetime.
synthesesincluded U , -dicarboxylic acidsof even chain lengths from G to G with
13C-labeledcarboxy groups. The synthesiswhydroxycarboxylic acids of G, Cis, Cro, and

Cso chain lengths with*C-labek on the carboxy group was alsealized Further target
compounds were-hydroxycarboxylic acids of , Cis5, Cig, Coo and Go chain lengths with
3C-labeledterminal hydroxyléed carbon atomWithin the scope of this worlall 19 target
carboxylic acids were successfulbptainedin high yields and purities. The synthesis of
isotopelabeled compounds required thevdlopment of specific synthesioutes individually
adapted to the respective target substarfaeditating theincorporaton of carbon isotope
13C. For all target compoundSC was iroducedby usng *C-labeled potassium cyanide (99
at%).Due to high costsreactions wergitially optimized using analayisunmarkedstarting
compounds.The final part of the thesis wasn incubation experiment witffC-marked
U~-dicarboxylic acids of chain lengths £ Cis, Co2 and Go. Phospholipid fatty acid analysis
demonstratethat **C-dicaroxylic acidsof varying proportionsvere used by variougroups

of microorganismso generate phospholipid fatty acidglditionally, enrichment of C@with
isotope °*C showed that thé®C-labeled fatty acids were degraded by microorganisms for
energy prodction. For future work, t would be interesting to reproduce sections of the cutin
and suberin structuseby esterification of**C-marked U +-dicarboxylic acids and the
3Cc-marked ¥-hydroxycarboxylic acids witheach other or withother suitable alcohols

producing dimeri@nd oligomeic structures.
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1 Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Die Besiedlung der Landmassen durch Pflanzen stellt eines der wichtigsten und folgen
reichsten evolutionaren Ereignisse in der Geschichte des Lebens &ufldetat® Vor etwa

475 Millionen Jahren eroberten die Pflanzen einen Lebensraum, der ihnen viele Vorteile fir
ihre Entwicklung bof! So lieferte die Atmosphare Kohlenstoffdioxid und Licht fur die
Photosynthese in weit groReren Mengen als die aquatischen H¥bZatéem war der Boden

reich an mineralischen Nahrstoffen und anfangstiexten nur wenige Pflanzenfresser und
Krankheitserreger.

Der Ubergang von der aquatischen zur terresteiscLebensweise war jedoch mit -um
fassenden morphologischen, anatomischen und physiologischen Anpassungen an die neuen
Umweltfaktoren auf dem Festld verbunden. Eine der gréf3ten Herausforderungen stellten
die begrenzten Wasserressourcen im Boden und der geringe Wassergehalt der Atmosphére

darl®

So sind die Gewebder Pflanzen fast vollstandig mit Wasser gesattigt, wahrend die relative
Feuchte der Luft nur selten anndhernd 100% betragt. Aufgrund dess dagutierenden
Wassergradienteist die Transpiration so hoch, dass ungeschutztes Pflanzengewebe innerhalb
kurzer Zeit austrocknet und die Lebensfahigkeit verlfefolglich erfordete die Besiedlung
terrestrischer Lebensraume die Entwicklung einer effektiven Schutzschicht, um das Austrock
nen der Pflanzen zu verhindern. Die Cuticula, die eine wachsartige Schicht auf der Aul3enseite
oberirdischer Pflanzenteile darstellt, ist daheeadier wichtigsten Anpassungen der Terres
trisierung. Sie bildet eine hydrophobe Grenzschicht zwischen dem Pflanzengewebe und der
Umwelt, die Gberwiegend aus dem Biopolymer Cutirstblet und zurVermeidung von
unkontrollierten Wasserverlusten beitr&t.

Wahrend bei Wasserpflanzen die Aufnahme von Wasser und Nahrstoffen standig Uber die
gesamte Oberflache erfolgen kann, bendtigen terrestrische Pflanzensperialisierte
Organe fiur einen geregelten Wassend Nahrstoffhaushalt. Im Laufe der Evolution der
Landpflanzen verlagerte sich die Wasseraufnahme zunehmend in die basalen Bereiche. Rhi
zoide und Wurzeln entwickelten sich als besondere PflanzenorgaAefnahme begrenzter

Ressourcef!! Durch die Eindgerung der wachsartigen Substanz Suberin in die Zellwande

1



1 Einleitung und Zielsetzung

definiter Zellen des Wurzelgewebes entsteht eine hydrophobe Barriere zwischen der Pflanze
und der Bodenumgebutfly.Der Diffusionwiderstand fiir Wasser wirdrhoht und der apo
plastische Wasseund lonentransport gehemmt. Suberinisierte Zellwénde ermdéglichen eine
kontrollierte Aufnahme von Wasser undrdralien tiber die Zellmembrah.

Weitere Aufgaben der extrazellularen Diffusionsbarrieren bestehen im Schutz der Pflanzen
vor biotischem und abiotischem Stress, welchem sie aufgrund der sessilen Lebensweise nicht

durchStandwortwechsel entgehen kénf'®

Chemisch gesehen handelt es sich bei den Grenzflachenbildnern Cutin und Suberin um Bio
polyestet!! |hr artiibergréendes Vorkommen in allen héheren Pflanzen unterstreicht ihre
Wichtigkeit fiir die Pflanzenwelt?

Als Ester bestehen die beiden Polymere Cutin und Suberin ausmamo Bausteinen, die

Uber eine oder mehrere Carboxwund/oder Alkoholfunktionen verfligen. Den gréf3ten Be
standteil der Biopol ymere bil dcarbohséurtepknedt t i ge
¥-Hydroxycarbonsauren. Diese liegen nicht nur in gegétti sondern haufig auch in einfach

oder zweifach ungesattigter Form vor. Zudem sind oxygenierte Derivate geséttigter-Carbon
s2uren in den Polyestern vertreteiicarb@do Kk©° nn
s 2 ur e nHydroxygtarbonsauren duraten Einbau vo einer Epoxygruppe oder von 1 bis

2 Hydroxygruppen mittig der Kohlenstoffkette funktionalisiert S8iMit etwas geringeren
Mengenanteilen sind langkige Alkanl-o | e u+Aldandidle &ls monomere Bausteine

der Biopolymere aufzufihren. Der dreiwertige Alkohol Gylcerol, der in Suberin haufig in
héheren Mengen enthalten ist als im Cutin, ist ebenfalls ein wichtiger Bestandteil der
Polyestef”! Wahrenddessen Cutin lediglich aus aliphatischembWidungen aufgebaut ist,

enthalt Suberin auch signifikante Mengen aromatischer Monomere. Hierbei handelt es sich
groRtenteils um das Zimtsauberivat Ferulasaure®

Polymerchemisch betrachtet bestehen die Biopolyester Cutin und Suberin ausbhama
polyfunktionalisierten Monomeren. Bausteine mit nur eifuzmktionellen Gruppe wie bei
spielsweise aliphatische Fettsduren und primare Alkohole bilden dabei die Kettenenden. Aus
zwei fach funkti onal iDd icarr tbem-Hylatym@mionsiaeren uwi e U,
U ,-Alkandiole entstehen lineare Makromolekiikiehe. Tri- oder hoherfunktionalisierte
Verbindungen wie Glycerol und mittelkettig oxygenierte Carbonséuren fuhren letztlich zu
einer dreidimensionalen verzweigten Polymerstrukftr’

Zwar sind die Monomereus denen die Biopolyester aufgebaut simeitesgehend bekannt,

jedoch ist diedetaillierte makromolekulare Struktaer Polymere oftmalsicht geklart!
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1 Einleitung und Zielsetzung

Analytische Untersucmgen mittels Massenspektrometued FestkrperKernspinresonanz
spektroskopie von Oligomerblocken aus partiell depolymerisiertem Cutin und Suberin kénnen
lediglich ein Verstandnis daflr vermitteln, wie spezifische Monomere untereinander verestert
sein konnen. Sie geben keinen vollstandigen Ulndrlilber die Polyesterstruktur, erlauben

aber das Erstellen von hypothetischen Modellen zur StrifRt@udem wurde erkannt, dass

die Polymerstruktur nicht nur durch die Monomerzusammensetzung, sondern auch durch die
polymerisierenden Enzyme, die Mikroumwelt an der Polymerisationsstelldurcd Wech
selwirkungen mit Zellwandpolysacchariden beeinflussba¥ ist.

Ein weiteres interessantes Forschungsfeld stellt die Biosynthese der Polyester dar. Es konnten
bereits viele Gene und Enzyme, die an der Biosynthese beteiligt sind, identifiziert werden.
Fettsauren, die in Plastiden synthetisiert werabenen als Ausgangsstoffe. Diese werden
enzymatisch verlangert -Hpdr oxwg%wmaDearbonynad oda
sauren als Monomere entstehen, die zu Oligomeren verestert werden k8rntsmessant ist

dabei ebenfalls die Frage, wie die hydrophoben Molekile zur Zellwand transportiert und dort
abgelagert werden kénnen. In diese Prozesskwinallem LipidTransportproteinéLTP)

und ABG Transporter involviert

In der Bodenkunde werden cutinnd suberinspezifische dhomere héaufig als Biomarker

zum Ermitteln der Beitrdge von oberirdischen und unterirdischen Pflanzenorganen zur organi
schen Bodensubstanz (OBS) verweltféf! So konnte von Spielvogel et al. gezeigt wetden

dass die Menge cutinspezifischer Lipidetndier Bodentiefe stark abnimmt. Der Eintrag von
Blatt und Nadelmaterial wirkt sich daher lediglich auf den Oberboden aus. Zum Nachweis
wurden Bodenproben aus zunehmender Bodentiefe und zunehmendem Abstand zu den
Stdmmen verschiedener Baumarten entnomrivkitels basischer Hydrolyse wurden ester
gebundene Lipide freigesetzt und anschlie3end analysiert. Die Menge und Verteilung suberin
spezifischer Monomere spiegelt deutlich das spezifische Wurzelsystem der verschiedenen
Baumarten wieder. Demnach wird dfeisammensetzungnd Verteilung von or@nischem
Material in Waldbodderuberwiegend von den Wurzelsystemen der vorherrschenden-Baum
arten beeinflusst™

Des Weitererkbnnen spezifische Cutirund Suberinmonomere auch als Biomarker fir die
Rekonstruktion vexchiedener Pflanzenarten und Pflanzentaxa in Boden geeignet sein. Mit
Experimenten zur Bestimmung der Blaihd Wurzellipide von11 unterschiedlichen Baum

arten konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung und HaufigkeMonomere

zwischen den Pflanzenorganeasten und-taxa erheblich variieren kann. Besonders- her
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vorzuheben sind die Unterschiede in der Blattlipidzusammensetzung von immergrinen
Nadelbaumen und laubabwerfenden breitblattrigen Angiospermen. Wichtigeaiier fur
Koniferen aus der Familie der Kieferngewachse stellen hierber-tigdroxycarbonsauren

mit den Kettenlangen & und G4 dar. So kann ihr Vorkommen in Laubbaumbestanden
beispielsweise auf dielihereExistenz von Nadelbaumplantagen zuriickzugarseirt??

Die Biomarker erlauberRuckschliisse auf die Quellen der organischen Bodensubstanz.
Hierbei qilt, je spezifischer die Biomarkerstruktur, desto besser gelingt die Zuordnung zur
Ursprungsquell&® Pflanzliche Lipide stellen eine der aussichtsreichsten Substanzklasse
dar, die al8iomarker verwendet werden konnérorteilhaft sind neben ihrer grof3en Vielfalt
sowie ihrer Spezifitat flutaxoromische Guppen, die langfristige Konsgerung in palae
okologischen und geoarchaologischen Archi¥@nStudien zur Verwidauer von Markern
zeigten beispielsweise anhand von Lipidanalysen, dass sich in einem Graslandboden, der vor
etwa 60 Jahren in einen Wald umgebildet wurde, noch immer molekulare Hinweidie auf
friihere Vegetation befindéff’

Der mikrobielle Abbau von Suberin und Cutin hingegen ist relativ unzureichend erforscht.
Festkorpetkernresonanzspektroskopische Untersuchungen zeigen, dass die organische Bo
dersubstanz imWesentlichen aus hochaliphatischem, geradkettigem Biopolymermaterial
besteht?® Allerdings konnte noch nicht abschlieRend geklart werden digirozesse der
Zersetzung undHumifizierung im Detail ablaufe®® So wird einerseits angenommen, dass

die Makromolekile Cutin und Suberin vollstandig in Monomere depolymerisiert werden, die
anschlielBed polykondensiert werden, um Huminstoffe mit Polymerstruktur und hohem
Molekulargewicht zu erzeugéfl! Ebenfalls wird diskutiert, ob Cutin und Suberin gegen die
chemische Zersetzung weitestgehend resistent sind und nur geringfligige Veranderungen im
Boden durchlaufe®’ Womdéglich werden die pflanzlichen Biopolyester tiber eine Kembi
nation mehrerer Wege dem Boden zurtickgefuhrt.

Um den Abbau von Cutin und Suberin umfassend entschlisseln zu kdnnen ist es erforderlich,
den Kreislauf der monomeren Bestandteile im Boden zu betrachten. Zwar erméglichen
Biomarkerstudien eine detaillierte @anung der Lipide zur Quellvegetation, jedoch ist das
Wissen uUber die Prozesse des Lipidumsatzes durch Mikroorganismen noch begrenzt.
Informationen dber die quantitativen Anteile der mikrobiellen Neusynthese einzelner
Verbindungen sowie der Transformatiand dem intaktem Recycling vorhandener Lipide
wurden bisher nur selten aus Boden, sondern Uberwiegend aus Reinkulturuntersuchungen

erlangt. Als besonders hilfreich bei der Entflechtung des komplexen Netzwerks des Lipid
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1 Einleitung und Zielsetzung

umsatzes erwiesen sich Inkubationsuehe mit isotopenmarkierten Substangn.Beispiel

bietet die Injektion isotopenmarkierter Olsaure in ein aquatisches SedDadyet. wurde ein
geringer Teil der markierten Olsaudome in gesattigten Fettsauren wiedgefunden Es

wird angenommendass der groRte Mengenanteil der Olsédure oxidativ verstoffwechselt oder
in lipidfreie mikrobielle Zellkomponenten eingebaut wulde.

Eine andere Studie beabsichtigte die Untersuchung der Mechanismen der Membransynthese
durch die Zugabe voffC-markierter Glucose, einem unmittelbar verwertbaren Metaboliten,
zu marinen Sedimenten. Dabei wurde der Einbau ¥enin die GlycerirEinheiten wn
mikrobiellen Zellmembranen nachgiesen, was auf eine Neuslyese des Glycerireusder
3c-markierter Glucosehinweist. Die Isoprenketten der Archaeen hingegen weisen keine
¥c-Anreicherungen auf, weshalb angenommen wird, dass sie recycelt W&rden.

Weiterhin wichtige Ergebnisse lieferte eines der ersten Feldexperimente zum mikrobiellen
Lipidumsatz im Boden basierend auf isotopenmarkierten Fettsauren. Durch den tmtrag
3c-markierter Palmitinsaure in ein agrarwirtschiadh genutztes Feld konnte gezeigt werden,
dass ein Teil des zugesetzten Palimitats im Zitronensaurezyklus zwoxafert wurde,
wahrenddessesin weiterer Teil intkt oder modifiziert in die Phadolipide vonmikrobiellen
Zellmembranen eingebaut wurd¥. Der Einbau der markierten Palmitinsaure in die
mikrobiellen Phospholipidfettséen (PLFA) konnte fragmentspezifisch mittels Gaschromato

graphieMassenspektrometrie erfasst werden.

Positionsspezifisché*C-Markierungen von Lipiden erméglichen neue Einblicke in die
komplexen Ablaufe von Lipidkreislaufen. Zudem tragt die Kenntnis Uberoimigle Veran
derungen von Biomarkern dazu bei, die Umsatzprozesse einer der wichtigsten Substanz
klassen der organischen Bodensubstanz nachzuvollziehen.

Die Klarung der Frage, wie die Polyester Cutin und Suberin abgebaut und von Mikro
organismen dem Bauh zurlckgefihrt werden, ist somit an die Notwendigkeit von
isotopenmarkierten Biomarkern gekntpft. Durch die Kombination von positionsspezifischer
Markierung mit fragmentspezifischem Isotopeneinbau bietet sich die einzigartige Moglich
keit, Transformationen der monomeren Cutumd Suberinbestandteile zu untersuchen und
potentielle Spaltprodukte zu identifizieren.

Problematisch ist jedoch der Mangel an kommerziell erhaltlicf@markierten Monomeren.

Das Ziel der Arbeit bezieht sich dahauf die Synthese und Analyse positionsspezifisch
markierter monomerer Bausteine der Polyester sowie erste Inkubationsexperimente mit

auserwahlten isotopenmarkierten Substanzen.
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1.2 Zielsetzung

Die Zielstellungen fir die Arbeit lassen sich wie folgt zusamfassen:

Synt hese der unyv e r -Dieaebongduremmit deyn gesatlzahligegt en U
Kettenlangen & bis Cso, die jeweils an den beiden Carboxylgruppgé®markiert

sind
HOOYC-(CH,)-*COOH  (n = 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28)

Il. Synt hese der u nv e r-Bydrexycgrboasdyren guie deh tKetteng t e n

langen Ga, Cis, Co» UNdCay, die jeweils an der Carboxylgruppi€-markiert sind
HOO™C-(CHy),-CH,OH  (n =12, 16, 20, 28)
[I. Synthese der unverzweigteg,e s 2 t t-Hygroxgcarbonsduren mit den Ketten

langen Gy, Cis5, Cig Coo und Cyg, die jeweils am Kohlenstoffatom der Hydroxygruppe

13C-markiert sind

HOOG(CH,)-**CH,OH  (n =12,13,16, 20, 28)

V. Inkubationsexperimente mit défC-ma r k i e rDicarbonsdlireryder Kettenlangen
Ci2, Cig, Co2undCyo
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2 Theorie und Grundlagen

2.1 Die Grenzflachenbildner Cutin und Suberin

2.1.1Cutin als Bestandteil der Cuticula

Die Cutiaula bildet eine im Laufe der Evolution der Land

pflanzen entwickelte Schutzschicht, die alle primaren
oberirdischen Organe zur Atmosphare hin abgrenzt.
extrazellulare Grenzflache bedeckt sie somit artiiberg
fend die Blatter, Frichte, Blutenorganand primaren

SproRachsen hoherer PflanZérDie Rinde, @s sekun

e .. . Abbildung 1: Transmissionselektronen
dare Alschlussgewebeer Geholzpflanzen enthalt statmikroskopische Aufnahme angrenzender

Epidermiszellen einer Tomatenfrucht™"

dessen Einlagerungen des Polymers Sub8tin

Das pflanzliche Gewebevor Austrocknung zu schitzestdlt die wichtigste Aufgabe der
Cuticula dar. Duch die stomatare Transpiratiamrd den Pflanzen ein geregelter Gasaus
tausch mit der Atmosphare ermoglicht, der die Aufnahme von Kohlenstoffdioxid sowie die
Abgabe von Wasserdampf und Sauerstoff umfassizukommen schirmt diecuticulare
Schicht dagpflanzliche Gewebevor Niederschlagen ab, sodass eine Auswaschung lebens
notwendiger Mineralstoffe verhindert wifl Schutz vor UV-Strahlung, mechanischer
Beschadigung sowie vor Pflanzenpathogenea u
pflanzenfressenden Insektegehtren ebenfalls zu
den Funktionerder Quticula®? Nicht selten weist

die Cutiala eine raue Oberflachenstruktur auf, die
durch aufgelagerte Wachskristalle odguticular-

faltung hervorgerufen wirdAus dieser hydrophoben

Oberflachenarchitektur resultiert die selbstreini
Abbildung 2: Rasterelektronenmikroskopische  genede Fahigkeit von Blattflachen, die als Letus
Aufnahme einer Blitenblattoberflache von

Mutisia decurren&® effekt bekannt ist®

Die Dicke der Polymerschicht kann zwischen verschiedenen Pflanzenarten, als auch zwischen
unterschiedlichet®rganen derselben Pflanzariieren™ So ist dieCuticulader Blatter des

KreuzblitlersArabidopsis thalianacirca 25nm dick, wahrenddessen sie beim Spross von
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Ariocarpus fissuratusaus der Familie deKa kt eengew?2 chse eine Dicke
weist®+**! Die meisten Spezieserfligen jedoch tber Schichtdicken Bereich von0,1 bis

10e P Synthetisiert wird diestark wasserundurchlassigauticula von den Zellen der
Epidermis, auf deren AuRenwande sie auch aufgelagerti}igile besteht aus den folgenden
lipophilen Hauptbestandteilen: dem dgiolymer Cutin, dem Biopolymer Cutan und den

cuticularen Wachsen.

Beim Qutin handelt es sich um einen Polyester, der Uberwiegend aus Fettsdaurederivaten
besteht und die mechanisch stabile Matrix @articula bildet. Zwar ist das Cutin in
organischen Losumsgnitteln unldslich, jedoch lasst es sich durch esterspaltende Reagenzien
depolymerisieren und ermoglicht somit die Analyse der monomeren Bestandteile. Die Spal
tung der Esterbindungen kann nicht nur chemisch durch alkalische Hydroyse oder
Umesteungen erftgen, sondern auch enzymatisch durch Pankreaslipasen und Cufhasen
Wahrenddssen bei der chemischen Depognsation Monomere erhalten werden, entstehen
bei der ezymatische Spaltung haufig Oligomerfd” Durch den Einsatz von deuterierten
Spaltungsreagenzien kdnnen Rickschlisse auf funktionelle Grugiedurch die Depy-
merisation zerstort wurdegeschlossen werden. So wird beispielsweiselddie Verwen
dungvon deuteriertem Lithiumalumiumhydrid Deuterium am Kohlenstoff der funktionellen
Gruppe eingefihrt, welches dann im Massenspektrum aahd&rédsenz im Orginalmolekul

hinweist!®

Fast alle Monomere desu@ns sind aliphatischdangkettige oxygenierte Fettsduren. Haupt
sachlich sindCarbonsauren der Kettenlangens Gnd Gg vertreten. Zwar existieren auch
kurzer oder langerkettige Monomere imuth, jedoch liegen diese in deutligferingeren
Konzentrationen vor. Die Fettsduren besitzen haufig eine terminale Hydroxggrdgbe
dieser¥-Hydroxysauren verfugen innerhalb der Kette Gber weitere sauerstoffhaltige funk
tionelle Gruppen. Dabei kares sich um 1 bis @veitere Hydroxygruppen oder um Epexy
und Ketogruppen handeln. Die monomeren Bestandteile existieren nicht gesattigter,
sondern haufig auch in einfach oder zweifach ungesattigter Form. Dabei ist anzumerken, dass
die Monomere der KettenlangedGvesentlich 6fter ungesattigt vorliegen als dier Ket-
tenlange G Ebenfalls in @tin enthalten sind geringedengen unsubstituiger U , -0i-
carbmsauren, Fettaldhyde, primare Alkohole und , -Alkandiole® Auch wenn lange Zeit
angenommen wurdedas Glycerin lediglich in Siberin enthalten ist, wurde mittlerweile
nachgewieserdas Glycerin ebenfalls einen Bestandteil von Cutin darstélizu sehr gerin

gen Anteilen, die weniger alk% umfassen, finden sich imanchenCuticeln aromatische
8
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Komponenten. Hierbehandelt es sich um Ferulasaure, Kaffesaure pntimarsauré®
Variationen der Zusammensetzung der Lipide sind sowohl bei verschiedenen Organen
derselben Pflanze, als auch zwisehdentischen Organen unterschiedlicher Pflanzenarten zu
beobachteff!

Wahrenddessen die priméaren Hydroxygruppen im Cutin nahezu vollstandig mit Carboxyl
gruppen veestert sindkdonnen die sekundaren Hydraxyppen auch frei vorliegen. Es wird
angenommen, dass ungefahr die Haktler sekundaren Hydrogyuppen nicht verestert
sind*!! Die kovalenten Esterbitungen vekniipfen die monomeren Bausteizem Bio
polymer Cutinf*?l Dabei erméglicht die Veresterung von aliphatischen Monomeren mit

Glycerin die Entstehung einer dreidimensionalen verzweigten Polymerstifktur

Eine weitere Komponente demuticularmembran bildedas nicht depolymerisierbareutan.
Dessen Struktur und chemische Komposition sind bisher nur unzureicheratseint.
Moglicherweise ist das Cutan strukturell mit denuti@ vernetzt. In der monomem
Zusammensetzung scheint dasitah dem Cutin jedenfalls weitestgehend zu &hn€in
Gegensatzlich zum Cutin sind die Monomere imta® jedoch nicht Gber Esterbindungen,
sondern Uber Etherbriicken und direkteC®indungen verknupft. Es wird angenommen,

dass die Verkiipfung tber Lipoxyund Peroxygenasen als Schliisselenzyme veffauft

Die letzte Hauptkomponente d€uticulastellt die Gruppe der cuticularen Wachse dar, die
entweder alsntracuticulare Wachse in dasutihpolymer eigelagert oder als epicuticulare
Wachse auf die Oberflache de€uticula aufgelagert sein kénnen. Bei den cuticularen
Wachserhandelt es sich um geradkettigesattigte Aliphaten ddfettenlangen & bis Gso.

Die Stoffklassen umfassen Ksne, Aldehydeprimare und sekudére Alkohole, Ketone,
Fettsduren und Ester. Weiterhin konnegkundare Metabolitevie Triterpenoide, Phenyl
propanoide und Flavonoidels cuticulareWachg vorkommer*! Insgesamt weisemlie
monomeren Wachse einen Anteil an der cuticularen Masse vel6@ auf*® Sie stellen
einen wichtigen abdichtenden Bestandteil @aticuladar. Dementsprechendurde nach der
Extraktion von Cuticulamembranen mit organischen Loésungsmitteln Emtfernung der
cuticularen Wachse ein Anstieg der Wasserpermabilitadt um das 100 bis 1000fache

registriert'®
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Zuletzt soll die Ultrastruktur deZuticula die aus verschiedenen Schichibestehtpetrachtet
werden.

epicuticuldre Wachsschicht

& Wachskristalle

adaxiale ;
Epidermis [| Trichom : N )
( piae intracuticuldre Wachse & Cutin
Polysaccharide & Cutin
primére
Zellwand
Cytoplasma
Vakuole
e )E
abaxiale \ '
Epidermis Stoma Mittellamelle Zellmembran

Abbildung 3: Schematischer Querschnitt durch ein Blatt mit aufliegender
Cuticula (verandert nach®)

Auf die auRRerste Zellwand der Epidermis aufgelagert befindet sich die erste Schicht, die aus
Polysacchariden der Zellwand und d@utinpolyester besteht. Dauf folgt eine Schicht aus
dem Qitinpolymer und intracuticularen Wachsen. Die dufRerste Schicliudeulabildet ein

epicutiailare Wachsfilm, auf den epitticulare Wachskristalle aufgelagert sein konken

2.1.2Suberinisierte Gewebe

Wahrenddessen sich das Vorkommen von Cutin auf oberirdische Pflanzenorgane begrenzt
konnte Suberin auch in unterirdischen Organen nachgewiesen Wétdgeim Suberin
handelt es sich um ein Biolymer, das in den Zellwanden unterschiedlichster Pflanzen
gewebe vorkomnif” Dabei kann das Suberin sowohl als Barriere zur Umwelt hin fungieren
als auch innerhalb der Pflanze funktionalew®be voneinander trennéh Das wohl
bekannteste Beispiel fir das Vorkommaeam suberinisiertem Gewebe bilden die Korkzellen
des Sprossperiderms der Korkeiclq@uércus subey, die die Korkschicht undurchlassig fur
Flussigkeiten und Gase mact*®*®! Mit einem Suberinanteil von tiber 50% der Trocken
masse gehort die Korkeiche zu dditaRzen mit den héchsten bisheekanntesteisuberin
gehalterd*® Suberiniserte Zellwande finden sich auBerderim gereiften Samen, den
Pigmentstrangen von Kormerden Blndelscheidenzellen von Grasern, delhwanden von

Idioblasten underschiedenen Baumwollfasefh
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Im Wurzelgewebe konnten Suberinablageeem in der Endodermis identifert werdet>®
Dort bilden Casparische Streifen und Suberinlamellen eine hydrophobe Diffusionsbarriere
zwischen dem Wurzelgewebe und der Bodenumgebung. Uber die Transpiration verlieren die
Pflanzen stetig Wasser. Aufgrund dessultierenden negativen Wasserpotentials werden
Wasser und darin geloste Nahrstoffe tUber langgestreckte Rhizodermiszellen, die als Wurzel
haare bezeichah werden, aufgenommen. Zwischen den Wurzelhaaren und der Epidermis
kann der Wassertransport apoplastigwischen den Zellwadnden, symplastsdtiich das
Cytoplasma der Zelle oder transzellular tber beide Wege erfolgen. In der Endodermis
hemmen die zellwandmodifizierten Strukturen den apoplastischen Wasserstr3Hspéet
Casparischen Streifen bilden hydrophobe Barrieren
e e \ zwischenden radialen Zellenwénden der Endoder

» miszellen, die Uberwigend aus Lignin und Suberin

— ®
HE;’(‘)‘:;‘E‘?‘“““ % besteheff>*® An dieser Stelle soll erwahnt werden,
ypodermis
(Exocermts) 4 , das die postulierte AnsichtSuberin sei immer

. . . : . .
Suberin- Bestandteil der Casparischen Streifen derzeit
lamellen S -
Endodermis - kontrovers diskutiert wiré**¥ Suberinlammellen

L 4

Zellwand entstehen durch Suberineinlagungen zwischen der

kompletten Zellwand und der Zellmembran der

EndodermiszelleR® Die hydrophobenGrenzbarrie
Casparischer

Streifen ren schizen die Pflanzemicht nur vor unkn-

trolliertem Wasserverlust, soah ermdglichen die

Zentralzylinder
regulierte Aufnahme von Wasser und Nahrstoffen
Abbildung 4: Schematische Darstellung eines ) . ) .
Wurzelquerschnitts*® Uber die Plasmamembran und verhindern somit die
Aufnahme schadlicher Soluf8 Auch die Hypodermis kann Suberineinlagerungen enthalten
und den apoplastischen Trandgpgoemmen. Sincul3er Suberinlamellen auch Casparytrei

ausgepragt, wird sie als Exodermis bezeicHhet

Eine weiter wichtige Funktion von Suberin bestahtder Unterstitzung der Wundheilung.
Beispielsweise reagiert die BamTanne(Abies balsaméaauf die Verwundung von Wurzel
gewebe mit deAusbildung von stark suberinisierten Zellwanden. Wundinduzierte Suberini
sierungsprozesse wurden nicht raei Knollen und anderen Organedie sowieso von
Subein geschitzt werdennachgewiese sondern auch bei Frichten und Blattern, die
eigentlich Cutin enthaltef! Subernisierung scheint daher eine uniselle Methode zur

Wundheilungn allen pflanzlichen Organen darzustelf&h
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Weiterhin kann die Synthesund Auflagerung von Suberiidh den Béall von Pflarzen mit
Parasiten und Insekteimduziert werden. Auch abiotischer Stress wie Sauerstoffmangel,
veranderte Bodensaure, Mineralienmangel, Schadstoffe im Boden und extreme Temperaturen
kénnen eine lokale Suberinsierung von Zellwanden ausi¥$e®o schiitzt sich beispiels

weise die Weinrebevitis vinifera bei Kaltestess durch Suberineinlagerungender Rinde

vor Frostschadef®

Generell befinden sich die Suberinauflagerungen auf der inneren Oberflache der primaren
Zellwande. Sie bilden die sekundére Zellwand aus, die fir die Dicke der rasieeien
Zellwande am meisten verantwortlich ist. In der Regel sind diese relativ dinn und umfassen
weniger als 1e¢ mDurchmessér® Zwischen der Zellmembran und den Suberinlamellen
agieren lignin und cellulosereiche Ablagerungen als tertiare Zellwhd

prim. Zellwand 5.

Mittellamelle membran

ﬁ |

tert. Zellwand
Cytoplasma
Vakuole

Nl |

Endodermis Yo’
Suberinlamellen

Abbildung 5: Schematischer Querschnitidurch 2 angrenzendeEndodermiszellen
einer Wurzel mit Suberinauflagerunger”

Chemisch betrachtet handelt es sich beim Suberin um ein komplexes Heteropolymer.
Wahrenddessen Cutin nahezu nur aus aliphatischen Komponenten bésteleetPolyester
Suberin ausliphatischen und aromatischBomanen zusammeesetz{” Die aliphatisdien
Komponenten des Suberins bestehen hauptséachlic atBicarbonsauren ung-Hydroxy-
carbonsauren. Weiterhin im Polymer enthalten sind zu geringeren Antgifrbstituierte
Fettsduren, mitt&kttig oxygenierte Fettsauren und primére Alkohole. Bei @eggenie
rungen kann es sich um 1 bis Hydroxy- oder eine Epoxygruppén der Kettenmitte
handeld®® Als weiterer wichtiger Bestandteiturde Glycein identifiziert'®” Die Ketten

langen der aliphatischen Suberinbausteine liegen Uberwiegerigeigich von 16 bis 32

Kohlenstoffatomeff? zZwar sind die Monomere deMonomera im Cutin dhnlich jedoch
12
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unterscheiden sie sich durch die deutlich hoheren Kettenlangen und die gréReren Mengen an
U, -Bicarbonsauren vom Cutl! Da langkettige U , -Bicarbonsauren im Suberin der
meisten Pflanzen dominieregeltensie als typische SuberiBiomarkerverbindugen. Die
polyaromatische Kompamte besteht hauptsachlich aus Hydroxyzimts&aevaten wie

Ferula und Coumars&uré®

Tabelle 1: Monomere Zusammensetzung von Gtin- und Suberinpolyesternim Vergleich (verandert nacH®)

Die Tabelle bildet allgemeine Strukturfoeln und relative Haufikeiten charakteristischer Monomere der
Biopolyester ab. Weiterhin stammen die angegebenen Abdeenaus zahlreichen Literaturquellen und sind
Prozentsatze, die sich auf die gesamte Monomermasse nach Depolymerisationsexperimenten beziehen.

Monomertyp Strukturbeispiel Cutin Suberin
) O 1-25% 1-10 %
Carbonséuren )J\/\/\/\/\/\/\/\ .
HO 16:0, 18:0 16:0 bis 24:0
18:1, 18:2
) 0 1-32% 11-43 %
¥ Hydroxysauren HO)J\/\/\/\/\/\/\/\/OH 16:0 18:1
18:1, 18:2 16:0 bis 26:0
- o <5% 24-25%
Disauren oH
HO 16:0, 18:0 18:1, 18:2
o 18:1, 18:2 16:0 bis 26:0
Epoxysauren Q 0-34% 0-30%
MVWWOH 18:0, 18:1 18:0, 18:1
()
« OH 16-92% 0-2%
Polyhdroxyséauren OH
HO 16:0, 18:0 18:0
(o]

. o OH Spuren 0-8%
Polydihydroxy oH P °
sauren HO 18:0

OH o
AP A e Fa N - 89 -69
Alkohole 0-8% 1 6 o
16:0, 18:1 18:0 bis 22:0
: P e e e N N NN 0-5% 0-3%
Diole HO ° °
18:1 22:0
) OH 1-14% 14-26 %
Glycerin HOQ\/OH
o) -1 % 1-10 %
Phenole S 0 0 0%
OH Ferubsaure, Ferubsaure,
p-Cumarséure, | p-Cumarsaure,
HO Kaffeesaure Sinapinsaure,
0\ Kaffeesaure

13



2 Theorie und Grundlagen

Informationen zur makromolekularen Struktur des Suberinpolymers konnten durch massen
spektrometrischeAnalysen von Oligomerblocken aus partieller Depolymerisatisowie
durch Festkorpetkernspinresonanzspektroskopisehgntersuchungen von intaktem Suberin
erhalten werdef§*% Auf diesem Weg wurdeMonoacylglycerole aus langkettigéh, -Bi-
carbonsaureny-Hydroxycarbonsauren und Alkansauren identifiZf&ttDie kernspinrese
nanzspektroskopischévlessungen zeigten auch, dass die aliphatischen Sauremonomere mit
Glycerin verestert in Form woDiacyt und Triacylglycerolenm Oligomergemisch vorka
gen'® Zudem wurde nachgewiesen, dassldlie Bicarbonsauren haufig an beiden Carbexyl
gruppen mit GlycerifMolekiilen verkniipft sinéf®! Diese GlycerirU , -BisaureGlyce
rin-Einheiten stellen das Basisgeriist des Polymers dar. Sie ermdglichen durch die Vererster
ung mit weiteren Monomeren den Aufbau eines dreidimensionalen polymeren NetZ¥érkes
Weiterhin wurden lineare Estatentifiziert, die aus

Polyaromaten B
verknupftenU , -@icarbonsauren und-Hydroxy-

oA o, carbonséuren besteh&fl Diese kénnen zusatzlich
. \l\kl\L ‘ mit GlycerinEinheiten verestert sein. Die aufeiran
derfolgende Addition vory-Hydroxycarbonsauren
ans jeweilige Ketteende lasst das Makromolekul
linear wachseff* Als weitere Oligomerstruktur
_ wurden trimere Ester aus-Hydroxycarbonsauren
Suberin erkannt, die an der Carboxygruppe mit Glycerin
und an der Hydroxygruppe mit Ferulasaure
AR A verestert sinff”) Dies fiihrt zur Annahmedas die
fl)) e Hauptfunktion der¥-Hydroxycarbonsauren darin
besteht die aliphatische Matrix des Suberins mit

den aromatischen Domanen zu verknipfen. &erul

saureMonomee an den ligninahnlichen palyo-

ABbildung 6: Modelvorstellung zum Aufbau des matischen Bereicimekdnnen dartber hinaus auch
Suberinpolymerg®® direkt mit Qycerol verknipft vorliegeff® Hinzu-

kommend verbinden diaromatischen Polyesterdomanen die aliigshhen Bereiche kovalent

mit der Zellwand®® AuRerdem zu erwihnen sincedn das Polymer eingelagertembsrin

assoziierta Wachse. Gegensdich zum SuberirPolymer sind diesa organischem.dsungs

mitteln l6slich. Es handelt sich bei den Wachsen um ungebundene langkettige Aliphaten

(Sauren, Alkohole, Alkane, Aldehyde) und aromatische Ester, die den Suberinmonomeren

sehr dhnlich sinéf?
14
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UnterschiedlichePflanzenarten weisen haufig Variationen in der Zusammensetzung der
Monomere des Suberinpolymers auf. So enthalt das Suberin im Periderm von Douglasien
Uberwiegend gesattigte Monomere, wahrenddessen das Suberin im Periderm von Kartoffeln
Uber hohe Anteile an ungesattigten Monomeren verfugt. In den Suberinisierungen von
Korkzellen hingegen dominieren nkiéittig oxygenierte Monomef&” Folglich unter
scheiden sich auch die kramolekularen Strukturen der Biopolyester. Beispielsweise konnen
Suberine, die reich an Epoxidind Diolgruppen an der Mittelkette sind, relativ starke
Wasserstoffbriicken oder sogar kovalente Bindungen untereinander aufbauerchwaidu

Monomere noch starker vernetzen wett&n

Anhand transmissionselektronenmikroskopisdbetersuchengen endodermaler Wurzelguer
schnitte wurde herausgefunden, dass die Suberineinlagerungen suberinisierter Zellwande tber
eine charakteristische lamellenartige Struktur verfitfeiese kannzudemmit dem stark

prim. Zell R lipophilen Farbstoff Sudan llider sich in den alipha

B b rnlimellen tischen Suberinkomponenten légpezifisch angefarbt und
nachgewiesen werdéf¥! Es wird angenommerndas die
= elektron@reichen polyaymatischen Domén die dunklen
Lamellen und die alighischen Beeiche die hellen
Lamellen hervorrufen, deren Diekdurch die Lange der

= aliphatischen Monomere bestimmt wirdAlternierend

aromatische und aliphatische Doméanen sind demnach fir

tert. Zellwand

_ o die lamellenartige Struktur des Biopolyesters verantwort
Abbildung 7: Ultrastruktur suberinisier -

ter Zellwéande einer Kartoffelknolle®?  |jch.[16:70]

2.1.3 Biosynthese der Polyester Cutin und Suberin

Die Erforschung der Cutirund Suberinbiosynthese wurde in den letzten Jahren hauptsachlich
durch Studien anArabidopsis thalianavorangebrachtAufgrund des relativ kleinen und
mittlerweile vollstdndig sequenzierten Genoms sowie einem kurzen Generationszyklus eignet
sich die AcketSchmalwand ideahls Modellpflanze fiir molekulargenetische Forschungen.
Die Verfugbarkeit einer Vielzahl von Mutanten ermdglicht etablierten Analysemethoden die
Identifikation von Genen, die Enzyme fur die Biopolymersynthese codieren. Durch vor allem
reverse genetische tamsuchungen konnten mutierte Gene Kkartiert und Enzyme der
Fettsdureoxidation und Glycerinveresterung ermittelt werden

15
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Die Ausgangsstoffe der aliphatischen Cutin und Suberinmonomere bilgen G- und
Cis.-Fettsauren die de-novo in Plastiden synthstert werde’ So findet die Cutinbie
genese in differenzierten Epidermiszellen staéthrend Suberin in spezialisierten Zelltypen
wie beispielsweise den Wurzelendodermiszellen gebildet{fir@war unterscheiden sich
die Polyester in ihren Funktionen sowie in der Gewahsd Zellpositionierung, jeddt ahneln

sich ihre Biosynthesepezuglich der involvierten Enzymfamiligft!

Im Anschluss an di&ynthese der monomeren Grundbausteine in den Plastiden, erfolgt die
enzymatische Modifizieing der Fettsduern am Endoplatischen Retikulum (ER). Vor

allem fir den Biopolyester Suberin sind Monomere mit sehr langen Kohldweasteff
charakteristisch. Die erforderliche Kettenverlangerung erfolgt durch Elongasen des
Fettsaureelogationskomplexes an der-M&mbran, wodurch die Fettsduren sukzessiv um
jeweils 2 Kohlenstoffatome erweitert werden. Somit wird die Entstehung von Fettsauren
ermoglicht, deren Kohlenstoffketten aus bis zu 36 Kohlenstoffatomen befféhgime
Beteiligung an der Fettsaureabation konnte hauptsachlich fiir Elongasen d&etdacyl
CoA-SynthaserFamilie, wie KCS1, KCS2, KCS17 und KCS20, nachgewiesen w&ti&o
zeigtenkcs2kcs20Doppelmutanten irabidopsis thaliaa beispielsweise eine signifiken
Reduktion der gesamten Waahesnge in Stielen und Blattern im Vergleictu den
entsprechenden Einzelmutanten, woraus sich auf eine Beteiligung der beiden Enzyme an der
cuticularen Wachsbiosynthese schliel3en liel3. Weiterhin wurde an den Doppelmutanten eine
deutliche Veranderung der aliphatischen Suberinzusammensetzung s@aviéegingerung

der Gesamtmenge des Suberins im Wurzelgewebkabbtet. Dies weist auch darauih,

dass die beiden Enzyme sich funktionell sehr &hnlich wmeblsl fir die Biosynthese von
Cutinals auch von Suberin bedeutend $iid

Nach der Kettenverlangerung durch den Fettsdureelongationskomplex oder schon direkt nach
der platidaren Synthese konnen die Fettsaurdurch Hydroxylasen,Epoxygenasen
Epoxidhydrolasemind weitere Enzymaunktionalisiert werden. Hierzmiissen die Fettsauren
jedoch durch die Bildung von Thioesterderivaten aktiviert werden. Dies geschieht indem
Enzyme die zurFamilie derlangkettigen AcylCoA-Synthetasen (LACSyehdren Vereste

rungen zwischen der Sauregruppe und dem Coenzym A durchftitréhFur die2 Mitglie-

der LACS1 und LACS2 kante eine Beteiligung an der Bildung der Cuticula nachgewiesen

[’677] Die Mutation des lacs2Gens inArabidopsis thaliaa bewirkt beispielsweise

werden
eine verringerte Dicke der Cuticula mit veranderter MonomerzusammensEtingch in

vitro-Studien konnten sowvinb fir LACS1 als auch fur LACS2 Enzymaktivitaten flr
16
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Fettsduren nachgewiesen werden, die uber Kettenlangen von 16 bis 30 Kohlenstoffatomen
verfugten”” Weiterhin konnen beide AcyToA-Synthetasennicht nur unsubstituierte
sondern auch oxygenierte Fettsauren aktivi€PeEs konnte daher noch nicht abschlieRend
geklartwerden an welcher Stelle der Polymerbiogenedie Aktivierung durchLACS-En-
zyme stattfindef’”

Die ¥-Hydroxylierungen der aliphatischeSaurenwerden durch Enzyme der Familie der
CytochromP45-Monooxygenaser(P450) katalysieff® Bei den meisten bisher identifi
zierten Enzyme dieser Superfamilie handelt es sich um Mitglieder der Unterfamilien CYP86
und CYP94. Als weitere bekannte Unterfaem sind noch CYP74, CYP77, CYP703,
CYP704 undCYP709 zu nennet” Fur die Synthese von Suberin in der Wurzel von
Arabidopsis thaliaa wurde eine Beteiligung der beidenHydroxylasen CYP86A1 und
CYP86B1nachgewiesen. Diese unterscheiden sich hauptsachlich in ihrer Spezifitat fur die
Kettenlangen ihrer Substrate. Wahrenddessen CYP&Grzkettigey-Hydroxysauremit 12

bis 18 Kohlenstoffatomen generiert, synthetisiert CYP8®HB1ydroxysauremmit 22 und 24
Kohlenstoffatomen. Analysen dertsprechenden Knockodutanten zeigten verringerte
Vorkommen vony-Hydroxysauren in den Biopolymer€ff Weitere Studien zur Synthese
von Cutin inArabidopsis thaliaa zeigten, dass die terminale Methylgruppe von Palmitin
saure durch die Monooxygenase CYP86A4 hydroxyliert. Als Enzym flr die anschhe
Rende Hydroxylierung in der Kettenmitte, dier Entsehung von Dihydroxypatitinsaure
filhrt, wurde die Hydroxylase CYP77A6 identifiziét®

Die Bildung derU , -Bicarbons&uren verlauft Ub&rHydroxycarbonsauren als Vorstufen. Es
wird angenommen, dass dreHydroxysauren zuerst anhand vorAlkohol-Dehydrogenasen

in ¥-Oxosauren Uberfuhrt werden, welche in einem weiteren Schritt duAddehyd-Dehy
drogenasen zU , Bicarbonsduren oxidiert ween. Fir das Enzym HOTHEAD konnte in
vitro eine ¥-Alkohol-Dehydrogenas@ktivitdit nachgewiesen werden. Ebenso zeigten
HOTHEAD-Mangelmutanten irArabidopsis thaliaa ein Defizit an Dis&uren im Cutin der
Blatter sowie eine Anreicherung vamHydroxycarbonsaen®?!

Ungesattigte Fettsauréidnnenbereitsnachder ¥-Hydroxylierung durch Epoxygenasen an
der internen Doppelbindung epoxidiert werdf¥h In einem Folgeschritt kdnnen Epoxid
hydrolasen die Hydratisierung der Epoxidfettsdukatalysieren und somit die Bildung von
vicinalen Diolenbewirken Es wird angenommen, dass es sich bei diesen Enzymen eben
falls um Mitglieder der Familie der GythromP458Monooxygenasehandelt® Allerdings
wurden die Epoxygsgsen und Epoxidydrolasen bisher nur unzureicheerforscht.Eine der
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wenigen identifizierterund charakterisierten Enzyme stellt die Epoxygenase CYP77A4 dar,

die in invitro Experimenten Linolsaure und Olsaure epoxidiéfte

R

f
|

O n O n
o-Hydroxylase o-Hydroxylase
i R
OWWOH o\((\/\/\/\/\/{/}/\ i
(0] n o) n
o-Alkohol-Dehydrogenase Nittkcttcn-Hydrox‘vlasc Epoxygenase
R (o)
R o ¢ SH 3
OWH OMVMOH OH
fo) n (o] n o n

Aldehyd-Dehydrogenase l Epoxidhydrolase

R

y S

OW W\/\/\\/\/\WOH
X i OH 0 oHOH n

Abbildung 8: Schema zur Biosynthese der Cutinund Suberinmonomere

Bereits charakterisiertenzymFamilien sind schwarz dargestellt. Noch nicht identifizierte Enzyme
sind pink abgebildet. Bei den Substanzen handelt es sich vermutlich ur€&&Werbindungen

(R = CA). Es konnte bishemicht ausgeschlossen werden, dassSdiestanzen als Fettséauren
vorliegen (R = H) (verandert naéf{ &9).

Ebenfallskonnte nachgewiesen werden, dass die Veresterungereak von Glycerin mit

U, -Bicarbon und ¥-Hydroxycarbonsaurerdurch Enzyme der Familie der Glycea
Phospha#cyltransferasen (GPAT) katalysiert werd®h Acyltransferasen tibertragen Co
enzymA-aktivierte Fettsauren auflie snl- oder sk2-Position von GylcereB-Phos
phater® Die Positionierung der Acylgruppe auf das Glycerin entscheidet tiber die Funktion
des Monoacylglycerols. So sind die Enzyme der Gi5amilie, die Uler eine srl-Regio
spezifitdt verfugen, auf die Bildung von Speichend Membranlipiden spezialisiert. Aeyl
transferasen, die Lipide adie sn2-Position vermitteln,sind in die Polyesterbildung
involviert.***Y Wichtige Mitglieder der GPATFamilie stellen Enzyme GPAT4, GPAT6 und
GPATS8 dar. Hierbei handelt es sich wuyltransferasen, die flr die Synthese von Cutin in
Blattern und Bluten essentiell sind. In entsprechemtabidopsis thaliaa-Mangelmutanten
konnten Defizite an Polyesterbestandteilen im Cutin nachgewiesen werden, wodurch eine
Beteiligung der Enzyme aredPolymerbildung bestatigt wiftH Die Acyltransferase GPAT5

ist auf Fettsauren, die aus 20 bis 24 Kohlenstoffatomen bestehen, spezialisiert. Dies konnte
anhand von Mangelmutanten dggat5Gens inArabidopsis thaliaa gezeigt werdenDie

Mutanten wiesen verringerte Mengen an-Hydroxysduen und U ,-Bicarbonséuren der
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entsprechenden Kettenlangen in Samenschalen und Wurzeln auf. Aul3erdem wurde eine

deutlich reduzierte Gesamtmenge an Suberin gefufitféh

Als weitere Familie der Acyltransferasen sind die BAHBzyme zu nennen. Mitglder
dieser Familie fuhren Vesterungen von aromatischen und alipsichen Substraten durch,
indem sie Coenzym-aktivierte FeruloylGruppen auf Akohole odewr-Hydroxysauren
tibertrage®™ Die Funktion einer Ferulasau@oA-Acyltranferag konnte fir das Enzym
ASFT nachgewiesen werden. ASMutanten zeigten das vollstandige Ausbleiben von
Ferulat sowé ein reduziertes Vorkommen vion-Hydroxysauren und , -Bicarbonsauren im
Suberin der Wurzell®! Diese bestatigt die Beteiligung der Acyltranseg an der Suberin

biosynthese.

[Vcrcslcrung mit Glycerin Polymerisation?

(GPAT)

Polymerisation?

Acyl-Oxidationen

(CYP) 2
ABC- e
Transporter 3 =
Fettsdure- % =
Elongations-Komplex =
(KSC)
= S
cyl-Aktivierung g 3
(LACS) _ = =
De-novo- ABC 3 &

Fettsduresynthese Transporter

\(LTP

Acyl-Oxidationen
(CYP)

Veresterung mit Glycerin
(GPAT)

Polymerisation
(GDSL)

Zellmembran 2R

L‘_/

Abbildung 9: Schemazur Syntheseder Polyester Cutin und Suberin (verandert nacft?)

Wie die hydrophoben Polymerbausteine v&@yntheseort aus durch die hydrophile Zelle
transportiert und anschlieBend durch die Zellmembran in den extrazellularen Bereich
exportiert werdepkonnte bisher nur unzureichend aufgeklart wetdférEs wird angenom

men, dass die Bausteine durch freie Diffusion unter Beteiligung von cytoplasmatischen
Transportproteinen, Lipidtrépfchen od@plgi-Vesikeln zur Membran gelang€hDer Trans

port der Polymerbatsine durch die Plasmamembran in die Zellwand involviert AB&hs

porter und mdglicherweise auch Ldpiansferproteine (LTP™ ABC-Transporterbestehen

aus 2Untereinheiten, die ein Dimer bilden. Je nachdem, ob es sicR igdentische oder
unterschiedliche Untereinheiten handelt, spricht man von Hdemehungsweise Heteredi

meren. Die ATFbindende Kassette ABCG12 stellt einen der ersten identifizierten Transporter
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in Arabidopsis thaliaa dar, der am Export von cuatilaren Lipiden beteiligt istMutationen
desabcgl2Gens bewirkten eine veranderte Cuticelsammensetzung, die sich in einem
Mangel an epidermalen Sprossachsenwachsen auf3erte. Als weitere Mitglieder detJABCG
terfamilie wurden ABCG11, ABCG13 und ABC@3dentifiziert, die ebenfalls in die Cutin
syntrese involviert sind®¥ Firr die ABGTransporter ABCG1, ABCG2 und ABCG20 wurde

eine Beteiligung ader Suberinsynthese in Wurzeln und Samenschalen nachgeW®sen

Beim dycosylphosphatidylinositolerankertem Lipidtransferprotein (LTPG) handelt es sich
um ein membangebundenes Protein, welches hauptsachlich im Apoplasten der Epidermis
zellen von Blattern und Sprossacinsausgeschieden wiftf®! Durch reverse Genetik wurde

das LTPG identifiziert, welches wahrend der Cuticulabiogenese in hohen Mengen exprimiert
wird.®"! Die Mutation des entspreenden Genes imrabidopsis thaliaa bewirkt ein
reduziertes Wachsvorkommen auf der Sprossoberflache. Dies zeigt, dass das Lipid
transferprotein direkt oder indirekt in die Cuticulabildung involviert sein muss. Anhand von in
vitro-Experimenten konnte die jidbindefahigkeit des Proteins nachgewiesen werden. Es
wird daher vermutet, dass das Transferprotein am Export von lipophilen Polymerbausteinen

durch die hydrophobe Zellmembran beteiligf 15t”!

Fur die Polymerisierung und Quervernetzung der aliphatischen Polyester wurde in Tomaten
die Cutinsynthase GDSL1 identifiziéfe*® Diese Polyestersynthase gehért zur Familie der
GDSlL-Lipasen, welche eine Untergruppe der Superfamilie dgsHydrolasen bildet. In
vitro-Studien zeigten, dass das Enzym Transacylierungsreaktionen v2#18y16Dihy-
droxyhexadecanoyinonoacylglycercEinheiten katalysieren kann, bei denen die 16
hydroxyhexadecanoyGruppe unter Ausbildung einer primaren Esterbindung auf ein weiteres
Monoacylglycerol transferiert wirld®® Weiterhin wurde herausgefunden, dass auch sekun
déren Hydroxygruppen verestert werden konf&h Tomatenfriichte von GDSEManget
mutanten wiesen eine im Vergleich zum Wildtyp deutlich dinnere Cuticula auf.
Hinzukommend wurde eine veranderte Cutinstruktur beobachtet, wodurch GDSL1 als
Cutinsynthase identifiziert werden konf&®? Eine weitere Polyestersynthase, die in die
Cutinbildung involviert ist, stellt das Protein BODYGUARD (BDG) dar. Hierbei handelt es
sich um ehe in der Epidermiszellwand lokalisierté)-Hydrolase®**%?! zwar wurdennoch

keine Polyestersynthasen der Suberinsynthese gefunden, jedoch wird davon ausgegangen,
dass GDStLipasen und BGD &hnliche Enzyme involviert siHd
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2.2 BC-markierte Verbindungen

2.2.1 Geschichteund Anreicherung

Ein chemisches Element kannsaeiner Mischung verschiedener Atome bestehen, die Uber
die gleiche Zahl von Protonen verfligen, sich aber in der Anzahl ihrer Neutronen und somit in
der Massenzahl unterscheiden. 1912 gelang dem Physiker Joseph John Thomson durch die
Ablenkung von Neonkamstrahlen (Né&-Strahlen) im magnetischen Feld erstmals der
Nachweis, dass das Element Neon ein Gemisch aus unterschiedlich schweren Atomen mit den
relativen Massen 20 und 22 ! Frederick Soddy zeigte anhand radioaktiver Elemente,
dass die entsprechenden Atome zwar unterschiedliche Massen aufwiesen, sich aber chemisch
identisch verhielten. Fiir solche Atome filhrte der Chemiker 1913 den Begriff Isotdf¥ ein

1919 erkannte der Physiker Francis William Aston aufbauend auf die Arbeiten von Thomson,
dass die Isotopie keine Ausnahmeerscheinung darstellt, sonderrelassden radioaktiven

auch diemeisten stabilen Elemente, aus mehreren Isotopen basf®hHeute bezeichnet

man alle Atome eines Elementes als Isotop, die sich nur in der Neutronenzatdmkern

unterscheidef®®

Mittlerweile wurden Gber 3000 Isotope identifiziert. Fir das Element Kohlenstaff 1n
naturlich vorkommende und kunstlich erzeugbare Isotope bekannt. Diese umfassen die
Massenzahles bis 22.2°" Nattrrlicher Kohlenstoff besteht aus dgmbilenlsotopen*?C und

3¢ sowie dem instabilen IsotdfiC. In der Atmosphare liegt die relative Haufigkeit fir das
Isotop*C bei 98,89 at% und fiir das Isotbit bei 1,11 at%4'°®*®!Das Radionuklid“C ist

nur in sehr geringen Mengen dort vorhanden und weist eine Isotopenhaufigkeit Va0

auf. Es entsteht in den oberen Schichten der Erdatmosphéare durch Kernreaktionen aufgrund
der Wechselwirkung kosmischer Stralgummit Stickstoffatomen.'*C unterliegt dem
radioaktivem Zerfall und weist eine Halbwertszeit von 5730 Jahren auf. Es kann daher mit der
RadiocarborMethode zur archaologischen Altersbestimmung organischer Materialen

verwendet werdefi'”

Das Verhaltnis destabilen Isotop&ann aufgrund von Isotopeneffekten in unterschiedlichen
Proben variieref** Ein bekanntes Beispiel fiir &fiationen im**C/**C-Isotopenverhaltnis
bildet die KohlenstoffdioxigAssimilation wahrend der Fotosynthese. So bindet das Enzym
Rubisco in G-Pflanzen bevorzugt das leichtéf€0,. In diesen Pflanzen ist da¥C/*°C-Ver-
haltnis daher niedriger als in datmosphard'®® Man kann so beispielsweise tberprijfeh

Saccharose von Zkerriiben(Cs) oder Zickerrohr (G) gebildet wurdé®® Erdél, Kohle und
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Erdgas verfiigen ebenfalls iiber eher niedritf@"°C-Isotopenverhaliisse, wéhrenddessen

carbonathaltige Mineralien an der oberen Grenze einzuordneli’$ind

Bereits kurz nach ddéntdeckung der Isotope um 1913 nutzte der PhysikochemikargGe
von Hevesy als ersteFscher die Isotopenmarkieruagr Untersuching von biochemischen
und physiologischen FragestellundEl Seitdem werden isotopenmarkierte Verbindungen
zunehmend in der Wissenschaft eingesetzt um chemische, physikalische ¢ogisdie
Prozesse anhand atomakéarker zu verfolgen. Ein bekanntes Beispiel bildet die Erforschung
der Photosynthese von griinen Pflanzen mithilfe naatioaktivem**C0O,. Dem Biochemiker
Melvin Calvin gdang darliber die Aufklarung ddReaktionsschritte der Dunkelreaktion

(Calvin-Zyklus), bei der C@zu Glucose assimiliert wird**!

Im Laufe der Zeit zeigte sich jedgattass radioaktive Strahlung fur Lebewesen gesundheits
schadlich sein kann, sodass Experimente mit radioaktiven Isotopen heute aufwendige
Sicherheitsvorkehrungen und Kontrollen erfordern. Eine gefahrlose Alternative bietet die
Nutzung stabiler Isotope wibeispielsweise’H (D), °C, >N und *®0. Deuterierte Ver
bindungen sind aufgrund des kinetischen Isotopeneffekts nur begrenzt nutzbar. Da dieser
Effekt umso ausgepréagter vorliegt, je hoher die Differenz der Massen der Isotope ist, ist er
zwischen Wasserdfound dem fast doppelt so schwerBeuterium besonders gréf”
Kohlenstoff geht mit Deuterium eine deutlich starkere Bindung ein als mit Wasserstoff.
Reaktionen, bei denen Deuteriumbindungen gespalten wdeddan daher bei identischen
Temperaturen langsamer ab als Reaktionen mit Protitth!*t>*'® Demnachkénnen die
Ergebnisse von Markierungsexperimentait deuterieten Verbindungen durch das veran
derte chemische Verhalten d@suteriums beeinflusst oder verfalscht werteh

Der Nachweisder Isotope erfolgt haufig anhand massenspektrometrischersuctengen.
Ebenfalls kann eine Identifikation mittels Infrarotspekkapie stattfinden. Die beiden
Isotope®N und *3C sind zudem magnetisch aktv® Kernresonanzsprektskopische Mes
swingen (NMR) bieten den Vorteiguch umfangreiche strukturelle Informationen zu liefern
und die Lokalisation des Isotops innerhalb eines Molekils zu ermdglichen. Somit stellt
besonders das KohlenstoffatoiC ein stabilesund gefahrloses sbtop dar, dasfiir
biologische und chemische Markierungsexperimente vielfaltig verwendet werden kann, da

Kohlenstoff Bestandteil aller organischen Verbindungen ist.

Ein haufiges Verfahren zur Anreicherung V3@ stellt die Tieftemperaturdestillation dar, bei

der**CO aus der natiirlichen Isotopenverteilung aufkonzentriert wird. Das Verfahren bedient
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sich desgeringen Unterschiedder Dampfdriicke vori’C*®0 und **C*O, der ausreichend
grof3 ist, um die thermischa@nhnung der Isotope zu erméglichen. Der Nachteil der Methode
besteht jedoch in der schwierigen Abtrennung des Isotdp€0, dasahnliche Eigen
schaften wie”C'®0 aufweistCO, und CH, eigenen sich zwar ebenfalls zur Tieftemperatur
destillation, sind jedch aufgrund geringerer Dampfdruckdifferenzen aufwendiger in der
Destillation'**® Eine weitereMdglichkeit zur Anreicherung bilden physikalische Trennungen
mithilfe von Gaszentrifugen, die sich durch techniaokpruchsvolle Apparaturen usthen
geringen Energieverauch kennzeichnen. Hinzukommerdnnen Anreicherungen des
Isotops*®C durch Austaschreaktionen erzielt werdeBie bedeutendste dieser Reakéan
stellt der Isotopenaustausch zwischen gasformigem HCN undnGMassriger Losung dar.
Bei der Neubildung eimechemischen Bindung ist haufaps schwerere Isotop bevorzugt,

sodass™C angerizhert wird™? Die aus dem Isotopenekeresultierende Gleichgewichts

konstante (Ksci2c= 1,012) der Reaktion ermdglicht eine Trennung der IsdtéPe
HCNig) + “"CNaagz H'*CNg) + “CNeag)"**"

Bei der Gaschromatographie von £@urde festgestellt, d¢s die schwereren Molekule die
Trennsadule schneller durchlaufen als die lei@meAufgrund des inversen Isotopieeffekts
gelingt die Anreicherury von '°CO, iiber eine Kaskade von gaschromatographischen
Trennsaulen, die in einem Impulsregime arbeiten. B@6, wird bei dieser Methodéber

eine Kiihlfalle ausgefroreff

2.2.2 Synthese und Anwendung

Die Darstellung **C-markierter Verbindungen durch organische Synthese ist an die
Substanzen gebunden, die bei destopenanreicherung erhalten werden. Zur Synthese
planung muss daher von sehr einfachen kleinen Edwkte*CO, oder KCN ausgegangen
werden, um den Einbau déiC-Labels zu ermdglichen. Weiterhiwerden auch™C-an
gereicherte Carbonate zur Isotoperkigrung verwendet, da diese leicht &G0, gewonnen
werden konnen. Generell beschreibt der Begriff Isotopenmarkierung eine Methode zum
systematischen Einfiigen definierter Isotope in organische Verbindtiiarorteilhaft ist,

dass sich die beiden Kohlenstoffisotoff€ und *C im Gegensatz zu den Wasserstoff

isotopen'H und?H chemisch weitestgehend gleich verhalé¥ Zudemerfordert der Um
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gang mit**C-markierten Substanzem Gegensatz zu radioaktinarkieten Verbindungen
keine besonderen Vorsichtsmaflinahmen.

Zumeist sind die analogemnmarkierten Zielverbindungen kommerziell erhaltlich und die
Synthesewege sind literabhekannt. Diese Syntheserouten kénnen jedoch haufig nicht zur
Isotopenmarkierung genutzt werden. So verlauft beispielsweise die grofdtechnisehe Her
stellung von Dicarbonsauren vorwiegend tiber BiotransformationsprdZ8s&mbei bilden
Pflanzendle freie Fettsduren odeester Ausgangssubstanzen, die mikrobiell Gber mehrere
Schritte zu Dicarbonséuren oxidiert werd&f! Dieser Syntheseweg bietet demnach keine
Moglichkeit zur Einfiihrung des™C-Isotopes, da die Kohlenstoffkette beziiglich der
Kohlenstoffatome unverdndert bleibt. Die Herstellung isotopenmarki&fégbindungen
bedarf daher die Entwicklung speziellauf die jeweiligen Zielsubstanzen individuell

angepasster Syntheserouten, die einfach&gyangreicherte Edukte inkludieren.

Ein weiteer zu beachtender Faktor ist der hohe Preis d@markiertenAusgangsverbin

dugen. So liegt beispielsweise der Molpreis von Kaliumcyanid mit nattrlicher Isotepenzu
sammensetzung derzeit bei uni’gmdrideties Kalum7 0 G/ r
cyani d 18. 008 aufgnend dek Kosten elér angereicherten Isotope ist es
daher sinnvoll zur Synthese isotopenmarkierter Verbindungen Reaktionén hohen
Ausbaiten anzustreben. Aus demssibGrund ist darauf zu achten, dass'd@Markierung

bei mehrstufigen Synthesen in einem mdglichst spaten Schritt der Sytheseroute eingefiihrt
wird. Somit kann vermieden werden, dass es bereits bei den Aufadsgtozessen der
Vorstufen zu Verlusten von teuréfC-angereicherte Zwischenprodukten kommt. Weiterhin
empfiehlt es sichdie Synthesewege vorab mit unmarkierten Edukten zu optimieren, um bei
der Herstellung der isotopenmarkierten Zielsubstanzen sehr gute Ausbeuten und Reinheiten
zu erreichen. Die hohe Reinheit ist wichtig, damit Verunreinigungen die Ergebnisse von
Markierurgsexperimenten oder anderen Anwendungen nicht beeinflussen. Ebenfalls sollte die
Synthesezeit betrachtet werden, sodass mindere Ausbeuten vertretbar sind, wenn die

Arbeitszeit unter 6konomischen Blickpunkten miteinbezogen wird.

Die Verwendung vor®C-markierten Verbindungen ist mittlerweile vielseitig. Problematisch

ist lediglich, dass aufgrund der hohen Eduktd Synthesekosten nur wenfg€-angereichte
Subtanzen kommerziell erhaltlich sind. Vor allelfC-markierte Lipide, Aminosauren,
Schadstoffe odeirzneimittel werden genutzam denMetabolismus dieser Verbindungen
mikrobiellen Gemeinschaften oder hoheren Lebewesen zu untersuchen. So helfen

beispielsweisé*C-markierte Lipide Einblicke in das komplexe Prozessgefiige von Lipidkreis
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laufen im Bodenzu erlange®” Ein haufiges Verfahren stellt hierbei die Analyse der
Phospholipidfettsauren (PLFAnalyse) dar, die ifKapitel 2.3 genauer beschrieben wifd
Weiterhin ist es moglichdie Proteine von hoheren Lebewesen wie $&zu markieren,
indem sieFutter erhalten, welches nfiC-markiertem Lysin angereichert ist. Na2iGenera

tionen kann ein vollstandiger Austausch des nattrlichen Lysins gegen das isotopenmarkierte
Lysin detektiert werden. Die Proteine der SILAXganismen $ILAC = stable isotope
labeling of amino acid in cell culture) kdnnen miternerProteinstandard verwendet werden,

um die Proteine von unmarkierten Organismen wie Mutanten zu quantifizieren. Aufgrund der
unterschiedlichen Massekann im Massenspektrometer didenge der unmarkierten und
markierten Proteine Uber das Verhaltnis der Signalintensitaten bestimmt werden. Bas Ver
fahren ermdglicht somit deguantitativen Vergleich der Proteome von mutierten Mausen und
kann zudem dabei helfeRroteinfunktionen zu bastmen!*?” **C-markierte Verbindungen
fungieren auch in vielen andern Bereichen als analytische StandarfitsdeSosie beispiels

weise in der Lebensmittelind Umweltanalytik Verwendur¢f®

In der Gastroenterologie bilde®C-Atemtests wertvolle nickinvasive diagnostische
Verfahren. Dazu nehmen die Patienten zunachst-@lenarkierte Tetsubstrate oral auf.
Darauffolgendwird der metabolische Prozess der Verbindungen verfolgt, indem der Atem des
Patienten Uber einen definierten Zeitraunssemspektrometrisch atfCO, untersucht wird.
Dieses entsteht bei der Verstoffwechselung ‘d@rangereicherten Testsubstanz&n. kam
beispielsweisemithilfe des **C-HarnstoffAtemtests das Magengeschwiire verursachende
Bakterium Heliobacter pylori nachgewiesen werdéff® Weiterhin kénnen**C-markierte
Triglyceride zur Ulerpriifung der Pankreasfunktiamd **C-Methacetin sowie"*C-Amino-

pyrin zur Analyse der Leberfunktion dienBfi’ Ebenso kann del’C-OktansaureAtemtest

zum Nachweis einer Magenentleerungsstorung verwendet wéiden

Neweste Forschungen beschéftigen sich M@-markierte Zymonsaure als Biosensor fiir
pH-Veranderungen. Die Umgebung von Tumoren und Entziindungen ist haufig saurer als die
von gesundm Gewebe. Aufgrund der p¥Wertabhéngigen molekularen Veranderumngn
Zymonsaure, kann sie dazu genutzt weygeirWerte sichtbar zu machen. Hierzu wird sie in
den Koarperinjiziert und anschlielend eine Magresonanztomographie (MRT) des zu
untersuchenden Gewebes erstellt. @ Markierung am Molekiil verstarkt in Kdsination

mit Hyperpolarisation durch Mikrowellen das Signal. Mit der-pitigebungsmethode
konnte es gelingemlie Wirksamkeit von Tumorbehandlungen frihzeitigorurrteilen. Bisher

konntenbereits die pHNerte im Korper n Kleintieren zuverlassig darggellt werden*3!
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2.3 Phospholipidfettsauren

2.3.1Phospholipidfettsauren in Béden

Phospholipide sind essentielle Bestandtd#e Biomembranen aller lebendgellen. In der

Bodenokologie werden sie daher als bedeutsame Biomarker angeé&etidbie Membran

lipide zeichnemns i ¢ h

durch eine ho v eRattmreeid. Baclodem Zetitbde

erfolgt zeitnah und schnell der Abbau dur®hospholipasen, weshalb Phudjpide

charakteristisch fiir lebendiges Zellmaterial siid Sie bilden neben Sphingolipiden und

At U

Cholesterol die Hauptbestandteile biologischer Membranen. Phospholipide lassen sich in

Glycero- und Sphingophospholipide unterteilen, wobei Gylcerophospholipide die domini

erenden Membranlipide darstellen. Die Grundeinheit der Phosphoglyceride bildet Glycerin,

welches Uber eine der endstadndigen Hydroxygruppen an einen Phosphatrest gebunden ist.

Hinzukommend sind die beiden anderen Hydroxygruppen mit langkettigen aliphatischen

Fettsauren verestdit

~ | 1l
/N-‘-\/\ /P~

O
Phosphatgruppe

Abbildung 10: Strukturbeispiel eines Phospholipids (verandert nach>)

Somit unterscheiden sich die Glycerophospholipide von den Speicherlipiden (Triacyl
glyceriden) hauptsachlich durclaglVVorhandensein einer Phosphatgruppe. Diese kann neben

dem Glycerin noch an einem weiteren organischen Alkohol wie beispielsweise Cholin,

Glycerin

o”ifo” > o

H 0Ol

O

snl-Fettsdure

8]

sn2-Fettsdure

Ethanolamin oder Serin gebunden sein und einen Phosphorsaurediestét$ilden

Die Fettsauren der Phospholipide variieren in ihren Kettenlangen und der Anzahl ihrer

Doppelbindungen. Zudem kénnen sie HydroxWethyl oder Cycloprpyl-Gruppen

enthaltedd®®”! Wahrenddessen an die sRasition des Gycerols Uberwiegend gesattigte

Fetsauren gebunden sind, ist die2Position meist mit einfacbhder mehrfach ungesattigten

Fettsauren verestdtt®!

Die Phospholipide verschiedendvliikroorgansinengruppen untecheiden sich haufig

beziglich der an das Glycerin gebundenen Fettsauren. Taxonomische Gruppen von Mikroben
verfigen Uber charakteristische Phospholipidfetes&(PLFA). PLFA stellen daheicht nur

geeignete Biomarker zur Quantifizierung lebender Biomdsse sondern kdnneebenfalls

zur Bestimmung der mikrobiellen Diversitat in Bodendkosystemen verwendet wWefdéh
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Die Zuordnung charakteristischer PAFzu bestimmten Mikroorganismengruppen konnte
durch die Analyse und den Vergleich der Phospholipide entsgmdeh Reinkulturen
erfolgen. PLFAAnalysen konnen somit angewendet werden, um mikrobielle Gemeinschaften
verschiedener Bodendkosysteme zu untersuchen und Veranderungen in der Zusammen

setzung infolge voexternen Stresssoren detektiereft3214°!

Einige PLFA sind in den Phospholipiden nahezuralleganismen verbreitet und daher von
geringer taxonomischer Bedeutung. Zu diesen ubiquitar verbreiteten PLFA gehéren unver
zweigte gesattigte Fettsauren, deren Kohlenstoffketten aus 12 bis 18 Kohlenstoffatomen
besteheff** Diese PLFA konnen jedochsafjenerelle Indikatoren fir mitiielle Biomasse
verwendet werdel8®!

Langkettige PLFA mit mehr als 20 Kohlenstoffatomen sind hauptséachlich in Eukaryoten,
Moosen, Cyanobakterien und hoheren Pflanzen zu filidfeld® Dort konnen sie als
gesattigteoder mehrfach ungesattigte Fettsauren vorliegen. Charaldehistiir Bakterien

sind vor allem PLFA mit fHydroxy- und Cyclopropylgruppen sowie Methylverzwei
gungerd™*®! Geséttigte unverzweigte sowie gesattigte methylverzweigte Fettsduren weisen
vorwiegend auf grampositive sowie sulfatreduzierende gramnegative Bakteri€d*hin
AulRerdem wurden sie in Vertretern der Gattungkvobacteriumund Cytophagagefunden,

die auch zur Gruppe der gramnegativen Bakterien gelfdreMethylverzweigungen am
zehnten Kohlenstoffatom vom Carboxgttenende sind besonders reprasentativ fur die
grampositiven Bakterien der Gattumgtinomyces“® Gesattigte PLFA mitCyclopropyt
gruppen wiederum sind Uberwiegend in gramnegativen Bakterien enthalten. Sie wurden
jedoch auch in einigen Stanem anaerober grampositiver Bakterien nachgewiesen, sodass sie
nicht eindeutig den gramnegativen Bakterien zugeordnet werden kitthen

Erganzend kénnen hydroxylierte Fettssiubezlglich der Position der Hydroxygruppe von
taxoromischem Wert sein. So wurden PLFA, die am zweiten Kohlenstoffatom vom
CarboxytEnde hydroxyliertwurden weitestgehend in Bakterien der Gattuhgeudomons
gefunderd**” PLFA mit Hydroxylierungen am dritten Kohlenstoffatom kénnen hingegen der
GattungMycobakteriunzugeordnet werdef*®

Einfach ungesattigte PLFA sind in nahezu aligamnegativen Mikroorganismesowie in
einigen wenigen Eukaryoten vertreten. Da sie in grampositiven Bakterien nur in sehr geringen
Mengen vorkommen, stellen sie wichti§éomarker fir gramnegative Bakterien daf4

Einige einfach ungesattigte PLFA sind Indikatoren flr methanotrophe Bakterien. Sie verfiigen
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Uber Doppelbindungen an sjfesc hen Posi ti onen. So ist di e
fer Methanotrophen de sfirMetpasotrdphen des Typsiif® PL F A
Mehrfach ungesattigte PLFA wurden fast ausschlieB3lich in Eukaryotamigewiesen.
Lediglich in sehr selten Fallewurden sie in Cyanobakterien gefunden, weshalb sie als
Biomarker fiir eukaryotischélikroorganismen angesehen werden kénfi&h Linolséaure

( 18 : @udé pls Bestandteil der Phosphdalipivieler Pilze in Bodenprobadentifiziert.

Da sie haufig midem Biomarker Ergosterin, einem wichtig@estandteil der Zellmembran

von Pilzen, gemeinsam vorkommt, galt sie zun&chst als sicherer Indikator fiir BodEripilze
Jedoch wurde Linolsédure spater auch in grol3en Mengenanzeh gefunden, weshalb sie

nur dann einen zuverlassigen Pilzindikator darstellt, wenn pflangligtagerial in der Probe
sicher ausgeschlossewerden kan®*Y Ein Beispiel fur einerBiomarker fiir abuskulare
Mykorrhizepilzebildetd i e P L FA 2pezifischfarGigasporarosesist. ™

Tabelle 2: Charakteristische PLFA verschiedener Gruppen von Mikroorganismen(verandert nach 232

Strukturmerkmal Beispiele Indikator fur:
PLFA Phospholipidfettsauren Mikrobielle Biomasse
Gesattigt
unverzweigt 15:0, 16:0,18:0 Bakterien, Eukaryoten
unverzweigt, langkettig 20:0, 21:0, 26:0 Eukaryoten, Moose, hthere Pflanzen
methylverzweigt bri7:0, brl18:0 grampositive Bakterien
methylverzweigt iso/anteiso i14:0, i15:0, a15:0, grampositive Bakterien
i16:0,i17:0, al7:0 gramnegative Bakterie€ytophaga,
Acetobacter, Flavobacterium
methylverzweigt (G) 10Mel7:0, 10Mel8:0 Actinomyceten sowie
10Me16:0, einige sulfatreduzierende Bakterien
Cyclopropylsubstituiert cyl7:0, cy19:0 gramnegative Bakterie®hodospirillum,
Cromatium

grampositive BakterierClostridium,
Bifidobacterium

Hydroxyliert UOH, O Pseudomonas, Mycobacterium
Ungesattigt
einfach 14: 15, 15: 1 gramnegative Bakterien

16: 1v9, 18:1
einfach (¥8) 16: 1¥8, 18: 1 methanoxidierende Bakterien
Mehrfach 18:2¢r6, 18:3%3 Eukaryoten, Cyanobakterien

PLFA-Profile eignen sich besonders zum Erstellen von Fingerabdriicken der komplexen

mikrobiellen Gemeinschaften unterschiedlicher Bodenokosystéth&inzelne Biomarker
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haben héaufig einen geringen taxeanschen Nutzen und scheinen zur ldentifizierung von
Mikroorganismen aufArtenebene ungeeign@t>*>¥ zur Interpretation von PLF#rofilen
werden Uberwiegend jene Biomarker verwendet, dliech Experimente mit Reinkulturen
identifiziert wurden. Da bisher noch nicht alle mikrobiellen Spezies und die Fettsauren ihrer
Phospholipide bekannt sind, ist es schwierig 2wdisen, dass bestimmte Fettsiu
spezifisch fir eine einzige Gattung odert Aind*** Allerdings ist bekannt, dass einige
PLFA in sehr unterschiedlichen mikrobiellen Gruppen vorkommen koHA8nSo ist
beispielsvei se di e Fetts?2ur e 1n6MyKormhizapikemwale buch in n ar
Bakterien zu finden.

Ebenso sind PLFA mit Mejierung am zehnten Kohlenstoffatom vom Carbekpde
charakteristisch fur Actinomycetales, wobei die Kettenlange variieren®&hAus diesem
Grund empfiehlt es sich untersetlliche mikrobielle Taxa in Bodenproben nicht nur anhand
eines PLFABiomarkers sondern anhand mehrerer, zu funktionellen Gruppen zusammen

gefassten Biomarker zu identifizier&ff 1>

Zur Analyse der PLFA werden die Phospholipide zun&chst mit eemisch aus Metmal,
Chloroform und Phosphatfef aus den Bodenproben extrahiert. Danach werden die
Phospholipide saulehromatographisch vorden neutralen Lipiden und Glycolipiden
abgetrennt. Durch alkalische Hydrolyse erfolgt anschlie3end die Freisetzung der PLFA, die
im nachfolgenden Schritt zu Phospholipidfettsduremethylestern derivatisiert werden.
Abschliel3end werdenia@l Ester entsprechend ihrer Strukturmerkmale gaschromatographisch
aufgetrennt und im Massenspektrometer analy$i#r> %% Alternative Methoden trennen

die PLFA vorher saulenchromatographisch entsprechend ihrer Sattigung weléf atrf
lediglich einen Uberblick tiber die vorhandendikroben zu gewinnen, ist diegauftrennung

jedoch nicht notwerig.[**®

Neben Mikroorganismen der DomanBacteriaund Eucaryawerden Bodendkosysteme auch

von Vertretern der Doméanarchaeabesiedelt. Die Bodenorgan®n der Archaeawerden
allerdings nicht mit der PLFMethode erfasst. Dies ist damit begriindbar, dass die
Phospblipide der Archaeen anstelle von estergebundenen Fettsauren ethergebundene Lipide
(PLEL) aufweiset™*? Die Etherbindungen lassen sich nicht durch die milden PHFA
drolysemethoden spalten. Biocheatis unterscheiden sich die Archaeen somit von
Organisnen der anderen beiden Doméarmench das Fehlen von aliphatischen Fettsauren in
den Phospholipidef®”
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2.3.2Inkubationsstudien mit **C-markierten Verbindungen

PLFA-Biomarkeaanalysen eigen sich ebenfalls dafidie Nutzung mikrobieller Kohlenstoff
guellen im Boden zu untersuchen und helfen sodi& Rolle der Mikroorganismen im
Kohlenstoffkreislauf des Bodens zu versteH&h™*® Dazu werden oft Inkubationsexperi
mente mit'*C-markierten Substraten dugéfiihrt, wobei die isolierten LFFA anschlieRend

auf die Anreicherung des Kohlenstoffisotdp untersucht werdefi®® Entsprechende Expe
rimente tragen demnach dazu,b&bbaugemeinschaften vdfiC-markierten Substanzen zu
identifizieren sowie die Recyclivgege von pflanzlichem Material ztharakterisieren. Au
Rerdem ermdoglichen die Experimente die Reaktionen von mikrobiellen Gemeinschaften auf

veranderte Umweltbedingungen zu detektié?&n

So wurden bei Experimenten mifiC-markiertem Methannd Waldboden unter gemaRigten
klimatischen Bedingungen Uberwiegei€-markiete PLFA identifiziert, die fur Methano
trophe Bakterien des Typs Il indikativ sifté!! Weitere Studien mit Humus aus einem
Kiefernwald zeigten, dassra erhohte Methankonzentratian einer gesteigerten Rate der
Methanoxidatio fuhrt, die jedoch ebenfalls von Methanotrophen des Typs Il dominiert
wird.*%? Dies bestatigten auch Langzeitexperimente mit einer Strdmungskammer, bei denen
Bodenproben (iber einen Zeitraum vbh Wochenmit **C-markiertem Methan inkubiert
wurden™®® Durch weitere Studien mit Terund Sandbodenproben konnte gezeigt werden,
dass die Aktivitat methanoxidierender Spezies jedoch mit der Bodenéigferen kann. So
wurde festgestellt, dass Methanotrophen des Typs | vermehrt in oberen Bodenschichten mit
hohem Sauerstoffund niedrigem Methangehalt aktiv sind, weiddessen die Methan
trophen desTyps Il vorwiegend in tieferen Schichten mit wenig &atoff und hohem
Methanvorkommen oxidieréf?” Hinzukommend konnte durch eine Vielzahkiterer Ex
perimente gezeigt werden, dass Faktoren wie Temperattygriiund Bodennahrstoffgehalt

die Wachstumsraten und die Struktur der methanotrophen Gemeinschaft in Béddnspeeinf
sen konnef®® Die Erkenntnisse zeigen, dass komponentenspeziffS€RBLFA-Analysen

dazu beitragen konnenokologische Habitate und Nischen von Bodenbakterien zu

identifizieren(®®

Neben den Studien zur Methanoxidation wurden auch Experimente mit Schadstoffen als
Substrate fur mikrobielle Gemeinschaften dgedilihrt. So konnte beispielsweise durch
Inkubationsversuche mit*C-markiertem Toluen Benzen und Phenanthren verdeutlich
werden, dass lediglich eine kleine und sehr spezifische Gruppe von Mikroorganismen in den

jeweiligen biologischen Abbau involviertti$®*®® Es uiberrascht jedoch, dass unterschied
30



2 Theorie und Grundlagen

liche mikrobielle Gruppen an der Degradation von €alund Benzen beteiligt sind, obwohl
sichdie beiden Schadstoffe strukturell sehr ahnlich $ifYd

Weiterhin wurde die mikrobielle Verwertung d€c-markierten Substrate Glucose, Fumar
saure und Glycin untersucht. Bei Inkubationsexperinmembét markierter Glucose und
Fumarséure wurden 25 bzw. 2&-angereichertLFA gefunden. Dies zeigt, dass sowohl
Glucose als auch Fumarséure von vielen mikrobiellen OCsg@mgruppen genutzt werden
kénnen. Experimente zum Abbau vdiC-markiertem Glycin hingegen wiesen n@ran
gereicherte PLFAauf, die Uberwiegend den gramnégan Bakterien zugeordnet werden

konnten{*68!

Hinzukommend wurden weitere Erkenntnisse durch Kurzzeitinkubationeli@ninarkierter
Cellobiose und MAcetylglucosamin erlangt. In den PLFAnalysen der entsprechenden
Bodenproben wurderi®C-angereicherte PLFA eajunden, die charakteristisch fiir einige
grampositive Bakterien, gramnegative Bakterien und Pilze sind. Wahrenddessei in
N-Acetyl-glucosamin modifizierten Béden ein Anstieg der Aktivitat von Bakterien und Pilzen
zu verzeichnen ist, bewirkt die ZugabenvCellobiose eine Erhéhung der Pilzaktivital

Erganzend wurde herausgefunden, dass verschiedene Mitglieder der Bodenmikroben
gemeinschaft zu unterschiedlichen Zeitpunkten am Stoffumsatz teilnehmen kénnen. Dazu
wurden Bodenproben mit®C-markierter Glucose inkubiert undPLFA-Analysen nach
unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt. Bis zu einer Inkubationsdauer von 48 Stunden
wurden iiberwiegend®C-angeréchterte PLFA identifiziert, die filgrampositiveBakterien
charakteristisch sind?LFA-Profile von Inkubationsexperimentedie langer als 48 Stunden
andauerten, wiesen stattdessen angereicherte PLFA auf, dieergatigsfir Actinomyceten

sind. Zeitabhéngig PLFA-Analysen konnen hilfreich dabei seidje Nahrstoffkreislaufe und

die Rolle der verschieden Mitglieder der mikrobiellen Gemeinschaft zu verstéhen

Durch Freilandstudien mit positionsspezifis¢fC-markierten Hexadecanséduren konnten
Einblicke in die Transformationsprozesse von Fettsauren gewonnen werden. Dabei zeigte
sich,dass ein Teil des markierten Retats durch den mikrobiellen Fettsduremeteools zu
Acetyl-CoA gespaltenund im Zitronensaurezykluszu Kohlenstoffdioxid oxidiert wurde.
Zudem wurde festgellt, dass ditc-markierteFettsaurezu einem geringen Anteil direkt und
unverandert in die Phospholipide mikrobieller Zellmembranen eingelartde. Ebenso

wurde nachgewiesen, dass das P@limnach der Aufnahme entsprechend dem Fettsaure
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bedarf des Mikroorganismus modifiziert werden kann. Die ErgebrdsseExperimente

liefern Nachweise fiir ein intensives Fettsaurerecycling und LipidumwandIiyen

Im Rahmen der vorliegenden Arbaitirden Inkubationsexperimente mit Cutimd Suberin
Biomarkern durchgefiihrt. Hieeb handelte es sich um Studienit **C-markierten Dicarbon
sauren unterschiedlicher Kettenlange, die zuvor zwediedweck synthetisiert wurdeie
positionsspezifische Miierung an den Carboxylgruppepllte dabei unterstitzeirkennt

nisse zum bisher unbekannten Kreislauf der Biomarker im Boden zu bekommen. Neben
PLFA-Analysen, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Inkubationsexperimente
durchgefuhrt wurden, wurden mleProbegefalen regelmalig Gasprobemnommen.
Detektiertes *C-angereichertes Kohlenstdioxid soll dabei einertJberblick iiber die Menge

an Dicarbonsaureliefern, die im mikrobiellen Zitratsaurezyklus oxidiert wird.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Charakterisierung **C-markierter Verbindungen

3.1.1Infrarotspektroskopie

Molekile werden durch Absorption von Strahlung im infraroten Bereich des elektromag
netischen Spektrums zu Schwingungen angeregt. Die Detektion der erfolgten Absorption wird
im Infrarotspektrum abgebildet. Dabei werden die Absorptionsbanden in der Regel durch den
reziproken Wert der Wellenlange, die Wellenzahtharakterisiert. Der Beich der elektro
magnetischen Strahlung, der Steaknd Deformationsschwingungen in organischen Mole
killen anregt, umfasst die Wellenzahlen 400 bis 4000. cvtor allem die funktionellen
Gruppen zeigen charakteristische Schwingungen. Die Entstehung derp#idissbanden

kann mithilfe eines Modelles aus 2 Atomen A und B verdeutlicht werden, die durch eine
flexible Bindungverbunden sind. Dabei werden die Atome als 2 Massen betrachtet, deren
gemeinsame Bindung sich wie eine Feder mit einer bestimmten Frégdehnt und wieder
zusammenzieht. Die Frequenz dieser Schwingung héngt sowohl von der Starke der Bindung
als auch von den Massen der beteiligten Atome ab. Das Modell entspricht einem harmo
nischen Oszillator, der dem Hookeschen Gesetz fofgt*1"?

Wellenzahl der Schwingung in ¢m
&) Lichtgeschwindigkeit
Q Kraftkonstante, charakteristis@ir die Starke der Feder (Bindung)
G Massender am Ende der Feder befindlichen Atome

Die Gleichung zeigt, je starker die Bindung zwischen den Atomen, desto mehr Energie ist
notwendig, um die Schwingung ausiziifen. Starkere Bindungen weisdemnach Absorp
tionsbanden bei gréReren Wellenzahteri So fuhrt beispielsweise die stabilerk K-Bin-

dung Streckschwingunge(tirca 2200 crit) bei héherer Frequenz aus als dieNGEinfach
bindung (circa 1100 cr). Weiterhin lasst die Gleichungrkennen, je leichter die schwin
genden Atonmassen, umso hohdiegt die absorbierte Wellenzahl. Zum Beispiel zeigen

C H-Bindungen Absorptionen bei Wellenzahlen von circa 3000, créhrendC ClI-Bin-
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dungen Schwingungen b¥fellenzahlen von circa 700 ¢hausfithrent*’" Die Abhangigkeit

der Schwingungsfrequenz von den Atoassenfilhrt demnach bei*C-markierten Verbin
dungen zweranderten IRSpektren Durch daszusatzliche Neutroweist das=C-Isotop eine
hohere Atommasse auf als das natiirliche Kohlenstoffis§pBindungen, an denen das
schwerere'®C-Isotop beteiligt ist, werdesomit durch niedrigere Frequenzen zu Schwin
gungen angeregt als entsprechende Bindungen mit dem E&opm IR-Spektrum sind
daher die Absorptionsbanden, die aus Schwingungen¥@Bindungen resultieren, zu
niedrigeren Wellenzahlen verschoben. Die nachfolgende Abbildung zeigt die Verschiebung
der Nitrilschwingung durch den Einbau des Isotbisin ein organisiees Molekiil.

1 '. e, e o e --i--
97,5 TN - SSE st
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[ | 14-Hydroxytetradecannitril
B [1-"C ]14-Hydroxytetradecannitril

Abbildung 11: IR-Spektren von 14Hydroxytetradecannitril und [1 -**C,]14-Hydroxytetradecannitril

Beim Betrachten der Spektren fallt auf, dass diese nahezu identisch sind und sich lediglich in
der Position der Nitrilbande unterscheiden. Aufgrund ‘d€rMarkierung der Nitrilgruppe

fihrt die **Ck N-Bindung dieValenzstiwingungbei 2193cm® aus, wahrendessendie Ab-
sorptionskande def*Ck N-Schwingung be2247cm™ zu finden ist.

Die Intensitat von Absorptionsbanden hangt von der Grof3e der mit der Schwingung einher
gehenden Anderung des Dipolmoments sowie der Anzahl der fir die Absorption- verant

wortlichen Bindungen ali’**"? Somit ist die vergleichsweise geringe Intensitat der Nitril
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bande mit der hohen Anzahl an 8-Bindungen sowie der relativ geringen Polaritat der
Ck N-Bindung begrundbar.

Zuletzt bleibt jedoch anzumerken, dass die vom Hookeschen Gesetz abgeteiteté und

der harmonische Oszillator nur naherungsweise die Wellenzahl der Absorptionen beschreibt.
Fur eine genaue Beschreibung molekularer Schwingungsvorgénge ist das Modell nicht geeig
net. Es bericksichtigt beispielsweise nicht, dass die AbsorptioarétoEnergiebeitrage zur
Bindungsschwachung und Dissoziation eines Molekuls fuhren kdnnen. Das Modell des anhar
monischen Oszillators, auf dieses hier nicht weiter eingegangen werden soll, betrachtet diese
Umstandé™*®!

3.1.2Kernresonanzspektroskopie

Viele Atomkernebesitzen einen Eigendrehimpuls (Kernspin) und erzeugen durch die-Rotati
on um die eigene Achse ein magnetisches Moment. Die magnetischen Momente der Eigen
drehimpulse der Atomkerne sind statistisch Raum ausgerichtet. Wird ein starkes auf3eres
Magnetfeld angelegt, richten sich die magnetischen Vektoren der Atomkerne entweder
parallel oder antiparallel zum angelegten Au3enfeld aus. Sind diese zum Magnetfeld parallel
ausgerichtet, befinden sie sich im energiedrmer&pinzustand. Die antiparallele Orientie

rung zum Magnetfeld beschreibt den hoherenergetisch8pinzustand. Es befinden sich
weitaus mehr Atomkerne im energiearmereBpinzustand als ifn-Spinzustand. Zum Uber

gang vom energiedrmeren in den energiereicheren Spinzustand wird die Zufslitreingie

quants bendtigt, das genau dem Energieunterschied der Spinzustiande entspricht. Diese Uber
gange bezeichnet man als Resonanz. Der Energieunterschied zwisalmeh deni -Spin

zustand hangt von der Starke des angelegten Magnetfeldes ab. Hitdrbe hoher die
Feldstarke, desto gréf3er wird der energetische Unterschied. Mit den heute erhéltlichen Mag
neten ist die Energiedifferenz der Spinzustande so gering, dass nur wenig Energie bendtigt
wird und die notwendige Strahlung im Radiowellenbereads elektromagnetischen
Spektrums liegt. Nach der Anregung fallen die Spins wieder in ihren energiearmeren Zustand
zurtick. Diese Ruckkehr in den energiearmeren Zustand wird als Relaxation bezeichnet. Da
die Resonanzfrequenz mit der Magnetfeldstarke vgriigrd sie bezogen auf eine Referenz
frequenz in der von der Feldstarke unabhangigen Grol3e der chemischen Verschiebung (ppm)
gegen @& Intensitat angeben. Untersaeein der spezifischen elektronischen Umgebung
identischer Kerne in einem Molekil fihren charakteristischen ResonanZef!®171173l
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3.1.2.1'H-Kernresonanzspektroskopie

Kernresonanz tritbei Kernen mit ungerader Protonennd ungerader Neutronenzahl auf.
Hierzu gehoren beispielsweise die Kethie N, *°F, 3P und**C. Beim Anlegen gleich star

ker Magnetfelder absorbieren die verschiedenen Kerne bei unterschiedlicher Frequenz. Kerne
mit gerader Protonerund Neutronenzahl wi€C oder*®0 sind hingegen nicht magnetisch.

Die in der Kernresonanz gemessenen Signale zeigen haufig eine Feinstruktur. Das liegt daran,
dass benachbarte Kerne, die ein magnetisches Moment besitzen, miteinandetwidemn
konnen. Solche SpiBpinKopplungen kénnen sowohl zwischen Kernen derselben Sorte (ho
monuklear) als auch zwischen Kernen verschiedener Elemente (heteronuklear) auftreten. Die
Orientierung des Spins eines Kerns A beeinflusst das lokale Magreatickdppelnden Kern

X und umgekehrt. Dies fuhrt zur Aufspaltung der Signale im N&fektrum. Das genaue
Aussehen dieser Multipletts hangt von der Anzahl und Art der Atome ab, die sich in direkter
Nachbarschaft zu dem Kern befinden, zu dem die Absorgghidrt. Die Kopplungskon

stante] beschreibt die Grol3e der Kopplung und kann dem Abstand, gemessetzitHagr

zwischen 2 benachbarten Signalspitzen eines aufgespaltenerSv&s entnommen wer
den[172,173]

Der Einbau von magnetisch aktivéfC-Atomen in das Kohlenstoffgeriist von organischen
Verbindungen ftirt zu Veranderungen irtH-Kernresonanzspektrum. Die Wasserstoffkerne
von *C-markierten organischen Verbindungen kénnen dann namlich nicht nur mit benach
barten Wasserstoffkernen wechselwirken, sondern auci@niternen, insofern sich diese in

der Nachhrschaft befinden. Normalerweise treten df€-'H-Kopplungen aufgrund der
natiirlichen Haufigkeit des IsotogdC von nur 1,1% als schwach&atellitensigna auf.
Dieses befindet sich symmetrisch um das eigentliche Resonanzsignal des jeweiligen Protons.
Aufgrund der geringen Intensitat sind di€-Satelliten in Routinespektren im Allgemeinen

nur zu beiden Seiten von intensiven Absorptionssignalen zu sehech Ben®*C-Einbau

steigt der Gehalt an der spezifischen Molekullposition auf 99 at%, wodurch die Signale
intensiver werden. Weiterhin verandert sich aufgrund der zusatzlichen Kopplungen mit den
3c-Atom die Multiplizitat (M) der Signale benachbarter Wassstkerne!!”!

Die Multiplizitat eines Kerns, der mit 2 Satzen von Nachbarkernen koppelt, berechnet sich
Uber das Produkt der Multiplizitditen der Nachbarkerne. Fir ein-Smtem des Typs
AKX ergibtsich die Anzahl der Linien der Bande von K {ber die Formel M {0

p (X0 p ."OundObilden dabei die Spins der Kerne X undA!
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Besonders charakteristisch ftiC-markierte Verbindungen sind die Kopplungskonstanten,
der direkten Kopplung zwischen déiC- und 'H-Kernen {Jiacy,15c). Diesesind sehr groR
und liegen im Bereich von 125 bis 250 Hz. Die Grol3e der Kopplungskonﬁlﬂﬁf;@,lsc ist

proportional zu dem-©rbitalanteil der vom koppelndeiC ausgehenden Bindungshybrid
orbitale. Demnach lieglie KopplungskonstantjehscHzllsc fur Kopplungen von Wasserstoff
atomen mit sphybridisierten**C-Kernen bei circa 125 Hz, wahredie Kopplungskonstante
Wiacn,nac bei sphybridisierten'C-Atomen Werte von circa 250 Hz aufweist. Kopplungen
zwischen'H- und **C-Kernen uiber 2 oder Bindungen ¥*C-C-'H oder®*C-C-C-'H ) weisen
deutlich kleiner Kopplungskonstante"rﬂl(ac,CHz, 3J13C/CH2) auf. Sie liegen im selben Bereich

wie die vicinalen Kopplungen der Wasserstoffatome (iber 3 BindurgeiC-C-'H), die
Kopplungskonstanteticy,cr, zZwischen 0 und 20 Hz aufzeigéff:' ™

Nachfolgend sind diéH-NMR-Spektren von Eicosandisaure ufig20-'*C;]Eicosandisaure
abgebildet. Anhand dieser Beispiele soll verdeutlicht werden, welche Auswirkung der posi

tionsspezifische Einbau vdfC auf die Kernresonanzspektren hat.
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0.9 4 HOOCCH,CH;(CH,)14CH,CH,COOH

E A B C BA
0.8 3 C

0.7 4

0.6 4 A '
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Abbildung 12: *H-NMR -Spektrum von Eicosandisaure

Das Multiplett bei 1.25 ppm stammt von den Wasserstoffkernen C, die sich in der Mitte der
Kohlenstoffkette befinden. Diese sind beziglich der chemischen Verschiebung und ihrer
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Kopplungskonstanten nahezu identisch. Die Wasserstoffkerne iAdbef sichin direkter
Nachbarschaft zu de@arboxyKohlenstoffatonen Sie kdnnen lediglich mit den beiden
benachbarten Wasserstoffkernen B koppeln. Die-SpinKopplung tber 4 Bindungen mit

dem Wasserstoffkern der Carbgxyppe ist haufig aufgrund degasdigen und schnellen
Austausches des Protons nicht erkennbar. Fur die Multiplizitat der Bande von A ergibt sich
somit ein Triplett. Das Intensitatsverhdaltnis folgt bei &quivalenten Nachbarkernen dem
Pascalschen Dreieck und betragt somit 1:2:1.

Die Wassestoffkerne B hingegen besitzen auf beiden Seiten der Kette magnetisch aktive Ker
ne in der direkten Nachbarschaft, mit denen sie wechselwirken konnen. Dabei handelt es sich
um die Wasserstoffkerne A sowie die direkt benachbarten Wasserstoffkerne zaniittte

hin. Da die Wasserstoffkerne B mit 2 Satzen von Nachbarkernen wechselwirken kénnen, ist
fir die Resonanz der Wasserstoffkerne B ein Nonett zu erwdten(¢ 3 ¢ p (¢ O

¢ pA¢ p =9). Tatsachlich liegt jedoch ein Quintett vor. Das hangt dansiaumen, dass

die Kopplungskonstanten der Kopplungen der Wasserstoffkerne B zu beiden Nachbargruppen
nahezu identisch sind. Die Wasserstoffkerne B verhalten sich so, als wirden sie mit 4 mag
netisch aquivalenten Nachbarkernen wechselwirken. Bei Kopplung miagnetisch aqui
valenten Kernen splittet das Signalni- 1 Linien auf. Demnach ergibt sich fur die Multipli

zitat der Bande von B ein Quintett (M =4 + 1 = 5) mit dem Intensitatenverhaltnis 1:4:6:4:1.
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0.9 4 HOO'*CCH,CHy(CHa)14CH2CH,"*COOH
3 AB C B A

0.7 4

0.6 4 A
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Intensitat

"I RN
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0.3
0.2 ]

0.1 THF-d8
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Abbildung 13: *H-NMR-Spektrum von [1,20'%C,]Eicosandis&ure
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Vergleicht man dasH-NMR-Spektrum der unangereicherten 1Ei@osandisdure mit dem
Spektrum def*C-markierten 1,2€Eicosandisaure stellt man fest, dass die Signale der Was
serstoffkerne A und B in den beid&pektren unterschiedlich aufspalten. Die Wasserstoff
kerne A kdnnen nicht nur Gber 3 Bindungen mit den 2 benachbarten Wasserstoffkernen B,
sondern auch {ber 2 Bindungen mit d&@-Kern wechselwirken. Berechnet man die Multi
plizitat fur die Bande der Waassstoffkerne A, erhélt man fir dfenzahl der Linien den Wert
6M=( XPIC p (p X PIg p =6). Im Spektrum erscheint die Signalaufspaltung

fur die Resonanz der Kerne A jedoch als Quartett.

Diese Tatsache soll mithilfe eines Aufspaltungsdiagramms erlautert werden. Zunachst erzeugt
die Kopplung der Wasserstoffkerne A mit déf@-Atom ein

Dublett. Die beiden Peaks des Dublettserden durch die

zusatzliche Wechselwirkung der Wasserstoffkerne A mit den AN

Wasserstoffkerne B jeweils zu einem Triplett aufgespalten. ‘ZJ ‘
f 13C/CH2
Das man nun anstelle eines Dubletts von Tripletts ein Quartett __.--7-

-

- ~ -
L -

‘‘‘‘‘‘

vorfindet, ist damit begrtindbar, dass die Kopplungskoresmapt"‘ ir

~
“““
- S

3
JCH2fCH2

2hacich, Und *Jepyich, Sehr dhnlich sind und vom Gerét nchﬁJCHQ,CHg JCHZ,CH2|

aufgelost werden. Dienittleren Signale tUberlappen und man

2 - 3
‘JWSC/‘CH2 - JCHZ/CHZ

beobachtet ein Pseudoquartett mit dem Intensitatenverhaltnis
Abbildung 14: Aufspaltungsdiagramm

1:2:2:1, da sich die Intensitaten der Uberlappungen addier: fiir die Bande von A

Fur dieResonanz der Wasserstoffkerne B verandert sich die Signalaufspaltung durch-die Mar
kierung mit**C ebenfalls. Neben den Kopplungen mit den direkt benachbarten Wasserstoff
kernen zu beiden Seiten der Kette hin, kdnnen die Wasserstoffkerne B nun auckBiiber 3

dungen mit dent®C-Kern koppeln. Fir die Multiplizitat der Bande errechnet sich somit ein

Wertvon 18 M =€ I pI¢ p ( X PIC p (p XL PpA¢  p = 18). Im Spektrum
befindet sich ein Multiplett mit geringer Auflosung. Bei genauerem Hinschauen kanhOman

Linien erkennen. Eine mogliche Erklarung besteht in den Unterschieden der Kopplungskons
tanten®Jopych, Und 3hacicn,. Es ist durchaus vorstellbar, dass die beiden Kopplungskons

tanten aus den Kopplungen mit den benachbarten Wasserstoffkernen, wim &mdktrum

der unmarkierten Saure, aufgrund der magnetischen Aquivalenz gleich sind. Nimmt man nun
an, dass sich die Kopplungskonsta?n]naC/CH2 von den3JCH2,CH2 Kopplungskonstanten unter

scheidet, erhalt man das nachfolgende Aufspaltungsdiagramm.
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Abbildung 15: VergréRerte Resonanz und das Aufspaltungsdiagramm der Wasserstoffkerne B

Durch die Kopplung mit denC-Kern wird die Resonanz der Wasserstoffkerne B zunachst
zu einem Dubletaufgespalten. Aufgrund der Wechselkingen mit den benachbarten Was
serstoffkernen A erzeugt jede Line des Dubletts ein Triplett. Durch die Kopplungen mit den
direkt benachbarten Wasserstoffkernaur Kettenmitte hin erfolgt die Aufspaltung jeder
Triplettlinie zu einem weiteren Triplett. Weg der Gleichheit der Kopplungskonstanten

3JCH2/CH2, die aus den Kopplungen der Wasserstoffkerne B mit den benachbarten Wasserstoff

kernen resultiererkommt es zu Uberlagerungen von Signalen. Folglich erscheint die Reso
nanz der Wasserstoffkerne B &ezett. Aufgrund der geringen Auflésung des Multipletts

und den nur ungenau ablesbaren Kopplungskonstanten handelt es sich hierbei lediglich um
einen Vorschlag zur Erklarung der Mplizitat und keine bestatigte Erklarung.

3.1.22 B3C-Kernresonanzspektraskopie

Der Einbau vont*C-angereichertem Kohlenstoff in bestimmte Molekiilpositionen fiihrt zu
intensiven Signalen iffC-NMR-Spektrum. Dies ist mit dem geringen natiirlich#Gehalt

von 1,11at% begriindbar, da lediglich das Isotbie magnetisch aktivst!*’? Durch die
positionsspezifisch#arkierung mit**C wurden spezifische Positionen im Molekiil auf einen
13C-Gehalt von 9% erhoht. Aufgrund der groRen Intensitatsunterschiede zwischen den
Signalen der markierten Positionen gegenuber dgnakin der Position mit naturlicher

Haufigkeit, wird die Signalzuordnung im Spektrum erleichtert.

Die Aufnahme von**C-NMR-Spektren erfolgt protonenentkoppelt. Dies bedeutet, dass die
Kopplungen zwischen den Kern&€ und*H mithilfe von Einstrahlexperienten unterdriickt
40



3 Ergebnisse und Diskussion

wird. Eine haufig verwendete Routinemethode stellt tHeBreitbandEntkopplung dar.
Dabei wird wahrend der gesamt&ic-NMR-Messung zusatzlich ditH-Resonanzfrequenz
eingestrahlt, wodurch die Wasserstoffkerne so schnell ihre Prazegsiamg (SpirEinstet
lung) andern, dass altéC-Kopplungspartner nur den Mittelwert@gistrieren. Infolge dessen
erscheinen die*C-Signale als schmale Singuletts. Gleichzeitig fiihrt der ¥varhau
serEffekt zur Erh6hung der Signalintensit@enerell sind die Signale der Kohlenstoffatome,

die an Protonen gebunden sind, intensiver als die Signale quartarer Kohlenstoff4ttifie.

Im Ubersichtlichen, protonenentkoppelt&ic-NMR-Spektrum von'*C-markierten Verbin
dungen kénnen aufgrund dEiC-Anreicherung Kopplungen zwischéfC-Kernen gemessen
und identifiziert werden. Das Auftreten eifé€-*C-Kopplung setzt die Verkniipfung zweier
3c-Kerne voraus. Durch das geringe natiirliche Vorkommen¥®metragt die Wahrschein
lichkeit einer'*c-*C-Bindung lediglich 1d. In den'*C-NMR-Spektren von Verbindungen
mit natirlicher Isotopenverteilung erscheinen Aufspaltungen infolge’¥@H*C-Kopplung
nur als sehr schwache, im Rauschen der Grundlinie verborgene Signale. Duri:Mae-
kierung spezifischer Positionen im Molekil wend Kopplungen von benachbarten
Kohenstoffkernen mit der angereicherten Position sichtbar. Zwar verfigen die benachbarten
Kohlenstoffatome nur tiber den natirlichEit-Gehalt, da jedoch lediglich di¥C-Kerne
NMR-aktiv sind, werden die Signale der Kernélge der Kopplung mit der angereicherten
Position zu Dubletts aufgespaltef’

Die direkte™*C-*C-Kopplung Jiacc zeichnet sich durch hohe Kopplungskonstanten aus, die
im Bereich von 35 bis 1981z liegen Fir die®*C-*C-Kopplungskonstanten gelten ahnliche
GesetzmaRigkeiten beziiglich der Hybridisierung wie fur-die'H-Kopplungen. Die GroRe

der Kopplungskonstanten steigt mit der®rbitalanteil der koppelnden Kohlenstoffatome
stark an. Fur aliphatische Verbindungemyéie die®*C-**C-Kopplungskonstanten im Bereich
von 30 bis 60 Hz. Die Kopplungskonstantéhs,c und3Jiac,c) aus Wechselwirkungen tiber

2 und 3 Bindungen’{C-C-*C oder **C-C-C-*C) hingegen sind deutlich schwacher und
umfassen einen Bereich von 0 bis 4 Hz. Vor allem®di&ann so klein sein, dass sie das
Auflésungsvermogen des NMBerates Ubersteigt und das Signal daher nicht aufgespalten

vorliegt 72174
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Die nachfolgende Abbildung zeigt d5€-NMR-Spektrum vorj1-'*C1]18-Nonadecennitril.
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Abbildung 16: *C-NMR -Spektrum von [1-*C,]18-Nonadecennitril

Auffallig am Spektrum von [4%C,]18-Nonadecennitril ist vor allem der intensive Peak bei
120 ppm. Dieser lasst sich leicht dem Kohlenstoffatom 1, welcheS’@nitngereichert ist,
zuordnen. Das*C-Resonanzsignal des benachbarten Ko$toffatoms 2 erscheint aufgrund

der direkten Kopplung mit dem Kohlenstoffatom 1 als Dublett. Die Kopplungskonstante
Lae e ist erwartungsgemaR hoch und betréagt 56,74 Hz. Das sehr schwache Signal in der Mitte
des Dubletts resultiert aus dem Restgehalt@rdes Kohlenstoffatoms 1, sodass das benach
barte Kohlenstoffatom 2 aufgrund der ausbleibenden Kopplung als Singulett erscheint. Fir
die Wechselwirkung des Kohlenstoffatoms 3 mit dé@markieretn Kohlenstoffatom 1 ist
ebenfalls eine Aufspaltung desg8als fur das Kohlenstoffatom 2 zu erkennen. Die Kopp
IungskonstantéJmuc ist jedoch deutlich kleiner und umfasst 2,41 Hz. Weiterhin kann das
Kohlenstoffatom 4 Uber 3 Bindungen mit dem Kohlenstoffatom 1 koppeln. Auch hier ist eine
Aufspaltung des Signsalfir die Resonanz des Kohlenstoffatoms 4 zu erkennen. Der Wert fur
die 3Xsc/c betragt 3,66 Hz. Aufgrund der kleinen Kopplungskonstanten und des begrenzten

Auflésungsvermogens des Gerates, konnen die Dubletts der Resonanzen der Kerne 3 und 4
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auch trotz detlich gesteigerter Scanzahl und erhghten Bildpunkten nicht vollstandig aufgelost

werden.

Generell kann dié*C-Markierung wertvolle Beitrage zur Strukturaufklarung leisten, indem
die Signalzuordnung uUber die erhohte Intensitat und der markierten Pasitida den

Kopplungskonstanten zwisché&iC-Kernen erleichtert wird.

3.1.3Massenspektrometrie

Im Massenspektrometer werden Molekule in der Regel durch einen Elektronenstrahl bei 70
eV ionisiert. Beim Auftreffen der Elektronen wird den Molekilen Eneiidpertragen, sodass
einige von ihnen ein Elektron verlieren und dadurch Radikalkationen entstehen. Durch den
Verlust des Elektrons werden die Bindungen im Molekil geschwacht. Aufgrund dessen zer
brechen viele Molekilionen in Kationen, Radikale, neutraleekidle und andere Radikal
kationen. Hierbei werden zuerst die Bindungen gespalten, die unter diesen Bedingungen am
instabilsten sind, sowie jene, die zu stabilen Zerfallsprodukten fuihren. Nachfolgend werden
die positiv geladenen Fragmente und Molekulionarcld ein elektrisches Feld beschleunigt

und in einem Magnetfeld abgelenkt. Die Ablenkung der lonen erfolgt in Abhangigkeit des
Quotienten aus der Masse und der Ladung (m/z). So werden die leichteren Teilchen-bei iden
tischer Magnetfeldstarke starker abgéleals die schweren Teilchen. Je nach Krimmungs
grad der lonenflugbahn gelangen die lonen durch einen Kollektorspalt in einen Kollektor, wo
die relativen Mengen von positiv geladenen Teilchen mit einem bestimmteivenialtnis
registriert werden. Die Stike des Magnetfeldes wird kontinuierlich heraufgeregelt, so dass
Fragmente mit zunehmend grélRerem-Wézhaltnis durch den Austrittsspalt gelenkt werden.
Das Eintreffen der lonen wird im Kollektor schliel3lich elektronisch in ein Signal umge
wandelt und ireinem Diagramnaufgezeichnet, wobei die Peakhthe ein Mal} fur die relative
Anzahl von lonen mit einem bestimmten Masseverhaltni§'ist"?Die Beschreibung der
Funktionweise bezieht sich auf die im Rahmen der Arbeit verwendteten Massenspektrometer.
Es existiert jedoch eine Vielzahl weiier Arten von Massenspektrometern, die sich vor allem

in der lonisierungsmethode unterscheiden, auf die hier wieitér eingegangen wirt’?

Aufgrund der héheren Atommasse des Isotbfisim Vergleich zum?C und der resultie
rendenschwécheren Ablenkung im Magnetfeld des Massenspektrometers, werden fir Frag

ment und Molekilionen, die mit dem schwereren Isotop angereichert sind, intensivere
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Signale bei entsprechend hoherem-wézhaltnis detektiert. So kann die spezifische Markie

rung funktioneller Gruppen oder deren Umgebung zur Aufklarung von massenspektrometri
schen Fragmentierungsmechanismen eingesetzt werden. Durch Isotopenmarkierungen sowie
durch den Vergleich der Spektren unmarkierter und markierter Substanzen, kdnnen Rick
schlisse auf die Quelle von Fragmenten erlangt werden.

Eine besondere Form der Massenspektrometrie stellt die Kopplung zwischen einem Gas
chromatographen und einem Massenspektrometer ddM&CDie Messungen im Rahmen

dieser Arbeit wurden mit einem solch&eréat angefertigt. Durch die gaschromatographische
Auftrennung eines Stoffgemisches stromen die einzelnen Komponenten nacheinander aus der
Trennséaule des Gerates, bevor sie im Massenspektrometer ionisiert und gemessen werden. In
der Regel weisen dit'C-markierten Verbindungen die gleichen Wechselwirkungen mit der
stationdren Phase des Gaschromatographen auf wie die umarkierten Verbindungen. Dies trifft
ebenfalls auf die Siedetemeperaturen zu, sodass gaschromatographische Isotopeneffekte

selten zu beobachtaind die Retentionszeiten identisch dird.

Die nachfolgende Abbildung zeigt exemplarisch ein Gaschromatogramfi, &8r*C,]Oc-
tadecandinitril.

-1 11,05

relative Intensitst
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Abbildung 17: Gaschromatogramm einer GAMS-Messung von[1,18-**C,]Octadecandinitril

Das vorliegende Gaschromatogranweist keine Unterschiede zumhi©@matogramm von

1,18 Octadecannitril mit naturlicher Isotopenhaufikeit auf, weshalb auf dessen Abbildung ver

zichtet wurde. Durch die Aufnahme und den Vergleich von Gaswtmgrammen des

unmarkierten und des markierten Dinitrils, konnte bestatigt werden, dass die Substanzen unter
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identischen Messbedingungen beziehungsweise unter Verwendung derselben Messmethode
identische Retentionszeiten aufzeigen. Dies trifft auch aafalderen im Rahmen dieser
Arbeit hergestellter’®C-markierten Verbindungen zu. Durch die Kopplung von Massenspek
trometern mit Gaschromatogrammen ermdglichen entsprechende Messungen auch Aussagen
iber die Stoffreinheit des Analyten. Im Chromatogramm [doh83C;]1,18 Octadecannitril

befindet sich lediglich der Produktpeak. Dd€-markierte Dinitril enthaltkeine Verunrei

nigungen, die sich in die Gasphase Uberfihren lassen und entsprechend nachweisbar sind.

Um die Unterschiede zwischen den Massenspekirenarkierter und angereicherter Subs

tanzen darzulegen, wird zunachst das Spektrum des unmarkierte@ctatiecandinitrils

betrachtet.
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Abbildung 18 Massenspektrum von 1,180ctadecandinitril (El)

Fur langkettige aliphatische Kohlenwasserstoffe ist der Molektlionenpeak der Verbindung
zwar erwartungsgema®&kennbar, jedoch fallt er nur sehr schwach aus. Das Signal fur das

deprotonierte Molekulion (M- H) hingegen ist deutlich intensiver. Dies ist Glideristisch

fur die Massenspektren aliphatischer Nitrile, da die Deprotonierung des Molekulions an einer
| -Positionzur Entstehung eines resonanzstabilisierten Kations fuhrt. Die primaren Dissozia

tionsschritte bestehen in der unspezifischen Spaltuleg Bindungen, da es im Molekiil

keinen besonders bevorzugten Ort der Ladungslokalisation gibt. Somit fiihrt die Eliminierung
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von Alkylradikalen zu Fragmenten des Typs (EY". Die intensivsten Signale liegen vor
allem im unteren Massenbereich vor und ursgasdie Fragmente mit 5 bis 8 Kohlenstoff
atomen. Besonders charakteristisch fir langkettige aliphatische Nitrile mit mehr als 7-Kohlen
stoffatomen ist der Peak bei m/z = 97. Dieser entstammt der Bildung des besonders stabilen
cyclischen lons gH1;N*, desen Ring aus 6 Kohlenstoffatomen besteht. Eines dieser kohlen

stoffatome ist Gber eine Doppelbindung mit einem protoniertem Stickstoffatom verbunden.

Nachfolgend dargeslit ist das Massenspektrum d€€-markierten Dinitrils[1,18-C,]Oc-
tadecandinitril.
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Abbildung 19: Massenspektrum von[1,18-*3C;]Octadecandinitril (EI)

Beim Betrachten des Massenspektrums fallt auf, dass das Signal des deprotonierterr Molekl
ions um 2 Masseneinheiten verschoben vorliegt. Wahrenddessen Her H)MPeak der
unmarkierten Verbindung bei m/z = 275 erscheint, liegt das Signal im Massenspektrum des
3C-markierten Nitrils bei m/z = 277. Die Kohlenstoffisoto[€ und**C unterscheiden sich

um eine Masseneinheit. Das Molekill [1-£8,]Octadecandinitril ist an den beiden Nitril
gruppen*3C-markiert. Durch die Markierung wurde d€€-Gehdlt an den spezifischen Mo
lekiilpositionen auf 99 at% erhoht. Die Verbindung enthélt sori€Atome anstelle von 2
12c-Atomen, wodurch das Signal deeprotoniertenMolekiilions um 2 Masseneinheiten
verschoben vorliegt. Durch die Verschiebung des Peaks zu einem héher¥erhilinis

wird demnach die erfolgreiche Anreicherung der Verbindungi@itan 2 Molekiilpositionen
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nachgewiesen. Mit entsprecherekggneten Geraten lasst sidietidas Isotopenverhéltrder
3c-Anteil des Molekiils bestimmen. Beim verwendeten Massenspektrometer handelt es sich

jedochum ein alteres Modell, welchége Intensidten dazu zu ungenau bestimmit.

Ein weiterer Unterschieded beiden Massenspektren besteht darin, dass die Peaks der Frag
mentionen det*C-markierten Verbindung um jeweils eine Masseneinheit héher ausfallen als
die entsprechenden Signale der unmarkierten Verbindung. Dies bestétigt die Bildung von
Fragmenten deSyps (CH)*CN", die durch die Eliminierung von Alkylradikalen entstehen.
Durch den Zerfall enthalten diese Fragmente im Gegensatz zu den Molekulionen nur noch ein
¥c-Atom. Demnach sind die Signale der Zerfallsprodukte um eine Masseneinheit verscho
ben. Die Massenverschiebung bestatigt das Vorhandenseini&n&®ms inden Fragment

ionen. Da das zur Markierung verwendete Kaliumcyanid eff@rGehalt von 99 at% auf

weist, befindet sich auch noch ein Restgehalt {@Atomen an den NitrilgrupperDie
zugehorigen Signale weisen jedoch, dem vorherrschenden Isotopenverhéltnis entsprechend,

deutlich schwéachere Intensitaten auf.

Die IsotopenverhéltniMassenspektrometrie (IRMS) ermoglicht die Bestimmung von-Koh
lenstoffisotopenverhéltnissen organisché&rbindungen im Nanomolbereich. Bei dem im
Rahmen der Inkubationsversuche, verwendeten Gerat handelt es sich um die Kopplung eines
Gaschromatographen mit einem Isotopenverhalktassenpektrometer (GIRMS). Dort
werden die Substanzen zunachst gaschragrapbisch aufgetrennt, bevor die eluierten
Subtanzpeaks in einem Verbrennungsofen unter Zugabe von Sauerstoff vollstdndig zu
Kohlenstoffdioxid und Wasser verbrannt werden. Das entstehende Wasser wird entfernt, um
die Protonierung des Kohlenstoffdioxids warhindern. AnschlieRend erfolgt die massen
spektrometrische Erfassung der Kohlenstoffdielsiokopomere. Dabei werden lediglich die
Massen m/z = 44*C*0,), m/z = 45 ¥¥C*0, und *C*’0*0) und m/z = 46 '¢C'*0™0)
detektiert. Die Intensitat fur m/z =54wird um den Anteil ar’"C*’0* 0 korrigiert, der unter
Beriicksichtigung der relativen Haufigkeit v&i© und*’O anhand der Intensitat des Signals
von m/z = 46 berechnet wird. DI&C-Werte werden al$’C/**C-Kohlenstoffisotopenverhélt

nis beziehungsweise al§3C-Werte uber einen sekundaren Standard, bei dem es sich um ein

COx-Referenzgas mit bekanntem Isotopengehalt handelt, berechnet und als relative Abwei

chungina zum international a FPeeDé&eBealemhiteanggeSt a n d a

ben[111.175]
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Je nachdem, ob die Proben dem Standard gegefi@angereichert odef’C-abgereichert
sind, liegen die **C-Werte im positiven oder negativen Bereich. Die IRMSthode stellt
eine sehr empfindliche Messmethode dar, mit der sich selbst geridgstrsciede in der

Isotopenareicherung detektieren lassen.
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3.2 Darstellung*3C-markierter Dicarbon -und Hydroxycarbonsauren

3.2.1Strategien zur Darstellung **C-markierter Dicarbonséuren (**COOH)

Ein Ziel der Arbeit bestand in der Synthese von Dicarbonsduren mit den geradzahligen
Kettenldngen & bis Gy, die an den CarboxylgruppéfC-markiert sind. Oft erfolgt die greR
technische Gewinnung von Dicarbonsauren Uber BiotransformationenPflanzendlen,

freien Fettsduren oder Fettsaureestern aus nachwachsenden Rohstoffen. Diese Herstellungs
prozesse bieten jedoch keine Maglichkeit zur Einfiihrung des IsbiBpsa die Kohlenstoff

kette wahrenddessen unveréandert bleibt. Die Synthes€@emarkierten Dicarbonsauren ist
somit an die Neukonzeption von Synthesewegen gekniipft, die auf eirf&:hearkierte
Precursor zurtickgreifen. Ein Hindernis bei der Syntheseplanung stellt die begrenzte Auswabhl
an kostengiinstigen und kommerziell erhaltlith€C-angereicherten Edukten dar. Das
Angebot beschrankt sich im Wesentlichen &i@-Kaliumcyanid, **C-Kaliumcarbonat und
3c-Kohlenstoffdiocid. Prinzipiell konnten alle 3genannten Chemikalien zur Isotopen

markierung verwendet werden.

Aus C-markiertem Natriumcarbonat lasst sich dir die Zugabe von Schwefelséure
¥C-markiertes Kohlenstoffdioxid herstellen. Das situ generierte Gas kénnte ber eine
Grignar dr e akt i-Rbnomatkant mit eritsprechender, Kettenlange zu einer Di
carbonsaure umgege werden, deren CarboxylgruppéfC-markiert sind. Die Herstellung

von *C-markiertem Kohlenstoffdioxid auSC-markiertem Natriumcarbonat hat den Vorteil,
dass die Stoffmenge an Kohlenstoffdioxid Uber die Einwaage des Carbonats genau geregelt
werden kan. Nachteilig ist jedochdas ein Teil des Gases in der Gasentwicklungsapparatur
zurtickbleibt und nicht an der Reaktion teilnehmen kann. Daher fallen die Ausbeuten bezogen
auf die eingesetzt&®C-Komponente meistens nicht besonders hoch aus. Zudem enforde
Synthesen mit*C-markiertem Kohlenstoffdioxickinen besonderen Umgang, da sie unte
Ausschluss von atmosphérischefohlenstoffdioxid in gasdichten Apparaturen erfolgen

sollten.

Die Verwendung voh’C-markiertem Kaliumcyanid zur Markierung venganischen Verbin
dungen ist besonders vorteilhaft, da dieses im aquivalenten Stoffmengenverhdltnis zur Stoff
menge der bendtigten Edukte eingesetzt werden kann. Es ist daher nicht nqtexeaig
Uberschuss défC-Komponente zu verwenden, die den gedi¥ostenanteil der eingesetzten
Chemikalien aufweist. Die Kosten fur die Markierung kénnen somit mdglichst gering gehal

ten werden, wodurch der Einsatz vb8-Kaliumcyanid neben der einfacheren Handhabung
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einen weiteren Vorteil gegeniiber der Markierung MC-markiertem Kohlenstoffdioxid
bietet.Zur Synthese dérfC-markierten Verbindungen wurde sich daher fiir den Gebrauch von

13c-markiertem Kaliumcyanid entschieden.

Die Einfilhrung des>C-Labels erfolgte (ibeklassischenucleophile Substitutionsreaktien.

Fur die Markierung der beiden Dicarbonsaurait den kirzesten KettenlanggBb, 4b)

konnten daher die kommerziell erwerblichen -Bibromalkare 1,16Dibromdecan &) und
1,12Dibromdodecang) al s Edukt e v er vDédromdatkane Ay B)redgeen . Di e
ren mit dem Nucleophi®CN" zu den entsprechendéfC-markierten Dinitrilenlb und 2b.
Wahrend dieseReaktionsschriswurde dieKohlenstoffkette jeweils um £C-Atome ver

langert. Bei der Auswahl der Edukist daher darauf zu achtetiass dere Kettenlange um 2
C-Atome kurzer istals die Kohlenstdkette der jeweiligen Zielverhdung. Im n&chsten
Schritt erfolgte die Bildung def*C-markierten Dicarbonsauren, indem df€-markierten
Dinitrile (1b, 2b) in einem Gemisch aus konzentrierter Salesaind Essigsaure hydrolysiert
wurden. Bevor die Reaktionsschritte jedoch zur Markierung eingesetzt wurden, wurden sie
mit unangereicherten Substanzen getestet und optimiert, indem zun&chst die unmarkierten
Dinitrile 1a und 2a sowie die unmarkierten DidaonséurerBa und 4a synthetisiert wurden.

Dies trifft auf alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Reaktionen zu. Das nachfolgende
Schema fasst die Reaktionsablaufe zur Synthese[}d8-'*C,]Dodecandisauré3b) und

[1,14-°C,]| Tetradecandis&aurelp) zusammen.

K!3CN HCI/OHA (|)| 9
C
Br Br —m> 13 13 _— BC BC
/\M:\ Triglycol N’/C/\Mn/ C\\N HO o OH
n=28(A) n =8 (1b) n =38 (3b)
n=10 (B) n=10 (2b) n =10 (4b)

Abbildung 20: Schema zur Synthese vofil,12-**C,]Dodecandisaure und [1,14*C;|Tetradecandisaure

Fir die Synthese défC-markierten Dicarbonsduren mit geradzahligen Kettenlangen@b C
(20b - 24b, 37b - 39b) kann die prasentierte Synthesestrategie nicht verwendet werden, da die
benc°t i diremalkane entweder gar nicht kommerziell erhaltlich sind oder nur zu sehr
hohen Peisen, die keine wirtschaftlicheynthese der Zielverbindgan erlaubenEs wurde
daherentschiedendie **C-markierten Dicarbonsauren aus unmarkierten Dicarbonséuren zu
synthetisieren, derendflenstoffketten jeweils um €-Atome kirzer waren als die Kohlen

stoffkette der Zielverbindungen.
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Im ersten Schritivurden die Carbonséure@ ¢ G) mittels Lithiumaluminiumhydrid zu den

ent s pr ec hAkandiaken 6 -9) raduziert. AnschlieBend erfolgte die Umsetzung der
Diole (5 - 9) mit Tosylchbri d  z 4Alkyldbjstosylaten {0 - 14), wodurch die Hydroxy
gruppenin bessere Abgangsgruppen tberfihrt und zuganglich fir nucleophile Substitutionen
wurden. Im néchsten Reaktionsschritt wurde die Tosylgruppe nucleophil dafdhsubsti

tuiert, sodas$’C-markierte Dinitrile (5b - 19b) entstanden. Dabei wurde das Kotseff

gerust der jeeiligen Verbindungen um Kohlenstoffatome verlangert. Die nachfolgende
Nitrilhydrolyse erfolgte in Analogie zur Hydrolyse d&C-markierten Dinitrilelb und 2b,

indem auch hier ein Gemisch aus konzentrierter Salzsdure und Essigsaure verwendet wurde.
Anwendbar ist die beschriebene Synthesestrategie fir die HerstellunigCemarkierten
Dicarbonsauren mit den geradzahligen Kettenlangemi€ G, (20b - 23b), dadie entspre
chenden Eduktcarbonsaured { F) relativ kostenginstig erhéltlich sind. Die Synthese der
13C-markierte Tetracosandisaur@4p) erfolgte, indem zunachst 1Z®cosandisaureQq)

Uber den beschriebenen Syntheseweg aus EicosandiBaulmergestitt wurde. Diese wurde
anschlieBend als Edukt fur di€C-Markierung von [1,24-°C;]Tetracosandisaure24b)
verwendet. Das abgebildete Reaktionsschema fasst die beschriebene Synthesestrategie zu

sammen.

0 0 \©\ /©/
LiAIH, TsCl
HOWOH HO/\ME/\OH _— S/O\/M/\/O\S

n THF Pyridin A\ A\
n=10(C) n=10(5) n=10 (10)
n=12(D) n=12(6) n=12(11)
n=14 (E) n=14(7) n=14(12)
n=16 (F) n=16(8) n=16(13)
n=18(G) n=18(9) n=18 (14)

DMF | K'3CN
(0] (0]
13& ”(Ijl <7HCVACOH 1 le
P ~ JC (ON
HO™ "o N n PCsy
n=10 (20b) n=10 (15b)
n=12 (21b) n=12 (16b)
n =14 (22b) n=14 (17b)
n=16 (23b) n=16 (18b)
n=18 (24b) n=18 (19b)

Abbildung 21: Schema zur Synthesé®C-markierter Dicarbonsauren mit den geradzahligen Kettenlangen G bis Cyy

Al ternativ zur -Alkemdiolt6z @)n gz udkid -bistbsylaten (0 - 14),
hatte auch eine Bromierung dér, -@iole (5 - 9) durchgefiihrt werden kdénnen. Dieser Reakti

onsweg wurde mit der Verbindung Hexadedab6c-diol (6) getestet, indem diese jeweils mit
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Phosphortribromid und konzentrierter-DBr omwas
bromalkane jedoclaufwendiger in der Synthese und Aufreinigung simdl die Reaktionen
zudem geringere Ausbeuten aufweisen, wurde sich fir die Uberfiihrung der Hydroxygruppen

der Alkohole B - 9) in Tosylgruppen entschieden.

Fur die Markierung der langsten Dicarbonsaui@b(- 39b), die die Kettenlangen & Cys

und Go umfassen, war die Entwicklung einer weiteren Syntheseroute notwendig. Da weder
U , -Bibromalkane noch Dicarbonsduren oder andere als Edukte geeignete Verbindungen mit
entsprechender Kettenlange kommerzidfiddtich waren, wurde sich dazu entschieden, das
Kohlenstoffgerust aus kirzeren Kohlenstoffketten aufzubauen. Die nachfolgende Abbildung

fasst die Reaktionsschritte ztiC-Markierung der langkettigen Dicarbonsduren zusammen.

1. Mg
2. Li,CuCly, Br(CH),Br

- RuCly(PCy3),(=CHPh
Br W n=8(J), 10 (A) Br W [RuCly(PCy3)s( ) Br \/WBr
n

n THF n Toluol n
n=1(H) n=10(25) n=10(28)
n=2() n=11(26) n=11(29)

n=12(27) n=12(30)

THF | Pd/C, H,

I I H,SO,/AcOH KI3CN
HO AR oy T ey bwso N
n
n=22(37b) n=22 (34b) n=22@31)
n =24 (38b) n =24 (35b) n=24(32)
n =26 (39b) n =26 (36b) n=26(33)

Abbildung 22: Schema zur Synthese del’C-markierten Dicarbonsauren mit den Kettenlangen Gy, Cos, Cao

Zun?chst wur den -Bibmatkend Brombutent k) ungl &Brompenten I()

durch die Reaktion mit Magsium in GrignardVerbindungen uberfiihrt. Diese reagierten

unt er der Verwendung von DilithiumteD-rachl o
bromalkanen 1®ibromoctan J) und 1,16Dibromdecan &) zu | 2 ng-Bronlkalet t i g e |
kenen der Kettenlangem£125), Ci4 (26) und Gs (27). Im nachsten Reaktionsschritt erfiglg

mithilfe des Grubbd-Kat ayl sat ors di e KuPpraalkenef5-@8zu ver| 2
| angk et iDibrgneatkened 8% 30). Da der Reaktionsschritt unter Freisetzung von

Ethen ablauft, wabei der Auswahl der Edukte darauf zu achten den Kohlenstoffverlust zu be
denken. Nachfolgend wurde di e iDibtorealkene28Dopp el
- 30 mittels Wasserstoff und Pall adi umi-auf Al
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bromalkane 81 - 33) wurden mittels **C-markiertem Kaliumcyanid zu™C-markierten
Dinitrilen (34b - 36b) umgesetzt. Durch die Einfilhrung d€€-Labels wude die Kohlen
stoffkette um ZKohlenstoffatome verlangert. Fir die Nitrilhydrolyse wurde ein Gemisch aus
konzentrierter Essigund Schwefelsdure sowie Wasser genutzt. Mit der Verwendung von
konzentrierter Salzund Essigséaure gelang selbst nach verlangerter Reaktionszeit keine voll
staindige Umsetzung défC-markiertem Dinitrile 84b - 36b) zu **C-markierten Dicarbon
sauren §7b - 39h).

3.2.1.1Synt hes ebioker U, ¥
Die Synthese dea , -Biole mit dengeradzahligen Kettenlang€&h, bis G, (5 - 9) und Gs
(40) erfolgte ausgehend von den kommerziell erwerblichericarbonsauren entsprechen

der KettenlangeQ - G, K). Fur die Reduktion der Carboxygruppen zu Hydroxygruppen

wurde Lithiumaluminiumhydrid verwendet.

W AT W
HO n OH THF, Riickfluss, 4 h HO n OH
n=9 (K) n =9 (40)
n=10(C) n=10(5)
n=12 (D) n=12(6)
n=14 (E) n=14(7)
n=16 (F) n=16(8)
n=18(G) n=18(9)

Abbildung 23:Schema =z ur DaDiok(5e9,40ung U, ¥

Die Darstellung der a -Dinle (5 - 9, 40 erfolgte in Anlehnung an eine Synthesevorschrift

von Franchini et al. fir die Synthese von Hexadetah!*"® Dazu wurden die Dicarbonséu

ren C - G, K) in Tetrahydofuran geldst und unter Eiskiihlung einer Suspension aus Lithi
umaluminiumhydrid in Tetrahydrofuran zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde anschlie
Rend unter Ruckfluss erhitddie Reaktionszeit wurde von 2 Stunden austdnden erhoht,

um einen vollstdnden Umsatz der Edukt€(- G, K) sicherzustellen. Nach Beendigung der
Reaktion wurde das Uberschissige Lithiumaluminiumhydrid durch langsames Zutropfen von
demineralisiertem Wasser vernichtet. Neben elementarem Wasserstoff entstanden dabei auch
Lithiumhydroxid und in Wasser unldsliches Aluminiumhydroxid. Auf die nachfolgende Ex
traktion mit Dichlormethan gemaR der Literaturst&ife wurde aufgrund der sehr schlechten

Ldslichkeit dera , -Bole (6 - 9, 40 in dem Ldsungsmittel verzichtet. Stattdessen wurde die
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Reaktionsmischung mit demineralisiertem Wassasetzt und mit halbkonzentrierter Salz
saure auf pH 1 gebracht, um das Aluminiumhydroxid zu l6sen. Im Anschluss wundeider

Be Feststoff abfiltriert. Die langkettigen Alkohdle 9 wurdenzur Filtration auf circa 70 °C
erhitzt. Filtrationsversuche bdRaumtemperatur scheiterten, da das Filterpapier standig
verstopfte. Im Anschluss wurden die, -Biole (5 - 9, 40) erneut in demineralisiertem Wasser
suspendiert und auf pH 7 bis 8 neutralisiert, damit sie nicht mehr protoniert vorlagen. Die
Aufreinigung cer Alkohole & - 9, 40) erfolgte ebenfalls abgewandelt zur Literaturvor
schrift!*"® zur Umkristallisation der Alkandiole5(- 8, 40) eignete sich ein Gemisch aus
Heptan und Methanol. Dazu wurde Heptan vorgelegt und Methanol unter Ruckfluss bis zur
vollstadndigen Losung dex , -Biole (5 - 9, 40) zugefiigt. Die Aufreinigung des Alkoho®s
erfolgte saulenchromatographisch mit einem Laufmittelgemisch aus Chloroform und Ethanol
(3:1). Auf diesem Weg gelang ,dsraunliche Verunreinigungen zu entfernen, die das-Roh
produkt des Docosah,22-diols (9) erthielt. Alle Alkandiole wurden auf diese Weise in guten
Ausbeuten und Reinheiten dargestellt.

Die nachfolgende Tabelle fasst die Ausbeuten zusammen, die bei der Syntteeseltieie

(5-9, 40) erhalten wurden.

Tabelle3:1 sol i erte AuPbleBGi9e0) der U, ¥

40
Cis

5
Cia

6
Cis

7
Cis

8
Cao

9
Caz

a , -Wole

Ausbeute ‘9% ‘9% ‘9% ‘9% ‘9% ‘9%

Fur die synthetisierten Alkoholé ¢ 9, 40) wurden Ausbeuten zwischen 91% und 97% er
reicht. Somit konnte die in der Literaturvorschrift von Franchini et. al angegebene Ausbeute
von 85% Ubertroffenverden'*"®

Zur Uberpriifung der Reinheit wurden -Bpektren sowie'H- und *C-NMR-Spektren
angefertigt. Weiterhin wurden die Schmelztemperaturen ermittelt und mit den Literaturdaten
verglichen*’®*""IDje spektroskopischen Daten sind im experimentellen Teil aufgelistet.
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3.2.1.2Synth e s e  dAdkyl -bis-tosylate
Di e Sy nt h-Als/lebistbsylate riit,den geradzahlig&ettenlangen ¢ bis G, (10 -

14) erfolgte ausgehend von den, -Biolen entsprechender Kettenlande-(9). Zur Dar
stellung detU , -Adkyl -bis-tosylate G4, Cig und Gy (10 - 12) wurde sich an der Synthesevor
schrift von Mori et. al zur Herstellung vorNBethyl-6-hexenyl tosylabrieniert.*"®!

HO__{~)_OH TsCl \Q\S/OVHVO\S/@/

n Pyridin, 0 °C, 18 h O// \\O n O/, N\
n=12(5) n=12(10)
n=14(6) n=14(11)
n=16(7) n=16(12)

Abbildung 24 Schema zur DaAlkyltbs-tosylatengl0vn U, ¥

Fur die Synthese wurden die, -Biole (5 - 9) in Pyridin geldst und anschliel3end bei®@°
portionsweise mipara-Toluersulfonséurechloridersetzt. Die Reaktionszeit betrug 18 Stun
den. Reaktionskontrollen anhand von3Rektren bestatigten durch das Fehlen derV@H
lenzschwingungen bei 3300 &ndie vollstandige Umsetzung der Alkohole zu Tosylaten. Die
Aufarbeitung erfolgte abweichend ztiteraturvorschrift:”® Es wurde sich dazu ewtsieden,

die Reaktionsmischung mit demineralisiertem Wasser zu versetzten, mibrnedkrierter
Salzsaure anzusén und nachfolgend den weil3en Feststoff abzufiltrieren. Fir die abschlie
Rende Umkristallisation erwies sich ein Gemisch aus Aceton unchditlads geeignet,
nachdem zuvor unterschiedliche Losungtel wie beispielsweise Toluemnd Diethylether
getestet wurden. Aceton und Ethanol wurden im Verhéltnis 1:1 verwendet.

Aufgrund der schlechten Léslichkeit der langkettigen-Riole 8 und 9 in Pyridin, erfolgte
die Synthese der entsprechendén-Alkyl -bis-tosylate13 und 14 nach einer modifizierten

Synthesevorschrift von Marukawa et al. zur Darstellung von Nonadecyl t8&Ylat.

HO\/H\/OH TsCl \©\S/O\/H\/O\S/©

n Pyridin/CHCl;, 0 °C, 18 h S n S

0O O 0 O
n=18(8) n=18 (13)
n=20(9) n =20 (14)

Abbildung 25: Schema zur D aAlyltbstosylatengi3M4n U, ¥
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Als Reaktionsmedium wurden Chloroform und Pyridin zu gleichen Anteilen verwendet. Das
Ausfallen der Produkte durch Zugabe von demineralisiertem Wasser war infolgedessen nicht
mehr maoglich. Nach Ablauf der 18 Stunden Reaktionszeit wurde die Reaktionsngischun
daher mit Chloroform extrahiert. Aul3erdem wurde sich flr eine weitere Reinigung der
Verbindungl3 durch Umkristallisation entschieden. Hierzu konnte ebenfalls ein Gemisch aus
Aceton und Ethanol (1:1) Verwendung finden. Die Entfernung braunlicher Vemiguegen

des Rohprodukte$4 gelang saulenchromatographisch an Kieselgel mit Chloroform als Lauf
mittel. Durch die Uberfiihrung der Alkohols { 9) in Tosylate 10 - 14) wurde die schlechte
Abgangsgruppe OHn eine gute Abgangsgruppe umgewand8ibmitwurden Substitutions
reaktionen an der entsprechenden Position des Kohlenstoffgeriistes ermdglicht. Mit den
beschriebenen Synt heAlgvspslate (0o hdhih sehr gaténe U, ¥
Ausbeuten und Reinheiten erhalten werden. Bei den Tosylatéfettenlangen ¢ und G,

(12, 14) handelt es sich zudem um Verbindungen, die noch nicht in der Literatur bekannt sind.

Die nachfolgende Tabelle fasst di e iAsol i ert
kyl-bis-tosylate 10 - 14) zusammen.

Tabelle 4: Isolierte Ausbeuten derU , -Alkyl -bis-tosylate (10- 14)

0 , -Tosylate 10 11 12 13 14
14 ClG C18 C20 C22
Ausbeute ‘8% ‘9% ‘8% ‘8% ‘8%

In den erwahnten Literaturvorschriften wurden nahezu quantitative Ausbeuten éFf&téHit.

Dies ist damit begrindbar, dass auf eine Reinigung der Produkte nach der Aufarbeitung in
Form von Umkristallisation oder Saulémomatographie verzichtet wurde. Da die syntheti
sierten TosylatelQ - 14) jedoch als Edukte zur Einfilhrung des teuren Isotépserwendet
werden sollten, wurde gr oCeAlkyWstdsylatai0fldei ne h
gelegt. Aus diesem 1@nd wurde sich fir eine Reinigung der Tosyl&t8 { 14) durch Um
kristallisation und Saulenchromatographie an Kieselgel entschieden. Substanzverluste sind
dabei jedoch unvermeidbar. Die erreichten Ausbeuten umfassen Werte zwischen 83% bis
94% und sind als gut einzustufen.

Zur Uberpriifung der Reinheit wurden -Bpektrensowie *H- und **C-NMR-Spektren der

U , -Adkyl -bis-tosylate {0 - 14) angefertigt. Weiterhin wurden die Schmelztemperaturen
detektiertund mit den Literaturangaben verglict&iY Die bisher literaturunbekannten Ver
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bindungen12 und 14 wurden zudem zuséatzlich mittels Elementaranalysen charakterisiert
(sieheKapitel 53.3).

Nachfolgend dargestellt ist d&%C-NMR-Spektrum der erstmalig synthetisiertéerbindung
1,22Bis(4-methylbenzensulfonat)docosal¥.

1.00 0,0 0,0
0.90 o ™o
0.80 1ot
0.70

3 cnel,
0.60 4

Intensitat

0.50

0.40

0.30

0.20 5

- ) J
152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16
ppm

Abbildung 26: **C-NMR -Spektrum von 1,22 Bis(4-methylbenzensulfonat)docosan (14)

Alle im Spektrum vorhanden Peaks konnen der Verbindihgugewiesen werden. Es sind
keinerlei Verunreinigungen erkennbar. Der Peak bei 21.59 ppm ist dem Kohlenstoffatom 1
zuzuordnen, welches den beiden Methylgruppen angehdrt. Die Peaks bei 127.84 ppm, 129.75
ppm, 133.18 ppm und 144.58 ppm sind die Resonanzeardmatischen Kohlenstatome

2, 3, 4 und 5. Gemeinsamit dem Kohlenstoffatom 1 der Methylgruppen bestétigen sie das
Vorhandensein der Tosylatgruppe. Die Zuordnung der Signale wurde mithilfe des Spektro
skopiebuchs von Hesse et al. bestaligtWeiterhin stellt der Peak bei 70.68 ppm die Reso
nanz der Kohlenstoffatome 6 dar. Dabei handelt es sich um die terminalen Kohlenstoffatome
der Kohlenstoffkette, an die die Tosylgruppen gebunden sind. Die Peaks, die im Spektrum mit
der Ziffer 7 gekenraichnet sind, kdnnen den inneren Kohlenstoffatomen der Kohlenstoff

kette zugeordnet werden.
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3.21.35y nt h e s-Bromdlkene ¥

Die kupferkatalysierte GrignamhioncKu ppl ung 2z ur EBomakeremitdeng der
Kettenlangen &, Ci4, Cis, Cig, Gz und Go (25 - 27, 68 - 70) erfolgte in Anlehnung an die
Synthesevorschrift von Effenberger et al. fir die Synthese v@rd@éhexaded-en 8!

1. Mg

2. Li,CuCly Br(CH),Br
n=8(),9 (N), 10 (A), 12 (B), 20 (67)

A Br

n 1. THF, Riickfluss, 2 h n
2. THF,0°C — RT, 18 h

n=1(H) n=10(25)
n=2() n=11(26)
n=6(M) n=12(27)
n=7(Q) n=15(68)

n=19 (69)

n=27(70)

Abbildung 272 Schema zur D-Bronsatkenénl(26-129 68v76)n ¥

Hi erzu wurden di e k-®momakenelf,é M|Q) mit Magnesiumiinc hen -
absolutem Tetrahydrofuran in die analogen GringiiRegedgenzien Uberfuhrt. Diese wurden

mit denU , -@ibromalkanerentsprechender Kettenlangg, B, J, N, 67) gekuppelt. Bis auf

das im Rahmen der Arbeit synthetisieit@0Dibromeicosan §7) waren dle verwendeten

U , -@ibromalkanekommerziell erwerblich. Das Edukt 1;Z0bromeicosan7) wurde daher
synthetisiert. Als Katalysator wurde eine L6sung aus Dilithiumtetrachlorocuprat(ll) in
absolutem Tetrahydrofuran verwendet, welche vor dentaBeh frisch hergestellt wurdé?

Auf den von Cahiez et al. bes@trenen Zusatz von-Nlethyl-2-pyrrolidon wurde verzichtet.

Die Zugabe sollte die Reaktion stark beschleunigen und Nebenreaktionen redtffieBen.
durchgefiihrten AngzZen mit N-Methyl-2-pyrrolidon konnte jedoch kein positiver Einfluss

auf den Reaktionsverlauf ermittelt werden. Weiterhin wurde abweichend zur LHeratur
stelld'®! Tetrahydrofuran anstelle von Diethylether zur Bildung der Grignard Reagenzien
verwendet. Dabei wurden keine Unterschiede zakRon mit Diethylether festgestellt. Statt

dessen hatte die Verwendung von absolutem Tetrahydrofuran zur Bildung der GRgnard
agenzien und zur darauffolgenden GrignEugpplung den Vorteil, dass nur ein Losungs

mittel absolutiert werden musste und debeitsaufwand erheblich reduziert werden konnte.

Um di e Bi | eDiemeg alsiNebenplddukte aufgrund von GrigrzissKopplungen

zu mini mi er e n-Dibromalkadedénm Ubedrsctauss @u den jeweiliggnardRe-

agenzien eingesetzt. WahreEdenberger et al. di& , -Ribromalkane im 2,dachen molaren

| berschuss verwendeten, k o n iDibmmalkane aufMeeng e d e

1,5fachen molaren Uberschuss reduziert werden.
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Nach Beendigung der Reaktion wurde die Reaktionsmischung Zierusg der Rohprodukte

mit Diethylether mehrmals extrahiert. Die anschlieRende Reinigung erfolgte durch-Saulen
chromatographie an Kieselgel mit dem Laufmittel Petrolether. Als problematisch erwiesen
sich dabei die wahrend der Reaktion entstehenden Nelzkrkte. Diese zeigt die nach
folgende Abbildung beispielhaft fir die Synthese vorBidmpentaded-en 7).

I+1

I+A+A+1

Abbildung 28 Mégliche Nebenprodukte der Grignard-mono-Kupplung (veréndert nach*8%h

AuRerdemb er ei t s e Digrf (b N)dads mer Grignartis-Kopplung entsteht noch

ein noch k u r-Ridn e@7a )alg &ebenproduldtaufigrund stets auftretender
Homokopplungen des GrignaRkagenzesl).Weiterhin bildet sich ein héhermolekulares

U, -Bien, indem durch Transmetallierung Magnesium auf daBBrBnpentaded-en @7)
Ubertragen wird. Das neu entstanden Grigdtedgenz dimerisiert im Verlauf der Reaktion
zum | angk-bBienei7rgeéenv U, ¥

Die Strukturen und Polaritaten der Hauptproduk® { 27, 68 - 70) und der zugehdrigen
Nebenprodukte sind sehr ahnlich. Es handelt es sich im Wesentlichen um unpolare Kohlen
wasserstoffe unterschiedlicher Kettenlangen. Die saulenchromatographische Isolierung der
Produkte gestaltetet sich selbst mit dem unpoldr@fmittel Petroléher sehr aufwendig.
Dunnschichtchromatogramme zeigten, dass die Substanzflecken der unterschiedlichen Stoffe
sich nahe der Laufmittelfront befanden und aneinander angrenzten. Aufgrund der schlechten
Auftrennung sowie der FarblosigkeiedProdukte und Nebenprodukte wurde das Eluat in
vielen kleinen Fraktionen gesammelt. Die Detektion der Hauptprodukte erfolgte anhand von
begleitender Dinnschichtchromatographie. Fraktionen, die frei von Nebenprodukten zu sein
schienen, wurden zudem migelGAMS-Messungen auf ihre Reinheit UGbaift. Alle
Fraktionen, die auReden Produkten noch Nebenprodukte enthielten, wurden vereint und
erneut saulenchromatographisch gereinigt. Falls nach der zweiten Reinigung noch viele
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Mischfraktionen vorlagen, erfolg eine dritte saulenchromatographische Trennung. Auf
diesem arbeitsintensivem Weg gelangdis Nebenprodukte vollstandig zu entfernen und die
¥-Bromalkeng25 - 27, 68- 70) in hoher Reinheit darzustellen.

Zur Bestatigung der Stoffinheit wurdenIR-Spektren, GOMS-Spektren sowie'H- und
¥C-NMR-Spektren angefertigt. Den @G@S-Spektren kommt hier eine besondere Bedeutung
zu, da sich die Produkte undgedsehr ahnlichen Nebenproduldaschromatographisch alle
auftrennen lassen und somit im Spektruiffecenziert werden kdnnen. Unterschiede in der
Kettenlange sind in IRund NMR-Spektren nahezu nicht erkennbar, solange die Verunrei
nigungen durch Verbindungen mit anderen Kettenlangen nur geringe Mengen umfassen. Im
NMR-Spektrum uberlagemamlichdie Resonanzen, die von den magnetiaghiven Kernen

mittig der Kohlenstoffkette ausgeheBbenfalls ist dort nicht auf den ersten Blick ersichtlich,

ob dBreonmal kene dur ch ghienen kogtaminre sind, eandieserkeing , ¥
zusatzlichen Signalerzeugen. Die Resonanzen der Doppelbindung und der umliegenden
Kerne sind sowieso schon im Spektrum gegenwartig. Eine solche Verunreinigung konnte im
NMR-Spektrum allenfalls durch die Bildung der Integrale iiNMR-Spektrum ermittelt
werden. Weiterhin waten von den Feststoffe®B - 70 die Schmelztemperaturen ermittelt.
Hinzukommend wurde mit dem d&romtriacontl-en (70) eine Verbindung synthetisiert, die
bisher noch nicht in der Literatur vermerkt wurde. Die Verbindung wurde zusatzlich zur

bereits erwahten Analytik durch eine Elementaranalyse bestatigt.

Die nachfolgende Tabelle beschreibt die isatierdusbeuten fur die Synthedery-Brom-
alkene der Kettenlangen £ C4, Ci5, Cig, Coo und Gy (25- 27, 68- 70).

Tabelle 5: Isolierte Ausbeuten dery -Bromalkene (25- 27, 68- 70)

¥-Bromalkene

Ausbeute ‘ 6 % 6 % 6 % 6 % 4 % 4 %

Insgesamt umfassen die erhalten Ausbeuten einen Bereich von 44% bis@&Mig ist,
dass fur dik u r z k e tBtomalkene dew Kettenlange 42 Ci4, Cis und Gg (25 - 27, 68)
deutlich h°here Ausbeuten er zi e-Bromalkeaerddren Kk o
Kettenlange & und G, (69, 70). So lagen die Ausbeuten der Verbindung&n26, 27 und
68 zwischen 64% und8%, wahrenddessen die Ausbeuten der Verbindurggennd 70

Werte von 49% und 44% umfassten. Die Differenz zwischen den Ausbeuten der kurzkettigen
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und der | aBrognallkenetbetrgoe somityfir jede der Substanzen mindestens 15%.
Im Rahmen der angefertigten Arbeit wurde festgestellt, dass die Reaktionsfahigkeit generell

mit steigender Kettenlange abnimmit.

3.2.14Sy nt h e s eDibdomalkerd, ¥
Zur Darstellung det , -Bibromalkene mit den KettenlangensCCys und Gg (28 - 30) wurde

eine Ubergangsmetallkatalysierte Olefinmetathesechgefihrt. Dabei wurden Rlolekile

der kur z-Bremalkeneg@®-127) mithilfe des rutheniumhaltigen Grubbkstalysators

der ersten Generation unter Ausbildung einer internen Doppelbindungander verknupft.

Die Reaktion erfolgte unter Freisetzung von Ethen. Als Grundlage diente eine Synthesevor
schrift von Wedeking et al. zur Darstellung von t[@Bromdocosli-en™® Die Verwen
dung de s he6 Katalydaters dercersten Generation ist besonders vorteilhaft, da dieser
im Gegensatz zu vielen ander®letatheseKatalysatoren eine relativ hohe Bestandigkeit

gegenuber Luft und Wasser aufweist, wodurch die Handhabung erleichtert wird.

[RuCl,(PCy;3),(=CHPh)]
2 BTW Br\/H\/\M/\
n Toluen, RT, 48 h n Br

n

n =10 (25) n=10 (28)
n=11(26) n=11(29)
n=12(27) n =12 (30)

Abbildung 29: Schema zur Darseé | | u n g -Dibcomalkenens(28- 30)

Zur Synthese wurde der Gbsl-Katalysator in Tolueworgelegt und tropfenweise mit einer
Losung des jeweiligemr-Bromalkens(25 - 27) in Toluenversetzt. Anschlie3end wurde die
Reaktionslosung fur 2Tage bei Raumtemperatur gerihrt. Zur Kontrolle des Reaktionsverlaufs
wurden Dunnschichtchromatogramme mit Kieselgelplatten und dem Laufmittel Petrolether
angefertigt. Ein vollstinder Umsatz der Edukt@% - 27) konnte auch nach flagen Reak
tionszeit nicht erreicht werden. Die Reaktion wurde daher nach 2 Tagen beendet, da sich kein
weiteres Produkt mehr bildete. Weiterhin wurde auf die Verwendung von geschlossenen
Reaktionsapparaten verzichtet, um so das Entweichen des bei der Reaktion entstehenden
Gases Ethen zu erméglichen. Dies sollte dazu beitragesnGeichgewicht auf die Seiteer
Produkte 28- 30) zu verschieben.

Nach Ablauf de Reaktionszeit wurde das Toluemter vermindertem Druck entfernt. Die

Auftrennung des dunkelvioletten Ruckstandes erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel.
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Da es sich bei der durchgefuhrten Reaktion um eine Homokupplung handelte, bestanden die
Verunreinigungen Uberwiegend aus Edlekten 25 - 27) sowie dem eingesetzten Kata
lysator Als Laufmittel erwies sich Petrolether als geeignet. Mit dem unpolaren Laufmittel
konnte eine gute Tr enn tBrogakenRestenc?s-e2d) udieem unp ol
ebenfalls unpolaref , -Bibromalkenen (28 - 30) erzielt werden, die sich im Wesentlichen
durch ihre Kettenlangen deutlich unterschieden. Zur Detektion der Produkte wurde das Eluat
begleitend zur Saulenchromatographie mittels Dunnschichtchromatographie auf enthaltene
Substanzen UberprifBei der ersten erhaltenen Fraktion handelte es sich um nicht um
gesetztes Edukt. Die zweite Fraktion lieferte die Produkte in Form von weil3en, kristallinen
Feststoffen. Der Grubksatalysator wurde nicht eluiert, da dieser an der stationdren Phase
hafteteund keinerlei Wechselwirkungen mit der mobilen Phase einging. Bei den erhalten
Produkten 28 - 30) handelte es sich um ein Gemisch assundtransIsomeren. Diese wur

den in der Folgereaktion mit Wasserstoff hydriert und somit in die entsprechenda-
bromalkane 31 - 33) Uberfuhrt.Da sowohl diecis-Form als auch di¢ransFrom gleicher

maf3en fur die Reaktion geeignet waren, konnte auf eine Trennung der Isomere verzichtet

werden.

Mithilfe des GrubbsKatalysators gelang gkange Kohlenstoffketten als Ausgangsstoffe zur
Synthese von langkettigeiC-markierten Dicarbonséuren zu generieren. Das beschriebene
Synthesevorgehen erméglicht die Darstellung derBibromalkenemit den Kettenldngen

Ca4, Cys Und Cpg (28 - 30) in hohen Ausbeuten und Reinheiten. Zmdkandelt es sich bei
allen 3Verbindungen unt , -Bibromalkene, die bisher noch nicht in der Literatur besehrie
ben wurden. Zu€harakterisierung und Uberpriifung der Reinheit wurden daher zuséatzlich zu
den IR und NMRSpektren tH und **C) Elementaranalysen angefertigt. Ebenfalls wurden

die Schmelztemperaturen bestimmt ligid&apitel 53.8).

Die nachfolgende Tabelle fasst die isolierten Ausbeuten zusammen, die bei der Synthese der
j ewe i | iDiprenmalkdnig(28 - 30) erhalten wurden.

Tabelle 6: Isolierte Ausbeuten derU , -Bibromalkene (28 - 30)
28 ‘ 29 ‘ 30

U, -Bibromalkene
! Cys Css Cys

7 % 7 %

Ausbeute ‘ 7 %
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Wedeking et al. gaben an, dass die Ausbeute fir die Darstellurig2®Dibromdocosl1-en

78% betrud®®¥ Di e f ¢ rDibbmatken&28 ¥30) erhaltenen Ausbeuten lagen in einem
ahnlichen Bereich und entsprachen somit den Erwartungen. Es wurden Ausbeuten zwischen
73% und 79% rzielt.

Nachfolgend dargestellt ist dad-NMR-Spektrum der erstmalig synthetisierten Verbindung
1,24 Dibromtetracosl2-en @8).

1.0 4
BrCH,CH,CH,(CH,),CH,CH=CHCH,(CH,),CH,CH,CH,Br
0.9 4 A BC D F F D C B A 5
0.8
0.7 3
< | F
g 0.6—5 i \'"rl
2 ] trans || || trans
L 51 M I
= 73 [l cis cis [ |
1 || | .."'v'l I'."". A ,.'JI v ',\ .l |
0.4 :E - - . ! = L
3 / . .\"\.
0.3 / \ ﬁ
021 \ B HO |
23 _/ ¢
3 / \ h
J[f A JIAJ'L. _,r;'l.;' |
1.§'!f) ‘3;.50 4.00 1.05393&.00 4.]_-(3 2&00
5.5 5.0 45 40 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0

ppm

Abbildung 30: *H-NMR -Spektrum von 1,24-Dibromtetracos-12-en (28

Bis auf den Wasserpeak b6 ppm sind alle erkennbaren Resonanzen der VerbirzRing
zuzuordnen. Bei dem Triplet bei 3.41 ppm handelt es sich um die Resonanz der Wasserstoff
kerne A, die mit den Wasserstoffkernen B wechselwirken. Das Signal der Wasserstoffatome
B erscheintzwischen 1.83 ppm und 1.89 ppm. Es liegt aufgrund der Kopplungen zu den
Wasserstoffkernen B und C als Quintett vor. Die Resonanz der Wasserstoffkerne C erscheint
durch die Wechselwirkungen mit den Wasserstoffatomen der benachbarte@r@ipen
zwischen 1.8 ppm und 1.45 ppm ebenfalls als Quintett. Alle Wasserstoffkeiaemit D
gekennzeichnet sind, gehéren zu dem Multiplett zwischen 1.25 ppm und 1.36 ppm. Die
CHx-Gruppen von D sind zwar nicht alle &quivalent, jedoch weisen sie fast identische chemi

sche \erschiebungen und Kopplungskonstanten awdase sie Uberlagern und in ein breites
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Signal hoherer Ordnung resultieren. Bei den Wasserstoffkernen E, handelt es sich um die
Wasserstoffatome der GHGruppen in direkter Nachbarschaft zur Ddppelung. Diese
kénnen Uber Bindungen mit der benachbarten £8ruppe sowie mit dem benachbarten
Wasserstoffkern F am Kohlenstoffatom der Doppelbindung wechselwirken. Die entspre
chende Resonanz erscheint als Quartett. Daraus lasst sich schliel3en, dass die Kopplungskon
stanten, die aus den Kopplungen der Wasserstoffatome E zu der benacGbhr@Gmuppe

und dem Wasserstoffatom F resultieren, nahezu gleich gro3 sein missen. Ansonsten wirde
das Signal der Wasserstoffatome E in ein Sextett aufgespaltedK@uiiel 3.1.2) Ebenfalls

fallt auf, dass die Resonanz von E, die den Bereich von 1.94 ppm biggrO8innimmt, in

Form von 2unterschiedlich gro3en Quarteéisscheint, die aneinander angrenzen. Dies ist mit

der abweichenden chemischen Verschiebung begriindbar, dieraus und dertrans-Form

des Produktes resultiert. Zuletzt sollen die Wasserstoffatome F betrachtden. Diese
kénnen Uber Bindungen mit den benachbarten Wasserstoffkernen E wechselwirken. Die Re
sonanz der Wasserstafome F erscheint daher alsi2erschiedlich grof3e Tripletts zwischen

5.33 ppm und 5.42 ppm, die aneinander angrenzen. Da die olefinischen Wasserstoffkerne F
aufgrund der Symmetrie der Verbindung jeweils &quivalent sind, ist keine Kopplung der
Kerne untereinander im Spektrugichtbar Die Grol3e der Kopplungskonstanten solcher
33Kopplungen kann eigentlich dazu genutzt werden, die Resonanzen olefinischer-Wasser
stoffatome deris- und dertransForm zuzuordnen. Eine Zuordnung kann jedoch auch mit
Hilfe der chemischen Verschiebung egeh. Sind an die Kohlenstoffatome der Doppel
bindung lange Alkylreste gebunden, wie in diesem Fall, so ist die Resonatmargeform

weiter hochfeldverschoben als die ResonanzciteForm™’¥ Das groRere Triplett der Re
sonanz von F kann somit deans-Form zugeordnet werden. Dementsprechend gehdrt auch
das groRBere Quartett der Resonanz von E tmmsForm. Hierbei ist das Signal der
transForm jedoch tieffeldverschoben. Integriert man die Resonanzetisdeind dertrans

Form, so erhélt man in beiden Fallen ein Verhaltros \1:3. Das synthetisierte 1;B4-
bromtetracosll-en @8) liegt somit zu 25% in dercisForm und zu 75% in der

thermalynamischstabilerertrans-Form vor.

3.2.155y nt h e s eDibdomalkard, ¥

Di e Dar st e lDibromaikana mir der Kettenlangen4 Cs und Gs (31 - 33)
erfol gte a us g e-Dieronthikenen mentidchen Ketienlang28(- 30). Zur
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Synthesewurde eine Literaturvorschrift von Wedeking et al. modifiziert, die sich mit der
Hydrierung von internen Doppelbindungen endsténdig substituierter Alkene b&f4sste.
Katalysator wurde Palladium auf Aktivka@hlbenutzt. Dieses ist relativ kostenginstig
erhaltlich und kann bei Noratdruck verwendetverden. Versuche mit dem rhodibaitigen
Wilkinson-Katalysator fihrten entgegen den Angaben von Inci et al., die ebenfalls langkettige
U , -Bibromalkene mit internen @pebindungen als Edukte verwende nicht zur Ent
stehung der -Dibrgnhlkanegd +38).H Mies entspricht den Beschreibungen,
dass der WilkinsofKatalysator bevorzugt endstéandige Doppelbindungen umsetzt und interne
Doppelbindungen nur sehr langsam oder gar nicht hydfi@rt.

BI‘W Pd/C, H, - Br Br
n Br THF, RT, 20 h \/HE/

n

n =10 (28) n=22(31)
n=11(29) n =24 (32)
n =12 (30) n =26 (33)

Abbildung 31: Schema zur Darse | | u n g -Dibcomalkanens(31- 33)

Fur die Synthese wurde das aDibromalken 28 - 30) in Tetrahydrofuran geldst und mit
Palladium auf Aktivkohle versetzt. AnschlieRend wurde Wasserstoff fur die Hydrierung
mittels Ballontechnik bereitgestellt und das Reaktionsgemisch fur 20 Stunden ber Raum
temperatur gerihrt. Die Durchfiihrung der Reaktion in einem Gemisch aus Methanol und
Dichlormethan als Losungsmittel fihrte ebenfalls zu den hydrierten Prod@dter).l8”
Aufgrund der deutlich besseren Loéslichkeit der langkettigen EduldePuodukte in Tetra
hydrofuranwurde sich jedoch fiir dessen Verwendung entschieden. Nach der Beendigung der
Reaktion konnte der Katalysator durch Filtration des Reaktionsgemisches i@setgkl
abgetrennt werden. Das Entfernen des Katalysators mittels Filterpapier erwies sich hingegen
als ungeeignet, da feine KatalysaRartikel denFilter passierten. Wahrerdle Autoren der
genannten LiteraturstellBff'8” auf eine weitere Aufreinigung der hydrierten Rohprodukte
verzichteten, wurde sich fur eine abschlielRende Reinigung der Verbind@ige83) durch
Umkristallisation entschieden. Dazu erwies sich eine Mischung aus Ethanol und Methanol
(2:1) als geeignet.

Anhand der beschriebenen Vorgehensweise konnten hdiebibromalkane mit den
Kettenlangen &, Cys und Gg (31 - 33) in hoher Ausbeute und Reinheit dargestellt werden.

Die nachfolgende Abbildung fasst die isolierten Ausbeuten fiir diebibromalkane 31 -

33) zusammen.
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Tabelle 7: Isolierte Ausbeuten derU , -Bibromalkane (31- 33)

31 32 33
C24 C:26 C:28

U, -Bibromalkane ‘

Ausbeute ‘8%‘7%‘7%

Alle erzielten Ausbeuten liegen zwischen 76% und 84%. Sie sind somit etwas niedriger als
die Ausbeuten der Literaturvorschriftéi®”! die mit tiber 90% Prozent angeben sind. Dies
héngt jedeh damit zusammen, dass dort &ehprodukte keiner Aufreinigung unterzogen

wurden.

Auf die Stoffreinheit wurde besonders viel Wert gelegt, da die synthetisierten Verbindungen
(31 - 33) zur Einfilhrung de$*C-Labels durch nucleophile Sulistion mit **C-markiertem
Kaliumcyanid verwendewurden. Zur Bestéatigung der Reinheit wurdenMRssungen,

'H- und *C-NMR-Messungen durchgefithrt sowie die Schmelztemperaturen bestimmt.
Insofern vorhanden, erfolgte ein Abgleich mit den Literaturang&8&n.

Anhand von IRSpektren konnte schnell und mit wenig Aufwand Uberprift werden, ob die
Edukte @8 - 30) nach Ablauf derReaktionszeit vollstandig hydriert vorlagen. Die nach
folgende Abbildung vergleicht die #Bpektren des Eduktes 1;28romoctacosl4-en @0)

und des Produktes 1 Z8ibromoctacosan3g).

100 3
80— |

70

Transmission %

60

80— | 1472 | 19

40

L]

) B
3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

1fem
M 1,28-Dibromoctacos-14-en (30)
M 1,28-Dibromoctacosan (33)

Abbildung 32 IR-Spektren von 1,28Dibr omoctacosl14-en (30) und 1,28Dibromoctacosan (33)
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Besonders charakteristisch fur Alkene sind die scharfen und intensiMdrD&orma
tionsschwingungen der Kohlenstoffatome der Doppelbindung und den daran befindlichen
Wasserstoffatomehi’? Im IR-Spektrum von 1,2®ibromoctacosl4-en (0) kommt die
Bande bei 957 cthdurch die Absorption der =8-Deformationsschwingung dérans-Dop-
pelbindung zustande. Bei der Absorption bei 731'dmandelt es sich um die =8-De-
formationsschwingung decis-Doppelbindung. Die Bande bei 719 ¢nergibt sich aus
den-C-H-Deformationsschwingungen der g€Bruppen des Kohlenstoffgerlstes. Es handelt
sich dabei um CHrockingSchwingungen, die charakteristisch flr Kohlenstoffketten mit
mehreren ChtGruppen sind. Die Bande bei 1472 tmesultiert ebenfalls ausC-H-De-
formationsschwingungen der Gi&ruppen. Sie kénnen den scissoflDgformationsschwin
gungen zugeordnet werden. Bei den benachbarten Banden bei 14@hdrbei 1437 ci
handelt es sich sehr wahrscheinlich um weitereH=Beformationsschwingungen deans

und cis-Doppelbindung. Eine genau Zuordnung kann zwar aufgrund mategeltergleichs
literatur undnicht vollzogerr Auftrennung des Isomerengemisches nicht stattfingerloch
finden sichdie beiden genannten Absorptionen nur in defspektren der, bDibromalkene
(28 - 30). Da sich diese von den abibromalkanen 31 - 33) lediglich durch das Vorhanden
sein der internen Doppelbindung unterscheiden, kénnen die Alossmmptbei 1462 cihund

bei 1437 crit sicher mitder Doppelbindung in Beziehumgbracht werden.

Die Bande der C=Gtreckschwingungen ist bei internen Alkenen generell deutlich
schwécher als bei terminalen Alkenen. Sie erscheint bei circa 1608éhDa es sich beim
1,28Dibromoctacosl4-en (30) zudem um eine hochsymmetrische Verbindung handelt,
andert sich das Dipolmoment durch die Schwingung nicht. Die symmetrischeStCetk
schwingung ist in diesem {Bpektrum daher nicht sichtbar.

AbschlieRend bestatigdas Verschwinden der =B-Deformationsschwingungen der
Doppelbindung die erfolgreiche Hydrierung der ®Dibromalkene 28 - 30) zuh, Bibrom-
alkanen 81 - 33). Die G-Br-Absorptionsbande, die in beiden Spektren bei 650 earliegt,
beweist zudem das Vorhandensein der Bromatome.

Im *H-NMR-Spektrum konnte die vollstandige Hydrierung tderaibromalkene 28 - 30)

am Ausbleiberder Resonanzler Wasserstoffatome, dam die Kohlenstoffatome der Doppel
bindung gebunden sin@rkanntwerden. Diese Resonaezscheint zwischen 5.33 ppm und
5.42 ppm. Ebenfalls verschwindet die Resonanz \(kasserstoffkerne deCH,-Gruppen in
direkter Nachbarschaft zur Doppelbindung, die im Bereich8d ppm bis2.05ppm liegt
(vgl. S 62 vgl. Kaptiel5.3).
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3.2.1.6Synthese der**C-markierten Dinitrile
Die Synthese de’C-markierten Dinitrile mit den Kettenlangenind G4 (1b, 2b) erfolgte

ausgehend von den kommerziell erworbeaen-BibromalkanenA und B. Zur Einflihrung
des *C-Labels wurde eine nucleophile Substitution zweiter Ordnung*¥@itmarkiertem

Kaliumcyanid in Triethylenglycol durchgefihrt.

K"3CN

b - e
n Triethylenglycol, 140 °C, 18 h N~ n >N
n=8(A) n=28 (1b)
n=10 (B) n=10 (2b)

Abbildung 33: Schema zur Darstellung'*C-markierter Dinitrile (3b, 4b)

Dazu wurde eine Synthesevorschrift von Louw et al. modifiziert, die die Synthese der
Substanz Hexadecannitril beschreibt, welches den Zielverbindungen &ithe **C-mar

kiertes Kaliuncyanid wesentlich kostenintensiver ist als Kaliumcyanid mit nattrlicher
Isotopenhéaufigkeit, wurde der Stoffmengeniberschuss an Kaliumcyanid deutlich reduziert.
Das teure'*C-Kaliumcyanid konnte nahezu &quivalent in 1,6a6hemmolaren Uberschuss

zu den jeweiligera , -Bibromalkanen A, B) eingesetzt werden. Aufgrund der geringeren
Anzahl zur Verfuigung stehender Reaktanten wurde die Reaktionszeit von 3 auf 18 Stunden
erhoht. Die vollstandige Umsetzung der Edukte konnte mittetel@@amatographi&lassen
spektrometrieMessungen nachgewiesen werden. Der Zusatz von Natriumiodid, das die
Substitution der Bromatome durch lodatome bewirkt und somit bessere Abgangsgruppen
bildet, wurde ebenfalls erprobt” Es konnten jedoch keingositiven Auswirkungen auf den
Reaktionsverlauf und die Ausbeute festgestellt werden, sodass auf die Zugabe von-Natrium
iodid verzichtet wurde. Zur Extraktion der Produkte aus der Reaktionslosung wurde sich fir
die Verwendung von Diethylether entschiedés,sich die Produkte darin gustén und sich

der Ether wegerdes niedrigen Siedepunktes leicht durch Destillation am Rotatiensver
dampfer entfernen lie3. Zur saulenchromatographischen Aufreinigung der Rohprodukte
erwies sich ein Laufmittelgemisch austi@gether und Diethylether im Verhaltnis 2:1 als

besonders geeignet.

Die Darstellung det*C-markierten Dinitrile mit den geradzahligen Kettenlangegh@s G
(15b-19b) er f ol gt e aus gehend-Alkybhistogylatgncentspledheng e st e
der Kettenlange 10 -14). Als Grundlage diente eine Literaturvorschrift fiir die Synthese von

Octadeandinitril von Matsumori et at°Y
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13C
\©\S/O\M\/O\S/©/ K'3CN lgc/\M/BC\\

O/,\b n O// \\O DMF, rt — 0°C,5d N~ n SN
n=12(10) n=12 (15b)
n=14 (11) n =14 (16b)
n=16(12) n=16 (17b)
n=18 (13) n=18 (18b)
n=20 (14) n =20 (19b)

Abbildung 34: Schema zur Darstellung*3*C-markierter Dinitrile (15b - 19b)

Die Menge des eingesetztéfiC-markierten Kaliumcyanids wurde bei dieser Synthese
ebenfalls auf einerl,025fachen molaren Uberschusgezogen auf die Stoffmenge der zu
substituierenden Bromatom&Q(- 14) reduziert, um die Synthesekosten zu senken. Auf die
Verwendung des Kronenethgs3]Krone-6, der durch die Solvatation der Kaliumionen die
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den lonen schwachen und somit besonders
reaktive Anionen schaffen sollte, wurde verzichtet, da die Zugabe des Kronenethers keine
positiven Effekte auf de Reaktionsverlauf und die Ausbeuten zeigte. Nachdent*@aisa-
liumcyanid bei 0 °C portionsweise der Reaktionsmischung zugefligt wurde, wurde das Ge
misch bei Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktionsdauedevauf 5 Tage erhoht. Fur das
langkettige Dinitril 19 erfolgte sogar eine Bbhung auf 6 Tage. Wahresdi c h  éhi-e U, ¥
kyl-bis-tosylate (0 - 14) nur sehr schlecht im Losungsmittel NDimethylformamid I6sten,

I6sten sich die Produkibb - 19b) sehr gut darin. Im Verlaufe der Reaktion formte sich die
Susgension daher in eine klare Losung um. Zur Reaktionskontrolle wurden Diinnschiehtchro
matogramme mit einem Laufmittelgemisch aus Petrolether und Diethylether im Verhaltnis
1:1 angefertigt. Da sich die Tosylat&0(- 14) nicht in die Gasphase Uberfuhren lief3e
konnten Gaschromatographi#assenspektrometrglessungen nicht zur Reaktionskontrolle
hinzugezogen werden. In Analogie zur Aufreinigung der Dinitrilend 2 erwies sich fur die
Salenchromatographie der Rohproduki® bis 19 ebenfalls ein Laufmittelgeisch aus
Petrolether und Diethylether im Verhéltnis 1:1 als geeignet. Ebenso erfolgte die Extraktion
aus der Reaktionsmischung mit Diethylether. Trotz der langen Reaktionszeit wurde sich
bewusst f¢r  di e -Alynisissdsytate n(§ - Id)ebei RBigtemperatur
entschieden. Wiederholte Versuche zur Durchfiihrung der Reaktionen bei 70°GDiriieN
thylformamid oder bei 90C in Dimethylsulfoxid, hatten starke dunkelroferfarbungen der
Reaktionslosungen zur Fol§é*'%¥ Wurden die Reaktionen bei Raumtemperatur durchge
fihrt und dasC-markierte Kaliumcyanid zuvor unter Eiskiihlung portionsweise der Reakti

onsmischung hinzugegeben, verfarbte sich die Reaktionslosung allenfalls hellgelbdidurch
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niedrigere Reaktionstemperatur konnten die Nebenreaktionermoglicherweise Eliminie
rungen reduziert werden und somit die Reinging der Rokgrkte aufgrund des geringeren
Verunreinigungsgrades erleichtert werden. Zudem konnten vergleichsweese Aatsbeuten

und Reinheiten erzielt werden.

Zur Herstellung def*C-markierten Dinitrile mit 26, 28 und 30 Kohlenstoffatomé -
36b) wurden zuvor synthetisierte , -Bibromalkane 81 - 33) mit entsprechender Ketten

lange verwendet.

K'3CN
Br” ™ Br - B M e

n DMSO, 80 °C, 4 d N~ n SN
n=22(31) n =22 (34b)
n =24 (32) n =24 (35b)
n =26 (33) n =26 (36b)

Abbildung 35: Schema zur Darstellung 13@Gmarkierter Dinitrile (34b - 36b)

Die Reaktion erfolgte in Anlehnung an die von Diaz et al. beschriebene Synthese zur

Darstellung von Hexacosannitril adéC-markiertem Kaliumcyani#t®¥! Dazu wurden die
a , -Bibromalkane 81 - 33) in Dimethylsulfoxid mit**C-markiertem Kaliumcyanid versetzt

und fiir 4 Tage bei 80 °C erhitzt. DEE-Kaliumcyanid wurde wieder im 1,025 fachen Uber

schuss zur Anzahl der Bromatome eingesetzt. Nach Ablauf der Reaktionszeit war kein unge

lostetes Kaliumcyanid mehr in der farblosen bis gelblichen Reaktionsmischung erkennbar.

Der vollstandigddmsatz der Edukte wde zusatzlich durch das Anfertigen von Dinnschicht

chromatogrammen mit Petrolether und Diethylether im Verhaltnis 1:1 kontrolliert. Aufgrund

der schlechten Ldslichkeit der langkettigen Produkte in Diethylether und Petrolether wurde

sich fur eine chromategphische Aufreinigung dérC-angereicherten Dinitrile3éb - 36b)

mit dem Laufmittel Chloroform entschieden.

Die nachfolgende Tabelle fasst die Ausbeuten zusammen, die bSiyulrese deunmar
kierten @) und**C-markierten ) Dinitrile dergeradzahligen Kettenlangenis Gy (1, 2,
15- 19, 34- 36) erreicht wurden.

70



3 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 8: Isolierte Ausbeuten derDinitrile (1, 2, 15- 19, 34- 36)

_— 1 2 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 34 | 35 | 36
Initrile Coo | Cu | Co | Co | Co | Coo | Cu | Cos | Cis | Cao
& 1o9m |98 |98 |9% |9% |98 |9% |9866 |98 |9 %
(unmarkiert)
b 9% |9% |9% |98 |9% | 7% |96 |98 |98 |9 %
(*3C-markiert)

Mit Ausnahme von Verbindung8b wurden fir alle Dinitrile {, 2, 15- 19,18, 34 - 36) Aus

beuten erlangt, die bezogen auf die-@i br omal kane b e-Alkylebistosyg s we i s
late im Bereich von 91% bis 98% lagen. Die niedrige Ausbeute fiir das Diréitri(75%)

kann damit begrindet werden, dass beim Uberfilhren des Rohproduktes auf eine Saule zur
chromatographischen Reinigumin geringer Substanzverlust auftrlth Gegensatz zu den
13c-markierten Verbindungen wurde die Synthese der unmarkierten Substanzen mehrmals
durchgefiihrt. Da sich dd§C-angereicherte Kaliumcyanid und das Kaliumcyanid mitina

lichem Isotopenverhaltnis ihrem Reaktionsverhaltemicht unterscheiden, istavon auszu

gehen, dass ohne den Vorfall die Ausbelgs Dintrils 18b ahnlichder Aubeute Dinitrilsl8a
ausgefallen waredie im Mittel 96% betrug In den Literaturstellen, die den modifizierten
Synthesen als Grundlage dienten, werden die Ausbeuten mit 64%, 59% und 95% angege
ben['®91911%nje abgbildete Tabelle zeigt, dass eiilzahl der hergestellten Dinitrilel(

2, 15- 19, 34 - 36) in deutlich héheren Ausbeuten erhalten wurde. Um Substanzverluste zu
minimieren wurden die Reaktionsmischungen entgegen der meisten Vorschriften nicht nur
zwet bis dreimal, sondern viermal mit Loésungsmittel extrahiert. Weiterhin wurde darauf
geachtetdie Rohprodukte und Produkte moglickstistandig zu Gberfiihren undnzufillen,

indem die verweadeten Glasgerate mit geeignetéisungsmitteln nachgespilt wurden.

Anhand der modifizierten Synthesevorschriften gelang nicht nur die erstmalige Darstellung
der*C-markierten Dinitrile {b, 2b, 15b- 19b, 34b - 36b), sondern auch diderstellung von
Octacosandinitril mit nattrlicher Isotopenverteilud$4) als neue noch nicht in der Literatur

beschriebene Verbindung.

Alle Verbindungen 1, 2, 15- 19, 34 - 36) konnten neben den guten Ausbeuten auch in hoher
Reinheit erhalten werden.uZ Bestatigung der Stoffreinheit wurden Elementaranalysen, IR
und NMR-Spektren angefertigt sowie die Schmelztemperaturen gemdssnyvorhanden,
ertsprachen diese den Literaturangali&hMit den kurzkettigerDinitrilen (1, 2, 15 - 18)
wurdenzusatzlich G@VIS-Messungen durchgefiihalle Daten énd in Kapitel5.3 zu finden.
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Die nachfolgenden Abbildungen zeigen éifrNMR-Spektrum der*C-markierten Verbin
dung Hexacosandinitril34b) und ein **C-NMR-Spektrum desC-markierten Eicosanéli
nitrils (17b). Beide Spektren bestatigen die erfolgreiche Markierung diefigkuppen mit
dem Kohlenstoffisotop®C.

3 N"“CCH,CH,CH,(CH,),.CH,CH,CH,“CN
ABC D CBA

Intensitat
=}
n

ppm

Abbildung 36: *H-NMR-Spektrum von **C-markiertem Hexacosandinitril (34b)

Durch den Einbau des magnetisch aktivi@Isotops kénnen die Wasserstifime A nicht
mehr nur tiber Bindungen {J) mit den benachbarten Wasserstoffatomen B wechselwirken.
Es findet nun ebenfallsre Kopplung tiber Bindungen $J) zum*3C-Atom der Ntrilgruppe
statt. Zunachst erzeugt die Kopplung der Wasserstoffkerne A mit-i@&aAtom ein Dublett.

Die zugehdrige Kopplungskonstarﬁ]gHz,lsc zeigteinen Wert von 9.74 Hz. Beide Linien des

Dubletts werden durch die Wechselwirkung der Wasserstoffkerne A mit den benachbarten

Wasserstoffkernen B jeweils zu einem Triplett aufgespalten. Fir die KopﬁDQmQCH2

wurde ein Wert von 7.16 Hz ermittelt. Da die Kopplungskonsl’ahl;@,lsc groer ausfallt als
die Kopplungskonstanté]cW/CHz, erscheint das Signal der €Bruppe A als Dublett von

Tripletts bei 2.34 ppm. Das Intensitdtenverhaltnis der beiden Tripletts zueinander betragt 1:1.
Die einzelnen Tripletts weisen die charakteristischen Intensitaten im Verhaltnis von 1:2:1 auf.
Ohne**C-Markierung an der Nitrilgrupp wechselwirken die Wasserstoffatome A lediglich
mit den beiden Wasserstoffatomen B. Bei dem entsprechenden unmarkierten3Mdyil (

erscheint die Signalaufspaltung fir die Resonanz der Kerne A daher als einfaches Triplett.
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Die Signalaufspaltung fir diResonanz der Wasserstoffkerne B andert sich durch das Vor
handensein volFC ebenfalls. Ohne dEC-Markierung koppelmlie Wasserstoffkerne B tiber

3 Bindungen lediglich mit den direkt benachbarten,@#uppen A und C. Die Resonanz der
Kerne B erscheint al Quintett, dadie Wasserstoffkerne B mit shagnetisch aquivalenten
Nachbarkernen wechselwirken (M = n +1 = 5). Durch den Einbat’@e&toms kénnen die
Wasseroffkerne B zusatzlich tiber Bindungen mit demf®*C-Kern koppeln. Geht man davon
aus, dass di#vasserstoffkerne B nun mitéguivalenten Wasserstoffkernen und einem nicht
aquivalenten*C-Kern wechselwirken, ergibt sich fiir die Multiplizitat der Bande von B ein
Wert von 10. Sollten die Wasserstoffatome der benachbartep-@idppen A und C durch
den Eintrag von'3C nicht mehr aquivalent sein, berechnet sich die Multiplizitat der Bande
von B auf 18. Im Spektrum ist die Bande von B als ein Multiplett mit geringer Auflosung im
Bereich von 1.62 bis 1.71 ppm erkennbar. Es ist zwar ersichtlichdeabtultiplizitat hdher

als 5ist, jedoch kann keine genau Bestimmung erfolgen. Die Grametéir sind &hnlich
gro3e Kopplungskonstanten und das begrenzte Auflosungsvermdgen des Gerates. Auf die
Resonanz der Wasserstoffkerne C und D hat'#ieMarkierung der Niilgruppe keinen
Einfluss. In gesattigten aliphatischen Systemed $iopplungen tber mehr alsB3hdungen
haufig kleiner als 0.5 ppm, sodass die Fernkopplungen nicht sichtbar sind.

Bereits ein kurzer Blick auf daSC-NMR-Spektrum des‘*C-markierten Eiosandinitrils
(16b) bestatigt den erfolgreichen Einbau V38 in die Nitrilgruppen der Verbindung.

1.00 4
3 N®CCH,CH,CH,(CH,),,CH,CH,CH,"“CN
0.90 3 12 3 4 5 4 3 2 1
0,805

0.701 5 5

0.60

Intensitat

0.50 3 ‘

0.40

0.30 PV JUL ! ‘
5 ., e —_— Y _J'-.__L_..-'

l'-‘_

0.20 4 H~

0.10 4 cDC,

I H\ i

EERR R R S e e e e e e e e AR LAARER N s e e e S ]
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Abbildung 37: *C-NMR -Spektrum von **C-markiertem Eicosandinitril (17b)
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Das Signal bei 119.84 ppm, das dem Kohlenstoff iglgruppen zuzuordnen ist, fallt
wesentlich intensiver aus als die restlichen Signale im Spektrum. Durch die positionsspezi
fische Markierung betragt derfC-Gehalt nun 99 at%, wodurch die Signalintensitat stark
erhoht wird. Zudem hat der Einbau vbit in die Nitrilgruppe zur Folge, dass Kopplungen
zwischen benachbarten Kohlenstoffkernen mit natiirlich&rGehalt und def*C-angerei
cherten MolekiilpositiorL. sichtbar werden. Da lediglich diéC-Kerne NMRaktiv sind, die

nur eine nattirliche Haufigkeiton 1,11 at% aufweisemesitzen diese durc¢fiC-Anreichung

der Molekulposition leinen Kopplungspartner. Normalerweise die Wahrscheinlichkeit 2
%c-Atome im Molekiil nebeneinander anzutreffen gering. Infolge der nun méglichen Kopp
lungen werden die Renanzen der Kerne 2 bis 4 zu Dubletts aufgespalten. Das Resonanz

signal des Kohlenstoffatoms 2 erscheint aufgrund der diréR@n*C-Kopplung mit dem

Kohlenstoffatom 1 als Dublett bei 17.05 ppm. Die Kopplungskonstdrigc betragt 55.02
Hz. DasDublett der Wechselwirkung des Kohlenstoffkerns 3deiin Kohlenstoffkern 1 Gber
2 Bindungen ist bei 25.31 ppm erkennbar. Die Kopplungskonstangg: ist deutlich kleiner
und umfasst 2,20 Hz. Weiterhin koppdtis Kohlenstoffatom 4 tber Bindungen mitdem

Kohlenstoffatom 1. Das charakteristische Dub&ignal fir die Resonanz des Kohlen

stoffkerns 4 ist im Spektrum bei 28.60 Hz zu sehen. Die Kopplungskonaiaaie betragt

3.30 Hz. Bei aliphatischen gesattigten Systemen ist die Kopplungskon&tamtder Regel

etwas groRer als die Kopplungskonstaft€’>1" Die 6 Signale die mit 5 gekennzeichnet

sind, sind den verbleibenden Kohlenstoffatomen der Kohlenstoffkette zuzuordnen. Insgesamt
ergibt sich somit eine Anzahl von 10 Signalen, die der Gesamtzahl der Kohlenstoffatome von
20 entspricht, da es sich um eine symmetrischbieung handelt.

3.2.1.7Synthese der*C-markierten Dicarbonséuren

Die Darstellung det*C-markierten Dicarbonsauren mit den geradzahligen Kettenlangen C
bis Gy (3b, 4b, 20b - 24b) erfolgte durch die saure Hydrolyse d&-markierten Dinitrile
entspechender Kettenlangerilf, 2b, 15b - 19b). In Analogie zur Synthesevorschrift von
Guaragna et al. wurde sich fur die Verwendung von konzentrierter Salzsdure zur

Nitrilhydrolyse entschiedefi®®
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0 0
HCl/AcOH Al ol
2C BCs ~  HO” AL “OH
N~ M SN Riickfluss, 24 h n

n=8 (1b) n=28(3b)
n=10 (2b) n =10 (4b)
n =12 (15b) n=12 (20b)
n =14 (16b) n=14 (21b)
n=16 (17b) n=16 (22b)
n =18 (18b) n=18 (23b)
n =20 (19b) n =20 (24b)

Abbildung 38: Schema zur Darstellung'*C-markierter Dicarbonsauren (3b, 4b, 20b- 24h)

Zur Synthese wurden die Dinitril&,(2, 15 - 19) zunachst in konzentrierter Essigsaure gelost
und anschlielBend mit konzentrierter Salzsaure versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 24
Stunden unter Ruckikserhitzt. Anstelle von 1Dioxanwurde konzentrierte Essigsaure be
nutzt, da sich insbesondere die langkettigen Dinitrile darin sehr gut I6sten. Im Verlaufe der
Reaktion konnte vor allem bei den langkettigen Verbindungen das Ausfallen eines Feststoffes
bedachtet werden. Dabei handelte es sich um die entstamd®oarbonséure die sich nur
schlecht im heil3en Salzind Essigsauregemisch losten. Nach Beendigung der Reaktion er
folgte eine wassrige Aufarbeitung, indem die Dicarbonsaues, 0 - 24) zunatist durch

die Zugabe von Ammoniakdsung in loslicheAmmoniumsalze debicarboxylate Uberfuhrt
wurden. Nachfolgend wurden die Dicarbonséuren durch die Zugabe von halbkonzentrierter
Salzsaure ausgefallt und als Feststoffe abfiltriert. Durch dieses Vorgeheten braunliche
Verunreinigungen geldst und abgetrennt werden, da sie beim Ansduern der Lésung nicht als
Feststoff ausfielen. Von einer Extraktion der Produl&e4( 20 - 24) aus der Reaktions
mischung mit einem organischem Losungsmittel musste aufgtanschlechten Loslichkeit

der Dicarbonsauren abgesehen werden. Zwar wurden unterschiedliche Losungsmeittel
beispielsweise Diethylether, Chloroform und Essigester getessetyurde jedoch kein
organisches Losemittel gefundeim dem sich die Dicarbwsauren bei Raumtemperatur
ausreichend gut Iosten. Bereits die kurzkettigste Dicarbosnaure mit 12 KohlenstoffaBmen (
wies eine schlechte Ldslichkeit in den Standardlésungsmitteln auf.

Im Falle der Tetracosandisaurg4) musste die Reaktionszeit verl&mgwerden. Anhand
kernresonanzspektroskopischer Untersuchungen der unmarkierten Z&arkoqinten nach

24 Stunden Reaktionszeit noch geringe Mengen des Edul@es riachgewiesen werden.
Durch die Erhohung der Reaktionszeit auf 48 Stunden wurde estaraliger Umsatz des
Dinitrils (199 zur Tetracosandisdur@4a) erreicht. Da alle Reaktionen zunéchst mit den
unmarkierten Verbidnungem)(optimiert wurden, wurde dabei keine teur&i@-Verbidnung

(b) verschwendet.
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Abschliel3end erfolgte die Aufreiniggnder Rohprodukte3( 4, 20 - 24) durch Umkris
tallisation. Hierzu wurden mehrere Losungtel wie beispielsweise ToluemAceton und
Acetonitril getestet. Mit Essigsaureethylester wurden die besten Ergebnisse erzielt, weshalb

sich fur dieses Lésungsmittehtschieden wurde.

Fiir die Darstellung dérfC-markierten Dicarbonséuren mit den Kettenlanges Gs und Gy

(37b - 39b) wurde ebenfalls versuchtach der beschriebenen Synthesestrategie vorzugehen.
Es zeigte sich jedoch, dass die langkettigen Diei@# - 36) mit dieser Methode nicht vell
standig hydrolysiert werden konnten. Trotz Verlangegrder Reaktionszeit auf bage und

der Erh6hung der Salzsduremenge konnte kein vollstandiger Umsatz der DBwtril&6f zu

den entsprechenden Dicarbonsaui@n- 39) erzielt werden. Bedingt durch die schlechtere
Reaktionsfahigkeit der langkettigen Eduk82l ¢ 36), schienen diese Reaktionsbedingungen

fur die Hydrolyse zu mild zu sein. Es wurde sich daher fur die Verwendung eines Gemisches
aus konzentrierteBchwefelsaure, konzentrierter Essigsaure und Wasser entschieden. Hierzu

wurde eine Synthesevorschrift von Gunthard et al. fir die Herstellung von Tetracosanséure

modifiziert!2®”!
Q Q
HzSO4/ACOH 13
_ C 13C
BC BCs HO~ “OH
NG /\M: SN Riickfluss, 20 h n

n =22 (34b) n =22 (37b)

n =24 (35b) n =24 (38b)

n =26 (36b) n =26 (39b)

Abbildung 39: Schema zur Darstellung*C-markierter Dicarbonsauren (37b- 39b)

Zur Synthese wurden die Dinitrile84 - 36) zuerst in konzentrierter Essigsaure gelost und
anschlieBend mit konzentrierter Schwefelsaure und Wasser veBietReaktionsmischung
wurde 20 Stunden unter Ruckfluss erhitzt, wobei die Lésung eine dunkelbraune Féarbung
annahm. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch in deminieralisiertes
Wasser uberfuihrt, sodass die entstapdddicarbonsauren3( - 39) nachfolgend abfiltriert
werden konnten. Die erhaltenen Feststoffe verfligten Uber intensive dunkelbraune Verunrei
nigungen, die vermutlich auf Oxidationsprozesse durch die Schwefelsdure zurickfihren sind.
Dies gestaltete die Aufreinigung der langkettig@icarbonsauren3{ - 39) im Vergleich zu

den kurzkettigeren Dicarbonsaur@® ¢ 24) deutlich aufwendiger. Ginthard et al. fihrten zur
Reinigungeine Umkristallisation in Benzedurch!**?! Mit dieser Methode wurden jedoch

keine renen Produkte37 - 39) mit passenden Schmelztemperaturen erhalten, weshalb sich
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fur die Entwicklung einer alternativen Aufarbeitung entschieden wurde. Dabei wurden die
Rohprodukte zunachst in Tetrahydrofuran gelést und mit Aktivkohle unter Rickfloiszt.

Nach der Abtrennung der Aktivkohle wies die Lésung jedoch immer noch schwache
braunliche Verfarbungen auf. Diese konnten durch Filtration tber eine Fritte mit Kieselgel
entfernt werden. Zuletzt erfolgte die Kristallisation der Dicarbonsawdén 39). Hierzu
eignete sich wie bei den kurzkettigen Dicarbonsaurdd - 24) Essigsaureethylester

besonders gut.

Anhand de beschriebenen Synthesevorgahgente die erstmalige Synthese d&-mar
kierten Dicarbonsauren mit den geradzahligen Kettenlafgebis Gy (3b, 4b, 20b - 24b,

37b - 39b) erfolgreichdurchgefihrt werden. Mit den optimierten Hydrolysereaktionen wur
den alle Dicarbonsaure, (4, 20 - 24, 37 - 39) in hohen Aisbeuten und Reinheiten erzeugt
Die nachfolgende Abbildung fasst die isdiér Ausbeuten zusammen, die fur die Darstellung
der unmarkierten DicarbonsaureBa( 4a, 20a - 24a, 37a - 398 und der'*C-markierten
Dicarbonsauren3p, 4b, 20b - 24b, 37b - 39b) aus den entsprechenden Dinitrilen erhalten

wurden.

Tabelle 9: Isolierte Ausbeuten der Dicarbonsauren (3, 4, 2025, 37- 39)

3 4 20| 21| 22| 23| 24| 37| 38| 39

Dicarbonsauren
ClZ C14 ClG C18 C20 C22 CZ4 C26 CZS CSO

a
(unmarkiert)

860|189 83 (8% 8% 9% 8% 8% (88 |7 %

b

(**c-markiert)

88 8% 8% 9% |93 8% 9% 8% 860|800

Insgesamt umfassten die Ausbeuten einen Bereich von 75% bis 93%. EiE-dimgeri-
cherten Dicarbonsauren der geradzahligen Kettenlangemi€ G4 (3b, 4b, 20b - 24b)
wurden Ausbewn zwischen 85% und 93% erreiclie Ausbeuten défC-markierten
Dicarbonsauren mit den Kettenlangess,C,s und Gy (37b - 39b) lagen zwischen 80% und
86%. Sie fielen somit etwas geringer aus als die Ausbeuten der kurzkét@gerarkierten
Dicarbonsauren3p, 4b, 20b - 24h). Dies lasssich mit den aufwendigeren Aufarbeitungs
schritten der Synthedeegrinden

Ein Hauptziel der Arbeit bestand in der Entwicklung von geeigneten Synthesestrategien zur
Markierung der Carboxylgruppen von Dicarbonsauren mit dem Isbtop Dabei wurde

besonders darauf geacht®ynthesen mit hohen Ausbeuten und Reinheiten auszuarbeiten, um
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die Markierungen moglichst kostengunstig und effizient zu gestalten. Nachfolgend sollen
daher die Ausbeuten dé&iC-angereicherteDicarbonsauren3p, 4b, 20b - 24b, 37b - 39b)
iber 2Synthesestufen ab dem Einsatz des teuE@markieten Kaliumcyands betrachtet

werden.

Tabelle 10: Isolierte Ausbeuten der**C-markierten Dicarbonsauren (3b, 4b,20b - 24b, 37b- 39b) Uber 2Stufen

Sicarbons 3 4 | 20| 21| 22| 23| 24 | 37 | 38 | 39

icarbonsauren | ¢l c, | Co | Co | Co | Cu | Cu | Cu | Cw | Cu
b

(. markiert ‘8% 83 866 |8% |88 | 6% |8% |[8% 8% |7

Mit Ausnahme def*C-markierten Dicarbonsaur@3b wurden Ausbeute zwischen 78% und

89% Uiber Stufen erzielt. Die Ausbeute der [1;2Z;]Docosandisaure2@b) umfasste ledig

lich 65% und weicht somit deutlich von den anderen Ausbeuten ab. Dies liegt daran, dass die
Ausbeute des zugehorigen Dinitrils7p) nur 75% betrug, da ein Teil dB®hproduktes beim
Auftragen auf die Saule verschuittet wurdegl( Kapitel 3.2.1.§. Obwohl die Ausbeute der
Hydrolyse des [1,22°C,]Docosandinitrils mit 87% gut ausfieérgibt sich me Gesamtaus

beute Uber die 3tufen von nur 65%.

Zusammenfassend zeig die isolierten Ausbeuten in Verbindung mit den hohen Reinheiten,
dass die entwickelten Syntheserouten sehr gut zur DarstéflDsgarkierter Dicarbonsauren

geeignet sind.

Zur Bestatigung der Reinheit wurden-8pektren*H- und **NMR-Spektren aufgenomen.
Weiterhin wurden die Schmelztemperaturen ermittelt und mit den Literaturwerten- vergli
chen’® Die hohe Reinheit del*C-markierten DicarbonsaureBl, 4b, 20b - 24b) wurde

aulRerdem mit Elementaranalysen bestétigt.

Die nachfolgende Abbildung zeigt d&¥-NMR-Spektrum derC-angereicherten Verbin
dung [1,18"%C,]Octadecandisaur€{b). Das intensive Signal bei 175 ppm bestatigt auf den

ersten Blick die erfolgreiche Einfilhrung des Isotbiisan den Carboxylgruppen.
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Abbildung 40: *C-NMR -Spektrum von [1,1813C2]Octadecandisaure (21b)

Alle Signale im Spektrum konnen der Verbindung zugeordnet werden. Es sind keine
Verunreinigungen erkennbar. Der Peak bei 34 ppm ist dem Kohlenstoffatom 2 zuzuordnen, da

die Resonanz in ein Dublett aufspaltet, welches eine Kopplungskonstante von 55.53 Hz

aufweist. Dieser Wert entspricht der GroRe einer direRf€k**C-Kopplung (Jisc,c). Das
Signal bei 26 ppm gehort zum Kohlens&affim 3. Dieses koppelt UbeBidungen mit dem
Kohlenstoffatom 1. Aufgrund des begrenzfanflésungsvermoégens des NMRBerates sowie
der geringen GroRe der Koppungskonstdite,c ist die Aufspaltung der Resonanz in ein
Dublett nicht sichtbar. Trotz Erhéhung der Scanzahl waled Messpunkte konnte die
Auflésung nicht ausreichend erhdéht werdam die Aufspaltung der Resonanz darzustellen.
Bei dem Signal bei 30 ppm handelt es sich um die Resonanz des Kohlenstaffkereser

wechselwirkt Gber Bindungen mit dem Kohlenstoffatom 1. Die Aufspaltung in ein Dublett
ist erkennbar, jedoch ist diesaisht vollstandig aufgeldst. Flr d?émc/cwurde ein Wert von
3.62 Hz ermittelt. Da die Kopplungskonstantdrc,c in der Regel groRere Werte aufweisen

als die Kopplungskonstantetdiacc, ist es nicht tiberraschend, dass fiir die Resonanz des
Kohlenstofatoms 4 eine Aufspaltung in ein Dettl erkennbar ist, wahrerdie Resonanz des
Kohlenstoffatoms 3 als Singulett ersatteiDie mit der Ziffer 5 gekennzeichneten Signale im
Spektrum sindden Kohlenstoffatomen im Ketteninneren zuzuordnen. ObwohKdiden
stoffkette noch Uber Bohlenstoffatome verfiigt, die bisher noch keinem Signal im Spektrum

zugeordnet wurden, sind nur Signale mit der Ziier 5 erkennbar. Dies lasst sich damit
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erklaren dass die Kohlenstoffatome im Ketteninnesécth so ahnlich sind,ads 2von ihnen

Signale erzeugen, die Uberlagern dadurchals ein Singulett hdherer Intensitét erscheinen.
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3.2.2Strategien zur Darstellung ®*C-ma r k i e-Hydmexycarbonsauren (°*COOH)

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand in der Synthese wdrydroxycarbonsauren, deren
Carboxylgruppert®C-markiert sind. Die synthetisiertéfiC-markierterms-Hydroxys&uren um
fassen die Kettenlangen £ Cis, Cy und Go. Es handelt sich bei den ausgewahiteHydro-

xycarbonsaurenm Beispieldir die allgemeine Anwendbarkeit der Synthesestrategien.

Zur Einfilhrung des®C-Labels wurde, wie auch bei der Markierung der Dicarbonséuren
13c-markiertes Kaliumcyanid verwendet. Nachfolgend wird zuerst die Reaktionsabfolge fiir
die Synthese del’C-markierten¥-Hydroxycarbonséure mit der kiirzesten Kohlenstoffkette
beschrieben. Die Herstellung der-'fCi]14-Hydroxytetradecansaurel3b) erfolgte asge

hend von der kommerziell erhdaltlichen Tridecandisal€¢. (Anhand der nachfolgenden

Abbildung werden die Reaktionsschriiesammegefasst.

O o
HO 5 OH THF HO 5 OH Toluen HO 5 Br
K 40 41

DMSO | KPCN

I ~-N
13 NaOH 13~
HO\/\W/C ~OH . HO C
9 MeOH/H,0 9
43b 42b

Abbildung 41: Schema zur Synthese von [1°C,]14-Hydroxytetradecanséaure (43b)

Zunachst wurde die Tridecandisauke) (mit Lithiumaluminiumhydrid zu Tridecaf,13-diol

(40) reduziert. Um die Verbindung fiir nucleophile Substituitionen 'A@N zugénglich zu
machen, erfolgte im nachstéteaktionsschritt die Monobromierung des Diol€)( Dabei
wurde eineder Hydroxygruppeminter Verwendung von konzentrierter Bromwasserstoffsaure
in Toluen durch ein Bromatom substituiert. Das entstandgA@romalkanol 41) wurde
mittels *C-markierten Kaliumcyanid zu einemt*C-markierteny-Hydroxynitril (42b) um
gesetzt. Dies fuhrte zur Verlangerung der Kohlenstoffkette von 13 auf 14 Kohlenstoffatme,
wodurch die Kettenlange der Zielverbindung erreicht wurde. Zuletzt erfolgte die Hydrolyse
des**C-markiertenNitrils (42b) zur **C-markierteny-Hydroxycarbons&ure4@b). Aufgrund

der endstandigen Hydroxygruppe wurde auf eine saurekatalysierte Nitrilydrolyse verzichtet.
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Die Verwendung von konzentrierten S&uren fuhrt zur Protonierung der Hydroxygruppen,
wodruch Akyloxoniumlonen entstehen. Unter hohen Reaktionstemperaturen konnen
Veretherungen mit Hydroxygruppen oder Veresterungen mit im Laufe der Reaktioren ent
standenen Carboxylgruppen als Nebenreaktionen nicht ausgeschlossen werden. Es wurde sich
daher fur einealkalische Nitrilhydrolyse mit Natriumhydroxid in einem Gemisch aus
Methanol und Wasser entschieden.

Alternativ zur Monobromierung des Diolg() hétte auch eine Monotosylierung durchge
fuhrt werden konnen. Beide Produkte konnen durch nucleophile Sudostr@aktionen mit
13c-markiertemKaliumcyanid zu**C-markierten¥-Hydroxynitrilen umgesetzt werden und
somit zur Markierung mit>C verwendet werden. Literaturrecherchen fiir Substanzen mit
ahnlicher Kettenlange zeigten héhere Ausbeuten fur die Umsetonniolen zumy-Brom-
alkanol™*%2%! Aufgrund dessen wurde sich ztiC-Markierung der 14Hydroxytetradecan
saure 43b) fur den Reaktinsweg Uber den monobromierten Alkoh#él) entschieden.

Die Synthese def’C-markierteny-Hydroxycarbonsauren mit den Kettenlanges, €,, und

Cso0 (49b, 60b, 61b) erforderte die Konzeption eines weiteren Synthesewegs. Fir die Markie
rung der ¥-Hydroxycarbonsduren ausgehend von Dicarbonsauren als Bdukteden
Carbonsauren bendétigierden deren Kettenlange um ein/&om kirzer ist als die Ketten

lange der Zielverbindung. Die entsprechenden Dicarbonsauren mit den ungeradzahligen
Kettenlangen &, C1 und Gg sind jedoch entwedericht kommerziell erhéltlich oder nur zu

sehr hohen Preisedie keine wirtschaftliche Syntheder**C-markierteme-Hydroxycarbon
saurenzulassen Es bestand daher die Notwendigkeias Kohlenstoffgeriist aus kirzeren
Kohlenstoffketten aufzubauen.

Zunéchst wurde versuctt i e b e n-Bromaligana@enmit sten entsprechenden Kettenlan
gen uber eine Grignafdeaktion herzustellen. Zur Kettenverlangerung sollte ein kurzkettiger
¥-Bromalkohol mit einemU ,-Bibromalkan Ubereine GrignareReaktion mit Dilithium
tetrachlorocuprat (ll) als Katalysator gekuppelt werden. Die kurzkettig@nomalkanole

sind fir ungerade Kettenlangen kommerziell zu niedrigen Preisen erhéltlich. Es wurde sich
daher dazu entschiede®iBrompropanl-ol (L) als ungeradzahlige Komponente zu verwen
den. FUr die Synthese des-Bibomheptandecaf-ol (47), welches als Eduktur Herstellung

von [1-*3Cy]18-Hydroxyoctalecansaure gebraucht wird, benétigt niemnach neben dem
3-Brompropanrl-ol (L) auch 1,14Dibromtetradecan(44) als geradzahlige Komponente
Dieses kann leicht aus Tetradecandis&@k Hergestellt werden. Nach der Reduktion der

Saure C) zu Tetradecaii,14-diol (5) mits Lithiumaluminiumhydrid, erfolgte die Bromierung
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des Diols §) unter \erwendung von Essigsaureanhydrid und konzentrierter Bromwasser

stoffsaure.
0 0
—_— —_—
HO ~~ “OH THF HO ~~ “OH Br ~" "Br
C 5 44

Abbildung 42: Schema zur Synthese von 1,1Bibromtetradecan (44)

Da GrignardReagenzien durch Verbindungen, diktiven Wasserstoff besitzen, zersetzt
werden, muss die Hydroxygruppe de8r@mpropanrl-ols L) zur Durchfihrung der Gti
gnardReaktion zunéchst geschitzt werden. Hierzu wurde die Hydroxygruppe durch die
Addition von 3,4Dihydro-2H-pyran (DHP) mit einerTetrahydropyranySchutzgruppe
versehen. Der nachste Reaktionsschritt bestand darin ettenkerlangerung das(2-Brom-
propoxy)tetrahydropyrardp) tber eir GrignardReaktion mit demnil,14-Dibromtetradecan

(44) umzusetzen.Bei der angestrebten AlleAlkyl-Kupplung wurde Dilithiumtetra
chlorocuprat (Il) als Katalysator verwend®bwohl zahlreiche Versuche zur Herstellung des
2-(17-Bromheptadecoxy)tetrahydropyrand6j unternommen wurden, konnte kein Produkt
nachgewesen werden. Dabei wurden disefMal3namen zum Starten der GrignaRéaktion
ergriffen. Diese umfassten beispielsweise das Anatzen des Magnesiums mit lod oder
Salzsaure, die Zugabe von Dibmmethan oder Dibrombutan, das Erhitzen des Ansatzes, die
Verwendung von Ultraschall sowie das Wechsa&s dosungsmittels von Tetrahydrofuran zu
Diethylether. Zudem wurde auf den Gebrauch von absolutem Losungsmittel, wasserfreiem
Edukt sowie Schutzgasatmosphére geachtet. Da die Synthese der Verdigdiaing gelang,
konnte die Syntheseroute zur Markierumight genutzt werderDas nachfolgende Synthese

schema fasst die Reaktionsschritte gigslanterSynthesewegs zusammen.

DHP 2. Li,CuCly, Br(¢H)4Br (44) W
HO™ >""Br T " 0 ~ B
46

CH,Cl, THF
L 45

MeOH p-TsOH

0
HO 50 NaOH HO N K’CN A~
o ~—— 1O Br
13 MeOH/H,0 13 DMSO 13
49b 48b 47

Abbildung 43: Schema zur Synthese von [£*C;]Hydroxyoctadecanséure (49b)
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Die abschlieBenden Schritte des Synthesewegs hatten im EntschitzZe(l dé&somhepta
decoxy)tetrahydropyrangt§) unter Verwendung vop-Toluersulfonsaure in Methanol, der
Umsetzung des dabei entstanderBtdmheptadecaf-ols @47) mit **C-markiertemKalium-
cyanid zum™C-markierten Hydroxynitrils 48b) und der Hydrolyse deSC-Hydroxynitrils
zur [1-%C1]18-Hydroxyoctadecansaurdgb) bestanden.

Alternativ wurdefiir die Darstellung def1-'*C1]18-Hydroxyoctadecansaurdgb) ein Syn
theseschemausgeknd vonU , -Rienen entwickeltDieses konnte ebenfalls zur Herstellung

dery-Hydroxycarbonséuren der Kettenlangen @hd Gy (60b, 61b) verwendet werden.

1. Mg 1. BH; -THF):/
2. Li,CuCl, Br(CH),Br
, BrW 2 X ijg N 11(0) W 2. EtOH, NaOH, H202 HOWOH
n THF n THF "
n=1(H) n=13 (50) n=15(53)
n=2() n=17 (51) n=19 (54)
n=6(M) n=25(52) n=27 (55)
Cyclohexan | HBr
0
I NaOH 132N K"CN
HO C<on HO c” ~———  HO_(~_Br
n EtOH n DMSO n
n=15 (49b) n=15 (48b) n=15(47)
n =19 (60b) n=19 (58b) n=19 (56)
n=27 (61b) n=27 (59b) n=27(57)

Abbildung 44: Schema zur Synthese del®C-ma r k i e +Hydexycarbonsauren der Kettenlangen Gg, C,, und Csg

Ausgangspunkt hierfur war das kommerziell erhaltlichBrdmbutl-en ). Dieses wurde
durch de Reaktion mit Magnesium in ei@rignardReagenz Uberfiihrt, welches lbereein
doppelte GignardKupplung mit 1,9Dibromnonan N) zur Reaktion gebracht wurde. Die
Grignardbis-Kupplung unter Verwendung von Dilithiumchlorocuprat(ll) fuhrte somit zur
Entstehung von Heptadecaril6é-dien 60) als Produkt. Durch die Variation der Kettenlangen
der Edukte konnten auch dik, -Biene mit der Kettenlange,cund Gg synthetisiert werden.
So erfolgte die Herstellung des Heneiceda2O-diens 61) aus den Edukten-Brom-
pentl-en () und 1,11Dibromundecan Q), wahrendzur Synthese des Nonacosh29-diens
(52) die Edukte Bromnonrl-en M) und 1,11iDibromundecan@) verwendet wurden. Im
néchsten Reaktionsschritt wurden die entstandéheiiene 60 - 52) mittels Hydroborie
rung durch Boranin Tetralydrofuran sowie nachfolgender oxidativer Aufarbeitung mit

Wasserstoffperoxid it , -@iole (53 - 55) liberfiihrt. Zur Monobromierung dét, -Biole (53
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3 Ergebnisse und Diskussion

- 55) wurde konzentrierte Bromwasserstoffsdure in Cyclohexan als Loésungsmittel verwendet.
Die generierteny-Bromalkanole 47, 56, 57) wurden anschlieRend mittet&C-markiertem
Kaliumcyanid zu**C-markierteny-Hydroxyalkanolen 48b, 58b, 59b) umgesetzt. Wahrend
dieser nucleophilen Substitution wurde d28-Label eingefiihrt, wodurch das Kohlenstoff
grundgerisum ein Kohlenstoffatom verlangert wurde. Dadurch entsradle LAngen der
Kohlenstoffketten derKettenlangen der angestrebten Zielverbindungen. Zuletzt erfolgte die
basische Hydrolyse dérfC-markierten Nitrile 48b, 58b, 59b), wobei die entsprechenden
3C-markierten ¥-Hydroxycarbonsauren4@b, 60b, 61b) entstanden. Die Umsetzung zur
[1-1°C4]18-Hydroxyoctadecanséaured9b) erfolgte mit Natriumhydroxid in einem Gemisch
aus Methanol und Wasser. Zur Synthese der langkettigeiC{l22-Hydroxydocosansaure
(60b) und [1:3C;]30-Hydroxytriacontansaure6b) wurde Natriumhydroxid in Ethanol
gelost. Fur diese Kettenlangen verlauft die Umsetzung zur Carbonsaure unter Verwendung

von Methanol und Wasser als Loésungsmittel nur unvollstandig.

3221Synt hes eDiedeer U, ¥
Di e Dar st e-Diene migderdkettenlddgeni£ C1 und Ge (50 - 52) erfolgte tiber

eine kupferkatalysierte Grignatds-Kupplung. Dabei wurde sich an einer Synthesevorschrift

von Drescher et al . zu-Dienéyrierteied’®®e von | angket

1. Mg
2. Li;CuCly, Br(CH),Br

2 BIW n=9(N), 11 (0) W

n 1. THF, Riickfluss, 2 h n
2. THF, -15°C — RT, 18 h
n=1(H) »-15°C 18 n=13 (50)
n=2(I) n=17 (51)
n=6 (M) n=25(52)

Abbildung 45 Schema zur DaDien¢ndd0-b62yng von U, ¥

Zun?2chst wurden di e J{Bomakeneld,il,l init Magnasfum inl i c h e
absolutem Tetrahydrofuran in die entsprechenden GrigRaedienzien Uberfuhrt. Diese

wurden anschlieRend mit den ebenfalls kommerziell erhaltlichlen@ibromalkanen

passender Kettenlangdl,(O) zu denU , -Bienen B0 - 52) gekuppelt. Eie frisch vor dem

Gerbauch hergestellte Losung aus Dilithiumtetrachlorocuprat(ll) in absolutem Tetrahydro

furan diente als Katalysator. Abweichend zur Literaturstllevurde Tetrahydrofuran als
Ldsungsmittel sowohl fir die Bildung der GrigndReéagenzien als auch fir die anschlie

Rendene GrignarBeaktion verwendet. Die Verwendung von Tetrahydrofuran anstelle von
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Diethylether zur Generierung der GrigndRdagenzien zeig keinerlei Einfluss auf den
Reaktionsverlauf. Sie hatte jedoch den Vorteil, dass lediglich ein Losungsmittel absolutiert
werden musste. Um die Bildung des Nebenproduktes aus der GrigoaeKupplung zu

ver mei den, -Bsomalcredd, | ,dM) an Uberschuss zud ,-BibromalkanKom-
ponente(N, O) eingesetzt. Zur Synthese wurde sich fur die Verwendung eindachdn
molarenUberschussesntschiedenverschlechterung der Ausbeute zu bewirken. Desweiteren
wurde die Reaktionszeit auf 18 Stunden erhdB€C/MS-Messungen zetgn, dass die
Reaktion nach 3tunden nicht vollstandig abgelaufen war. Zu diesem Zeitpunkt konnten
noch GrignarémonoKupplungsprodukte und nicht umgesetztés-Ribromalkan (N, O)
nachgewiesen werden. Die verlangerte Reaktionszeit ist mit der Verringerung der eingesetz
ten Stoffmenge am-Bromalkeneni, I, M) sowie der niedrigen Starttemperatur vas °C
anstelle von 0 °C begrindbar. Durch das Mischen der GrigReagenzien undles
Kupferkatalysators bei tiefen Temperaturen sowie dem allmahlichen Erwé&rmen der
Reaktionsmischung auf Raumtemperatur sollten laut Schlosser et al. weniger- Neben
reaktionen durchlaufen werd&AY Aufgrund der erzielten positiven Effekte wurde sich daher

fur den Start der GrignasReaktion bei-15 °C entschiedenAuf den von Cahiez et al.
beschriebenen Zusatz von-Miethyl-2-pyrrolidon zur Beschleunigung der Reaktion und
Reduktion der Nebenprodukte wurde hingegen verzichtet, da dieses bereits bei der im
Rahmen der Arbeit durchgefihrten GrignandnoKupplung keinen positiven Einfluss fau

den Reaktionsverlauf erzeugte (vgl. Kapitel 3.2)1

Nach Beendigung der Reaktion wurde die Reaktionsmischung zur Isolierung der Rohprodukte
(50-52 mit Diethyl ether ext rdme5@und5lwudeeine Aufr e
Saulenchromatographie an Kieselgel mit Petrolether als Laufmittel durchgefiihrt. Dabei
erwies sich die Abtrennung der Nebenprodukte, die in geringen Mengen ditmeReak

tion entstanden (<5%)als schwierig Stets auftretende Homokupplungeer deweiligen
GrignardReagenzien(H, 1, M) fuhrten zur Bildung kurzkettige ,-Biene als Neben
produkt e. Zudem ent st-Biend,andemhdbrecheTransmétadligrungg a r e
Magnesium af die intermediar gebildeten rignardmoncKupplungsproduld tbertragen
wurde. Das entstandene Grignd&dagenz konnte acislielend mit einem weiteren @Gfi
nardmonoKupplungsprodukt zu langkettigen Nebenprodukten dimerisievgh Kapitel
3.2.1.3.

Bei den entstanden Produkten und Nebenprodukten handelte esmaiohade h  «Diene,U , ¥
die sich lediglich in ihren Kettenlangen unterschieden, wodurch selbst mit dem unpolaren

Laufmittel Petrolether keine gute Auftrennung der Verbindungen erzielt werden konnte.
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Dunnschichtchromatogramme zeigten, dass sich die Subst&erfleahe der Laufmittelfront
befanden und unmittelbar aneinander angrenzten. Aufgrund dessen sowie der Farblosigkeit
der Produkte und Nebenprodukte wurde das Eluat der saulenchromatographischen Trennung
in vielen kleinen Fraktionen gesammelt. Die Detekiilen Hauptprodukte5Q, 51) erfolgte,

indem von allen Fraktionen GKAS-Messungen angefertigt wurden. Da sich die Produkte und
Nebenprodukte entsprechend ihrer Kettenlange gaschromatographisch auftrennen und
massenspektrometrisch detektieren lie3en, komnite dieser Methode die Reinheit der
Fraktionen bestimmt werden. Alle Fraktionen, die aufRer den Produkt®n5]) noch
Nebenprodukte enthielten, wurden vereint und erneut séulenchromatographisch gereinigt.
Falls nach der zweiten Reinigung immer noch viMischfraktionen vorlagen, erfolgte eine

dritte saulenchromatographische Trennung. Mit dieser zeitintensiven Arbeitsweise konnten
di e Nebenprodukt e v ol iDerednit den Gielketteriahgeadbl) und
in hoher Reinheit erhalten werden.

Die Reinigung des langkettigen Nonacdsa8diens 62) konnte aufgrund der schlechten
Loslichkeit nicht sdulenchromatographisch erfolgen. Daher wurde sich fir eine Aufreinigung
nach Drescher et al. entschied®f.Diese erfolgte, indem das Rohproduk®)( zunachst in

einer Mischung aus Tetrahydrofuran und Diethylether gelost wurde. Durch die Zugabe von
Aceton wurde das Produkb?) als Feststoff ausgeféllt und Nebenprodukte durch Filtration
abgetrennt. Obwohl diese Aufreinigungsmethode zunachst einfacher erscheuhd, diel

eigens entwickelte saulenchromatographische Methode bevorzugt, da sich diese zur Abtren
nung der hohermolekularen Nebenprodukte besser eignete.

Die nachfolgende Tabelle fasst die isolierten Ausbeuten zusammen, die fur die Darstellung
d e r -Dlgne(0 - 52) erzielt wurden.

Ce
3

Tabellell: | sol i erte ADed®BWHR)en der

U, -Biene

8 % 7 %

Ausbeute ‘ 7 %

Mit dem beschriebenen Synthesevorgehen konntet did@iene der Kettenlangeni& Cp
und Gy (50 - 52) in guten Ausbeuten zwischen 71% und 85% erhalten werden. Sie ent
sprachen somit den Ausbeuten der zugrunde liegenden Literaturstelle, die sich zwischen 70%

und 87% bewegten.
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Zur Bestatigung der Reinheit wurden B45-Messungen durchgefith die sich aufgrund der
gaschromatographischen Trennung der Produkte und Nebenprodukte besonders eigneten.
AuRerdem wurden ISpektren sowie¢H- und **C-Spektren angefertigt. Von dem Feststoff

Nonacosél,28dien 62) wurde zudem die Schmelztemperaturtinest.

3.222Synt hesebDioker U, ¥

Di e Dar st e iDiole migderdkettenlddgenng G und Gg (53 - 55) resultierte
ausgehend -RDienen eatsprecheddersKettenlan§® { 52). Die Reaktion erfolgte
in Anlehnung an einé&ynthesevorschrift von Drescher et alr Herstellung langkettiger
U,-@i ol e durch Hydrobor i ®enem™ und Oxidati on

1. BH; - THF, )z/

2. EtOH, NaOH, H,0,

W HO/\/H}/\OH
THF, 0 °C — RT, 24 h
n=13 (50) n=13 (53)
n=17 (51) n=17 (54)
n=25(52) n =25 (55)

Abbildung 46 Schema zur DaDiden@®0-b2lng v on

Ce
3

Als Hydroborierungsreagenz wurde Bigtgthylbut2-yl)boran verwedet, welches auch als
Disiamylboran bezeichnet wird. Dieses wurde vor der Verwendung frisch hergestellt, indem
eine Bora-TetrahydrofurarLdsung mit2-Methylbut-2-en versetzund 3 Stunden bei 0C
gerihrt wurde. Boran undiethylbut2-en wurden dabei im Verhaltnis 1:2 kombiniert. Das
von Zweifel et al. entwickelte Hydroborierungsreagenz zeichnet sich vor allem durch eine
hohe Selektivitat gegentber terminalen Kohlenstoffatomen von Doppelbemumng und
eignet sich daher bestens fiir die Uberfiihrung terminBiene in die entsprechenden

U, -@iole?°? Die Addition des sperrig substituierten Organoborans erfolgt regioselektiv
nach Markovinikov an das wasserstoffreichere Kohlenstoffatom. Fur die Verwendung von
Reagenzien wie Diboran wurde durch die Addition des Boratoms anickih tarminales
Kohlenstofatom e i n e sDiend ,dig Bildung geringer Mengen isomerer Alkohole be
obachtet?®™ Mit Disiamylboran verliefen die Hydroborierungen eah vollstandig ohne
diese Nebemaktionen, da durch disteischen Effekte die Selektivitat fir das terminale
Kohlenstoffatom zusatzlich erhoht wurd®! Die Verwendung des Hydroborierungsreagenz
erschien daher al s ¢geliolegs3€b) zur Darstellung
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Nachdem das frisch her ge sDieeehS0bish2vBseztiwardey | b or a
wurde die Reaktionslésung 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Ablauf der Reak
tionszeit wurde die Vollstandigkeit der Umsetzung mittels DUnnschichtchromatogrammen
unter Verwendung von Petrolether als mobile Phase kontrolliert. Aué dMésise sollten
Nebenprodukte bei der nachfolgenden Oxidation durch nicht oder teilweisesetaige

U , -Biene vermieden werden. Die Reaktionszeit fiir das langkettige Nora@Bsdien 62)

wurde daraufhin auf 48 Stunden erhodht. Im Anschluss erfolgte xiliative Spaltung der
Bor-KohlenstoffBindungen durch Wasserstoffperoxid und Natragla Die Mischung

wurde fiir 3Stunden bei 50 °C erhitzt, bevor die ausgefallet ,-Biole abfiltriert und

getrocknet wurden. Zur Reinigung der Rohprodui3aund 54 wurde sich fur eine Saulen
chromatographie an Kieselgel entschlossen. Als geeignetes Laufmittelgemisch erwies sich
Dichlormethan und Ethanol im Verhaltnis 1:2. Aufgrund der sehr schlechten Ldslichkeit des
Nonacosa#l,29diols (65) war eine saulenchromatograpttie Aufreinigung des Rohpro

duktes B5) nicht mdglich. Drescheretal. gabamd i e synt het i si ebioteen | an
durch Umkristallisation aus einem Gemisch aus Heptan und Methanol gereinigt z{t¥hben.
Versuchedas Nonacosah,29diol (55) auf diese Weiseu kristallisierenscheiterten, da sich

die Verbindung sogar in den heil3en Losungsmitteln nur unzureichend l6ste. Es wurde sich

daher fir eine Kristallisation aus Tetrahydrofuran entschieden.

Zusammenfassend eignet sich die beschriebene Hydroborierung 8®iene 60 - 52) und
die nachfolgende Oxdiation mit Wasserstoffperoxid und Natronlauge zur Darstellung der
U ,-Biole mit den Kettenldangen 1¢ Cp; und Gyg (53 - 55) in sehr guten Ausbeuten und

Reinheiten.

Die nachfolgende Tabelle fasst die isolierten Ausbeuten zusammen, die fir die Synthesen

erzielt wurden.

Tabelle 12: |l solierte ADbde58b65)en der U, ¥

- ] 53 54 55
U, -Biole c
17

Ausbeute ‘ 9 0o
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| nsgesamt w u r-Diote (53 £ 5%) rAuslieuten zvdschen 88% und 93% erreicht.
Dies entspricht der Literatangabe von Drescher et al., die fur die Darstellung Wresi-
ole Ausbeuten zwis@&m 82% und 95% erreichten

Zur Bestatigung der Reinheit wurden-8pektren sowigH- und **C-NMR-Spektren auf
genommen. Die ermittel t e-DioleS®3h &bednspracherpdem at ur ¢
Literaturwerter’®? VvV o n  d eAtkantllgle®53 und 54 konnten zudem GMMS-Messungen

angefertigt werden. Durch die Gesamtheit der analytischen Messungen wurde die hohe
Reinheit der synthetisierten Verbindungen bewiesen. Zudem konnte gezeigt werden, dass die
Verbindungen keine isomeren Nebenprodukte enthielBakundéareAlkohole als Neben

produkte hatten mittelSH- und *C-NMR-Spektroskopie identifiziert werden kénnen. Die
angefertigten Gaschromatogramme lieferten ebenfalls keine Hinweise auf isomere Neben

produkte.

3.2.2.35Sy nt h e s-Rrondlkoholey

Die Darstellung dew-Bromalkohole mit den Kettenlangen4-Ci7, Co1 und Gy (41, 47, 56,

57) erfolgte dur ch di e Mo n o br o mbDider analgger d e r :
Kettenlangen 40, 53 - 55). Als Bromierungsreagenz wurde konzentrierte Bromwasser
stoffsdure verwendetDie Reaktion der primaren Alkohole folgt dem Mechanismus einer
nucleophilen Subdtition zweiter Ordnung. Bei der Hydroxygruppe handelt es sich jedoch

um eine schlechte Abgangsgruppe. Im sauren Milieu wird diese durch die Protonierung zum
Oxoniuntlon in eine bessere Abgangsgruppe uberfuihrt, sodass nachfolgend die Substitution
durch ein Bromatom erfolgen kann.

Die Herstellungdes 13Bromtridecarl-ols (41) ereignete sich in Anlehnung an eine
Synthesevorschrift von Chong et al. zur einfachen Bromieking k e t t i-Biagderin U, ¥

Toluen?

HO\M?I/OH HBr -  HO_{~_Br

Toluen, Riickfluss, 72 h 11
40 41

Abbildung 47: Schema zur Darstellung von 18romtridecan-1-ol (40)

Zur Synthesavurde das Tridecafh,13-diol (40) in Toluengeldst und mit 1,15 Aquivalenten

konzentrierter Bromwasserstoffsaure versetzt. Die Reaktionsmischung wurde fur 36 Stunden
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unter Ruckfluss erhitzt. Darauffolgende Reaktionskontrollen anhand véM &Messungen
zeigten, dass das Reaktionsgemisch neben dem monobromierten P4dpunkich Tridecan
1,13diol (40) als Edukt und 1,E®ibromtridecan als dibromiertes Nebenprodukt enthielt.
Das Gemisch wurde daher erneut mit 0,15 Aquivalenten konzentrierter Bromweaffssiaunss
versetzt und fur weitere 36 Stunden unter Rickfluss erhitzt. Uber die anschlieRende Bestim
mung der Integrale der Peaks im S-Spektrum konnte eine Erhéhung der Produktmenge
(42 von bis zu 5% bestatigt werden (insgesamt circa 78% Produkt)atfe [der Reaktion

nahm die Losung eine dunkelbraune bis schwarze Féarbung an. Diese galt es wahrend der Auf
arbeitung zu entfernen, da es sich beirBit@mtridecanl-ol (41) um eiren weil3en Feststoff
handelt Zunachst erfolgte die Extraktion des Produki#l @us der Reaktionsldsung mit
Diethylether. Zur Aufreinigung des braunlich verunreinigten RohproduktBswurde eine
Saulenchromatographie nach der Literaturvorschrift von Chong et al. durchd@fitein
Gemisch aus Diethylether und Petrolether im Verhaltnis 1:1 diente dabei als mobile Phase. Da
allerdings ein Teil der Verunreinigungen Uber die Sédule wanderte, enthielt das Eluat farbige
Begleitstoffe, die den erhalten Fest§i@fl) hellgelb verfarbten. Es wurde sich daher fir eine
weitere saulenchromatographische Reinigung mit Essigsaureethylester und Petrolether im
Verhaltnis 1:7 entschieden, bei der dasBt8mtridecanl-ol (41) als weil3er Feststoff in

hoher Reinheit erhaltewurde.

Aufgrund der langen Reaktionszeit von 72 Stunden sowie der aufwendigen Reinigung des
Rohproduktes4l) er f ol gt e di erorbakohsld mitldenukettenladoenAZ ¥
Co1 und Gy (47, 56, 57) nach einem alternativen Syntheseweg. Es waide fur die Durch
fuhrung der Reaktionen in Cyclohexan mit konzentrierter Bromwasserstoffsaure entschlossen.

Dazu wurde sich an den Literaturvorschriften von Yamashita et al. und Girlanda et al. orien
[205,206]

tiert.
HO__[~)_OH fBr HO [~ _ Br
n Cyclohexan, Riickfluss, 5 h n
n=15(53) n=15(47)
n=19 (54) n=19 (56)
n=27 (55) n=27(57)

Abbildung 488 Schema zur D-Bronsatkahdleh (41 §6-5V)on ¥

Zur Synt hes e -Dile53drs b4 mid Cyelohékanwersetzt und bis zum Sieden
erhitzt. AnschlielRend wurden dedsung auf die Stoffmenge der Verbindur bezogen
2,00 Aquivalente kozentrierte Bromwasserstoffsaure hinzugefiigt.dddem die Reaktions

mischung 3Stunden unter Ruckfluss erhitzt wurde, erfolgte die erneute Zugabe von 0,55
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Aquivalenten konzentrierter Bromwasserstoffsaure. Zuletztievalas Reaktionsgemisch fiir

2 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Nachfolgend wurden anhand vélM&Messungen die

Anteile an monobromiertem Produlkd7), dibromiertem Nebenprodukt und Edukt in der
Reaktionsmischung tber die Peakflachen ermittelt. Dartber ergab sich ein Flachenanteil vo
86% fur das Produkt *Bromheptadecat-ol (47). Um ahnliche Werte fir die Synthese des
21-Bromheneicosai-ols6) zu er hal t en, mu sDoltbéaufdrand det an g k e
schlechteren Reaktionsfahigkeit mit grof3eren Mengen konzentrierter Brearata$fsaure
versetzt werden. Fir die erste Zugabe wurden daher 3,5 Aquivalente und fur die zweite
Zugabe 1,83 Aquivalente konzentrierromwasserstoffsaure verwendetet. Die Extraktion
aus der Reakti ons| °s unBronalkoholed56)mit Riethylethere f ¢ r
erfolgen. Im Gegensatz zur Synthese in €alniahm die Reaktionslésung mit Cyclohexan im
Verlaufe der Reaktion nur eine schwache gelbliche Farbung an. Die Rohprofifikss®)(

wiesen dadurch zwar eine leichte hellbrauen Farbungleufedoch weitaus weniger intensiv

ausfiel als die Farbung des Rohprodukté$).( Aufgrund der geringeren Verunreinigung

durch farbliche Begleitstoffe wurde die Reinigung der Rohprodukte erleichtert, sodass eine
einmalige sdulenchromatographische Trennamgreichte um die Produkte 47, 56) als

weil3e kristalline Feststoffe zu erhalten. Als Laufmittel erwies sich auch hier ein Gemisch aus
Diethylether und Petrolether im Verhéltnis 1:1 als geeignet. Zudem éodaetveitas kir

zere Reaktionszeit von Stunden anstelle von 72 Stunden einen weiterertéilagegentber

der Reaktion inmoluen

Bei dem sehr langkettigen Nonacoshf9diol (55) handel t e e sAlkadiot h um ¢
welches die geringste Reaktionsfahigkeit aufwies. Die UmsetzungBzomnonacosai-ol

(57) erforderte daher die Verwendung gréf3erer Mengen konzentrierter Bromwasserstoffsaure.
Zur Synthese des Z2Bromnonacosafi-ols (67) wurde das Nonacosdn29diol (55)
zunachst in heiRem Cyclohexan gelost, bevor es mit 4,35 Aquivaldmezentrierter
Bromwasserstoffsaure versetzt und eine Stunde unter Ruckfluss erhitzt wurde. Im Anschluss
erfolgte noch fiinfmal die Zugabe von 4,35 Aquivalenten konzentrierter Bromwasserstoff
saure im Abstand von jeweils einer Stunde, sodass sich eiaentgefReaktionszeit von 6
Stunden ergab. Eine Extraktion des Rohproduk&d aus der Reaktionsmischung mit
Diethylether war aufgrund dessen schlechter Loslichkeit mgdglich. Es wurde sich daher

dazu entschiededie Reaktionsldsung mit Wasser zu vérssn und den ausgefallen Feststoff
abzufiltrieren. Ebenfalls bedingt durch die unzureichende Loéslichkeit des langkettigen

Produktes §7) eignete sich das Laufmittelgemisch aus Diethylether und Petrolether, welches
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zur | s ol i-Bromalkobole 4l 47, 58) verwendet werden konnte, nicht fir die
saulenchromatographische Reinigung de®&dmnonacosati-ol (57). Es stellte sich jedoch
heraus, dass das dibromierte Nebenprodukt sdulenchromatographisch mit Petrolether als
Laufmittel abgetrant werden konnteNachfolgendgelang es das Produkt §7) mittels
Chloroform zu eluieren. Das sehr schlecht l6sliche Nonaebgfdiol (55) haftete
wahrenddessen an der stationdren Phase ohne eine Wechselwirkung mit dem Laufmittel
einzugehen. Zur abschlieBenden Reingyenfolgte eine Kristallisation aus Petrolether und
Ethanol. Somit wurden geringe Mengen an Verunreinigungen entfernt, die zuvor im
'H-NMR-Spektrum aufgefallen waren. Da sich die langkettigen Verbinduriges ) nicht

in die Gasphase uberfuhren lieReonkte keine Reaktionskontrolle anhand von/l8&-Mes

sungen durchgefihrt werden. Es zeigte sich jedoch, dass durch eine Verlangerung -der Reak
tionszeit undeine Erhdhung der Menge an konzentrierter Bromwasserstoffsdure keine
Steigerung der isolierten Aushieu?) erzielt werden konnte, sodass die Reaktianhn6

Stunden abgebrochen wurde.

Generell wirkte es sich bei allen durchgefuhrten Synthesen positiv auf die Produktmenge aus,

dem Reaktionsgemisch im Laufe der Reaktion erneut konzentBeotmwasserstoffsaure

hinzuzuf ¢¢gen. Zusammenf as s e n dBrogh@kolwle mitders f ¢ r

Kettenlangen &, Ci7, C1 und Gy (41, 47, 56, 57) spezifische Methoden zu entwickeln, die
auf die Reaktionsfahigkeit der Edukte unterschiedlich&tettenlangen angepasst waren.
Anhand der beschr i eb e nBtomalkBhole 41M& 56e57) inkgatenn t e n
Ausbeuten und Reinheiten erhalten werden. Die nachfolgende Tabelle fasst die isolierten

Ausbeuten zusammen.

Tabelle 13: | sol i ert e -Brommalkobalet(dd,m7, 86e57) ¥
¥-Bromalkohole 41 47 26 o7
13 C17 C21 CZQ

Ausbeute ‘ 7 % 7 % 6 % 55 %

|l nsgesamt wur den f ¢Bromalkohele {3,y4d,t56 &8 dusbeudea r ¥
zwischen 55% und 77% erzielie Ausbeute flr das iBromtridecanl-ol (41) umfasst

einen Wert von 71% und fiel somit etwas geringer aus als die Ausbeute fur-8aent7
heptadecaii-ol (47), die bei 77% lag. Ein Grund dafir kdnnte in der ge&dnderten Synthese

weise liegen. Durch die YWeendung des Losungsmittels Cyclohexan anstelle vonenolu
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wurden neben einer kiirzeren Reaktionszeit auch hdohere Ausbeuten erzielt. Weiterhin erfor
derte das 1-Bromtridecanl-ol (41) eine zweifache saulenchromatogragchie Aufreinigung,
wahrendflr die Ilierung des Produkte$7 eine einfache Reinigung durch Saulenchroma
tographie ausreichte. Zudem kann eine Abnahme der Ausbeute mit zunehmender Kettenlange
der Edukte %3 - 55) beobachtet werden. Im Allgemein zeigte sich im Laufe der vorliegenden
Arbeit, dass die Reaktionen mit gienderKettenlange der Edukte schlechter abliefen. Dies
wurde auch durch die ansteigenden Mengen an konzentrierter Bromwasserstoffsaure bestéatigt,
die fur die Monobromierungen bendtigt wurden. Bedingt durch die geringere Reaaktion
fahigkeit erforderten Reaktionen mit hohermolekularen Edukten den Einsatz gidBagen
konzentrierter Bromwasserstoffsaure.

Beim Betrachten der Ausbeute des-BX®mnonacosati-ols (7) sollte zudem bedacht
werden, dass dieses nach der saulenchromagtbigchen Aufreinigung noch einer Umkris
tallisation unterzogen wurde. | nBrotelkoholern t er a't
mit deutlich weniger Kohlenstoffatomen Ausbeuten von 60% bis 87% anged@5&HBei

den erzielten Auseuten handelt es sich daluen gute Ausbeuten

Deutlich mehr Augenmerk als auf die Ausbeute wurde auf die Reinheit der Progiyl4é, (

56, 57) gelegt. Diese dienten im Folgeschritt namlich als Edukte zur Bildi@wnarkierter
¥-Hydroxynitrile (42b, 48b, 58b, 59b) mit"*C-markiertemKaliumcyanid. Die Stoffreinheit
konnte fir die Verbindungefil, 47 und 56 mittels GAMS-Messungen bestétigt werdevion

al |l en da r-Bremslkokoleh 414, 56x57) wurden IRSpektren,*H-NMR- und
13C-NMR-Spektren angefertigt sowie die Schmelztemperaturen bestimmt. Die Verbindungen
47,56 und57 wurden zudem durch Elementaranalysen charakterisiert, die nahezu den berech
netenWerten entsprachefvgl. Kapitel 5. Durch die erfolgreiche Synthese desBr®om-
nonacosai-ols (67) gelang es aulBerdeminen Stoff darzustellen, der bisher noch nicht in

der Literatur bekanntar.

3.2.2.4Synthese der*C-ma r k i e 4Hydxynitrie

Als Ausgangspunkt fiir die Synthese d&-markierteny-Hydroxynitrile mit den Kettenlangen
Ci4, Cig, Coo und Gy (42b, 48b, 58b, 59b) dienten die zuvor dargestelltanBromalkohole
entsprechender Kettenlange#il(47, 56, 57). Zur Einfilhrung des IsotopSC wurde eine
nucleophile Substitution mitC-markiertemKaliumcyanid durbgefiihrt. Zuvor erfolgteine
Optimierung der Reaktionen, wozu das deutlich kostengunsti{gremcyanid mit natir
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licher Isotopenverteilung genutzt wurde. In Analogie zur Synthesevorschrift von Jiménez et
al. fur die Darstellung von-Blydroxynonanitril erwies sich Dimethylsulfoxid als Lésungs

mittel geeignet?®”’

13 //N
HO_{~)._ Br KIEN | HO N Bc*
n DMSO, 70 °C, 72 h n
n=11(41) n=11 (42b)
n=15 (47) n=15 (48b)
n=19 (56) n=19 (58b)
n=19 (57) n=19 (59b)

Abbildung 49: Schema zur Darstellung®*C-ma r k i e-Hydmxynitrite (41, 47, 56, 57)

Zunachst wurde die Stoffmenge des eingesetzten Kaliumcyanids im Verhaltnis zur Edukt
stoffmenge von einem 3,dachen Uberschuss auf einen tfibhen Uberschuss reduziert.
Das teure™C-markierte Kaliumcyanid konnte somit im nahezu &quimolaren Stoffmengen
ver h2 | t ni-Bromalkoholenelh 47%¥56, 57) eingesetzt werden, wodurch sicked
Synthesekosten erheblich verringerten. Bedingt durch das Herabsetzten der Reaktantenmenge
musste jedoch die Reaktionszeit neu angepasst werden. Jiménez et al. gabeSyrthese

des 9Hydroxynonanitrils die Reaktionsmischung mit dem 3#@then Ubeschuss an
CyanicHlonen bei Raumtemperatur fur 24 Stunden geriihrt zu H4Beba die verwendeten
¥-Bromalkohole 41, 47, 56, 57) tber deutlich langere Kohlenstoffketten verfliigten und sich
dementsprechend bei Raumtemperatur nicht im Dimethylsulfoxid 16sten, wurde sich fur die
Durchfihrung der Reaktionen béd °C entschieden. Fittie Umsetzung des langkettigen
30-Bromtriacontanl-ols (57) wurde die Reaktionstemperatur sogar auf 85 °C erhéht. Zudem
wurde fur die Nitrilsynthesen eine optile Reaktionszeit von Bagen ermittelt. Reaktions
kontrollen, die firc@ Dar st e tHiydwnrygitriled4g A8 und 58 mittels GAMS-Mes
sungen durchgefuhrt werden konnten, bestatigten eine vollstindige Umsetzung der Edukte
(41, 47, 56) unter den beschriebenen Bedingungen.

Nach Beendigung der Reaktion erfolgte die Extraktier Rohprodukted@, 48, 58) aus dem
Reaktionsgemisch. Der von Jiménez et al. verwendete Diethylether erwiesusgraind der
schlechten Loslichkeit der zu extrahierenden Verbindund2n4@, 58), als ungeeignet. Es
wurde sit stattdessen fur dgbebrauchvon Essigsaureethylester entschieden. Um die teuren
3c-Komponeten méglichst vollstandig in die organische Phase zu tiberfilhren, wurde die
Reaktionslosung anstelle der tblichen dreimal, viermal mit E&sigethydster extrahiert.

Die nachfolgenddReinigung der Rohproduktel?, 48, 58) erfolgte durch S&ulenchromato

graphie an Kieselgel. Dabei erwies sich ein Gemisch aus Essigsaureethylester und Petrolether
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im Verhaltnis 3:1 als geeignet, um die geringflgigen gelblichen Verunreinigungen abzu

trennen.

Das langkettige 3®lydroxytriacontannitril $9) bedurfte einer alternativen Aufarbeitung.
Aufgrund der schlechten Ldslichkeit in Essigséureethylester erfolgte die Extraktion des
Rohproduktes 5§9) aus der Reaktionsmischung mit Chloroform. Zur darauffolgend
saulenchromatographischen Aufreinigung wurde ebenso Chloroform als mobile Phase
verwendet. Das erhaltene Produk®)(wies jedoch eine schwache hellgelbe Verfarbung auf,
die durch die chromatographische Aufreinigung nicht vollstdndig entfernt werderiekon
Aufgrund dessen wurde sich dazu entschieden, eine weitere Reinigung durch-Umkris
tallisation durchzufihren. Hierzu wurde das-R¢droxytriacontannitril $9) in Petrolether
suspendiertzum Sieden erhitzt und bis zur vollstandigen Losung mit Ethansktz. Auf

diese Weise konnte das -Blydroxytriacontannitril $9) ebenfalls als weil3er kristalliner

Feststoff erhalten werden.

Anhand der ent wi ckelten Syn tHydoxitrile piedema ng di
Kettenlangen &, Cis, Coo und Gy (42, 48, 58, 59), sowohl fir die unmarkiertera) als auch

fir die **C-markierten ) Verbindungen, in sehr guten Ausbeuten und Reinheiten. Zudem
gelang mit den Synthesen die eHydaxymtile @2ae Her s
483,583 59a) sowie derC-ma r k i eHydraxynitrite 42b, 48b, 58b, 59b), da diese alle

bisher noch nicht in der Literatur erwdhnt wurden. Die nachfolgende Tabelle fasst die

erhaltenen Ausbeuten zusammen.

Tabelle 14: Isolierte Ausbeutend e r-Hydroxynitrile (42, 48, 58, 59)

42 48 58 59

¥ -Hydroxynitrile Coe Cus Cor Coo

(unm:rkiert) 95% 94% 95% 94%
b
(*C-markiert) 96% | 95% | 94% | 95%

F¢er al l e s yHydraxyaitrile €12, 48158, 89 wunden hervorragende Ausbeuten
zwischen94% und 96% isoliert. Jiménez et al. gabenmait ihrer Synthesevorschrift eine
Ausbeute von 84% erzielt zu hatéfi! Die erhaltenen Ausbeuten fiir die Verbindungén

48, 58 und 59 ubertreffen diein Literatur angegebenen Ausbeutieutlich, sodass die
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Optimierung der Synthese sowie die Anpassung Amderung der Aufarbeitungsmethoden

als efolgreich betrachtet werden kénnen

Neben der Ausbeute war die Stoffreinheit von groRBer Bedeutung, d&Giiearkierten
Yy-Hydr oxynitril e i-Hydrokyoatbgneasirenhhydrdysiert zvurdeny Diese
sollten fur bodenokologische Inkubationsexperimente verwendet werden. Zur Bestatigung der
Reinheit wurden IRSpektren,'H-NNMR- und **C-NMR-Spektren aufgenommen sowie die
Schmelztemperaturen bestimmt. Von den Verbindung2a 42b, 483 48b, 58a und 58b
konnten zusatzlich Gf1S-Messungen angefertigt werden. Zudem wurde die erfolgreiche
Sy nt he s e-Hydrgxynitrdel 4R, 48 58, 59) durch Elementaranalysen bestatigt.

Die nachfolgende Abbildung zeigt d&%-NMR-Spektrum der Verbindung {£C1]18-Hy-
droxyoctadecannitril48b).

1.004

0.905 1 5 N"*CCH,CH,CH,(CH,),,CH,CH,CH,OH
E 12 3 4 5 6 7
0.80

0.704

0.60 ‘

Intensitat
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.| ||||| ”
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:_‘ I : l | L | |II|

ppm

Abbildung 50: *C-NMR -Spektrum von [1-*C,]18-Hydroxyoctadecannitril (48b)

Im Spektrum sind keine Verunreinigungen zu erkennen. Dies bestatigt die hohe Reinheit der
synthetisierten Verbindungen. Der Peak mit der héchsten Intensitat bei 119.84 ppm ist dem
Kohlenstoffatom 1 der Nitrilgruppe zuzuordnen. Er bestatigt den erfolgreiEiau des
Isotops™*C. Das Kohlenstoffatom 2 spaltet aufgrund der Wechselwirkung mit dem Kohlen

stoffatom 1 in ein Dublett bei 17.07 ppm auf. Die Kopplungskonstant&ldeg tiber eine

Bindung ist erwartungsgemal3 grofd und umfasst 55.53 HzKDakensbffatom 3 koppelt
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tber 2Bindungen mit dem Kohlenstoffkern 1. Die resultierende Aufspaltung in ein Dublett

wird bei 25.33 ppm angedeutet. Aufgrund des begrenzten Auflosungsvermogens des Gerates
sowie der geringen GroRe déhsc ist das Dublett icht vollstandig aufgelést. Die

zugehorige Kopplungskonstarfteac,c betragt 2.41 Hz. Das Kohlews$tatom 4 wechselwirkt
tber 3Bindungen mit dem Kohlenstoffkern 1. Die Resonanz erscheint bei 28.63 ppm als

angedeutetes Dublett. Fiir die zugehorige Kopplkagstantélise,c ergibt sich ein Wert von
3.62 Hz. Dies entspricht den Erwartungen, da die Kopplungskonstaase in der Regel

etwas groRRer ausfallt als die Kopplungskonstahte,c Bei den Signalen um 29.40 ppm, die

im Spektrum mit der Ziffer 5 &kennzeichnet sind, handelt es sich um die Kohlenstoffkerne
im Ketteninneren des Kohlenstoffgrundgertistes der Verbinddly Diese sind sich
teilweise so ahnlichdas sie tberlagern und nicht mehr als einzelne Signale wahrgenommen
werden konnen. Aus e&m Grund sind anstelle von Peaks, die der Anzahl der Koh
lenstoffatome im Ketteinneneentsprechen wirden, nurPeaks erkennbar. Das Signal bei
63.02 ppm ist dem terminalen Kohlenstoffatom 8 zugehorig, an welchem sich die
Hydroxygruppe befindet. Bei de Peak bei 32.76 ppm handelt es sich um die Resonanz des
Kohlenstoffatoms 7, welches direkt benachbart zum Kohlenstoffatom 8 der Hydroxygruppe
vorliegt. Zuletzt kann dem Kohlenstoffatom 6, welches sich in direkter Nachbarschaft zum

Kohlenstoffatom 7 befinet, das Signal bei 25.70 ppm zugeordnet werden.

3.2.2.5Synthese der*C-ma r k i e +Hydmxycarbonsauren

Als Edukte zur Synthese d&iC-ma r k i eHytir@xycarbonsauren mit den Kettenlangen
Ci4, Cig, G2 und Gy (43b, 49b, 60b, 61b) dienten die vorald ar gest el | tHy-n an al
droxynitrile @2b, 48b, 58b, 59b). Zuvor erfolgte jedoch die Optimierung der Reaktionen
anhand der V e-Hydrexgnirilen mit natiarlichemtsotopenverteilung2a 48a,

58a 59a). Es wurde sich fur eine basenvermitteterseifung der Nitrile entschieden. Die
Reaktion verlauft tber die Bildung von Saureamiden als Zwischenstufe, die im Folgeschritt
unter der Freisetzung von Ammoniait Carbonsauren umgesetzt wurféfl zwar verlaufen

die sauer und alkalisch katalysierte Nitrilhydrolyse mechanistisch nahezu idefitfch
allerdings wurden fur die alkalische Umsetzung weniger Nebenreaktionen durch die terminale
Hy dr ox vy gr dHydoogynitdlee (42, 48, 58, 59) erwartet. Unter sauren Bedingungen
und hohen Temper aHydraxygmppek\emrestetuegsund iVeretharungs
reaktionen eingehen, die durch die basische Nitrilverseifung ausgeschlossen weigien soll
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Di e Ums et zHydnogynitdeed2 und 48 erfolgte in Anlehnung an eine Synthese
vorschrift von Nacsa et al. zur Darstellung vehldroxyheptansauré®

Zur Sy nt he s eHydvaxynittie 42, 48) ie einem Gemisch aus Methanol und
NatriumhydroxidLosung (5 mol/L) fur 18 Stunden auf 70 °C erwarmtsémlie3end wrde
das ReaktionsgemischStunden unter Ruckfluss erhitzt.

O
- N I
HO Bc> NaOH 13C_
\/e%/ HO\/?*/C OH
MeOH/H,0, 70 °C, 18 h n
n=11 (42b) n=11 (43b)
n=15 (48b) n=15 (49b)

Abbildung 51: Schema zur Darstellung®*C-ma r k i e-Hydmxycarbonsauren (43b, 49b)

Nacsa et al. gaben fir beilemperatren eine Reaktionszeit vonJdunden an. Unter diesen
Bedingungen konnte |jedoch k dlydrorynitileo@d@2l48)t 2 ndi g
erzielt werden. Die hoheren Kettenlangen und die damit einhergehende niedrigere Reaktions
fahigkeit dery-Hydroxynitrile (42, 48) erforderte eine Erh6hung der Reaktionsze#ahl18

Stunden Anhand von IRSpektren, die von den Rohprodukte#3,(49) aufgenommen

wur den, konnte di e v dlydrosynitfilen @23 48 Ridydrlexi-i on d e
carbonsaurem, 49) unter den angepassten Reaktionszeiten bestatigt werden.

Nach Beendigung der Reaktion extrahierten Nacsa et al. das Rohprodukssigsére-

ethylester aus der Reaktionsmischiffi. Dies war aufgrund der generell sehr schlechten
Loslichkeit der Verbindunged3 und 49 nicht mdlich. Es wurde daher eine wassrige
Aufarbeitung durchgefiihrt, indem das Reaktionsgemisch mit Wasser versetzt und mittels
halbkonzentrierter Salzsaure auf pH lgebracht wurde, sodass nachfolgend die ausgefallen
Feststoffe abfiltriet werden konnten. Wahrerdacsa et al. auf eine Reinigung des Rohpro

duktes verzichteté®?®, wur de sich dazu e rHydoxyedrberdamen di e
(43, 49 durch eine Umkristallisation zu reinigen. Hierzu erwies sich ein Gemisch aus
Essigsaureethylestarnd Petrolether als geeignet. ZAbtrennungunlésliche Verunret

nigungen wurden die Rohprodukte48, 49) zuvor in Essigsaureehtylester gelést und heil3

tiber eine Fritte filtriert. Um moglichst hohe Ausbeuten‘d€rmarkierten Verbindungen zu

erzielen, wurde wahrend der Durchfiihrung aimfe moglichst vollstandige Uberfiihrung der
Verbindungen geachtet. Aus diesem Grund wurden Glasgerate haufig mit heiRem Lésungs

mittel nachgespdlt.
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Zur Dar st eHydraxycaybondaaren mit den Kettenlangeyy Gnd Go (60, 61)
wurde versucht identibcvorzugehen. Analoge Syntheseversuche mit Methanol und Natrium
hydroxid-Lésung (5 mol/L) verliefen jedoch erfolglos. Auch eine Durchflihrung der Reaktion
von Beginn an unter Ruckfluss sowie eine diling der Reaktionszeit konnt&aine volt
standige Umsetezn g dHyadroxymitrile (68, 59) z -tHlydraxycarbonsauren6(Q, 61)
erzielen. Die nachfolgende Abbildung zeajh IR-Spektrum de®rhaltenen Feststa$ der
Reaktion von 22Hy-droxydocosannitril §8a) in Methand und NatriumhydroxielLésung

(5 mol/L), welches fur 48 Stunden unter Ruckfluss erhitzt wurde.

Transmission %
11

60 — |

T e B B B A e B B A T
3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 Y
cm

M 22-Hydroxydocosansaure (60a)

Abbildung 52: IR -Spektrum von 22Hydroxydocosansaure (60a)

Ein kurzer Blick auf das Spektrum reicht, um zu erkennen, dass die Reaktion-Eyr 22
droxydocosansaur@0a) nicht vollstandig abgelaufen ist. Zwar ist eine Bande bei 1703 cm

zu erkennen, die aus der Absorption der &fenzschwingung einer Carboxygruppe re

sutieren konntB’?, jedoch miisste diese weitaus intensiver vorliggeh S.103, Ab. 53)

Weiterhin befindet sich bei 1557 ¢he i ne Band e, di e ni ¢Hydtoxyxde m Sp
carbonsaure zugeordnet werden kann. In diesem Bereich absorbi¢iebefdrmations
schwingungenvon Aminen und Amidef’? Letztere entstehen bei der Hydrolyse von Ni

trilen als Zwischenstufé®® Fir ein Amid wéareedoch auch eine intensivibsorption der
C=0-Valenzschwingungu erwartendie im vorliegenden Spekim nur sehr schwach aus

fallt. Letztlich lasst das IlSpekt rum er heblich an derfHy-er fol g

droxynitrils 688)  z Hydroxycarbonséures0a) zweifeln. Aufgrund dessen wurde sich fur
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eine andere Synthesemethode entschieden. Da diesgradol war, wurde nicht weiter
aufgeklart, was bei der ersten Umsetzung passierte

Fur die Darstellungd e r | a n g-Kydroxiycargoasauren6Q, 61) wurde sichan einer
Synthesevarchrift von Coxon et al. zur Herstellung einer Carbonséaure mit -28o@en
orientiert®® Diese Autoren verwendeten eine Lésung aus Natriumhydroxid in Ethanol fiir
die Nitrilverseifung™®!'Dar i n | ° s t-Hydroxyitrile B8, 59)ideutlich besser als in

dem Gemisch aus Methanol und wassriger Natriumhydro&siing.

o)
HOVH\BC"N NaOH HO 13C. on
t EtOH, Riickfluss, 48h n
n =19 (58b) n =19 (60b)
n =27 (59b) n=27 (61b)

Abbildung 53: Schema zur Darstellung®®*C-ma r k i e-Hydmxycarbonsauren (60b, 61b)

Zunéachst wurde die Stoffmengenkonzentratder ethanolischen Natriumhydroxigdisung

zur Dar st #lydioxycadponshwarsc(, 1) von 0,75 mol/L auf 0,90 mol/L Bbht.

Die Reaktionszeit von Stundenerwies sichals unzureichentd®® Daher wurde die Reak

ti onsmi schung MHydroxyGsbonsdbref8aaind 80b flir 24 Stunden unter
R¢ckfluss erhitzt. Di e Re didtoxycarbengaare6iaurfde r di e
61b wurde auf 48 Stunden erhoht. Mithilfe von-8pektren, die von den Rohprodukt&d,(

61) angefertigt wurden, konnte die vollstandige Umseatzg  dHydroxymitrile (58, 59)

unter den beschriebenen Reaktiomkbgungen nachgewiesarerden.Das Verschwinden der
Nitrilbande bei 2200 cfhund das Hinzukommen der intensiven Absorption bei 1708, cm

die aus der C=Valenzschwingung der Carboxygpg hervorgeht, bestétigten die erfolg

reiche Synthese der Zielverbindung@&®, 61) (vgl. S. 36, S. 103)YVon der Extraktion der
Rohprodukte aus der Reaktionslosung sowie der nachfolgenden saulenchromatographischen
Trennung nach Coxon et'&® wurde aufgrunder schl echt en-Hyd®sl i chke
carbonsaure®0 und 61 abgesehen. Stdessen erfolgte die Aufarbeitung und Reinigung in

Anal ogi e zur ent wi ¢k e |-Hydraxycivbonsdaued8Bend4wei se f ¢r

Zusammenfassendsst sich berichten, dass sich diedifizierten Synthesen zur Darstellung
der unmarkierten sowie défC-ma r k i eHytrexycarbonsauren der Kettenldngep, C
Cis, Coound Gy (43, 49, 60, 61) in hohen Ausbeuten und Reinheitignen Bei den'*C-mar
kierten Zielverbindunger4@b, 49b, 60b, 61b) handelt es sich zudem um neue Substanzen,
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deren Darstellungach nicht in der Literatur erwahnt wurde. Die nachfolgende Tabelle zeigt
die isolierten Ausbeuten der Synthesen.
Tabelle 15: | sol i ert e -Aydrexgcaroonséuren (&, 49, 60, 61)

. 43 49 60 61
¥ -Hydroxycarbonsaure

Cu Cis Cxn Cso
(nmarkier) 86% | 85% | 8% | 90%
e rakion) 8% | 91% | 93% | 87%

Insgesamt wurden fur dieg-Hydroxycarbonséurend8, 49, 60, 61) sehr gute Ausbeuten
zwischen 86% und 93% erzielt. bk et al. erreichten fur die Synthese déty&lroxyheptan
saure eine quantitae Ausbeute. Hierbast jedoch anzumerken, dassdsa et al. auf eine
Aufreinigung des braunlich verfarbten Rohproduktes verzichteten. Coxon et al. galfién an
die Nitrilhydrolyse nach saulenchromatographischer Reinigung eine Aeshen 73%
erlangt zu habel™® Di e er zi el t e n-Hy&exgcarlonstueemB, 49660, 61k
Ubertreffen diese deutlich.

Nachfolgend sollen die Ausbeuten d&-angereichertem-Hydroxycarbonsaurert8b, 49b,
60b, 61b) Uber 2Synthesestufen betrachtet werden, bei denen es sich um die Nitrilsynthese

und die Nitrilhydrolyse handelt.

Tabelle 16: Isolierte Ausbeuten der**C-markierten ¥ -Hydroxycarbonséuren (43, 49, 60, 61) tiber Stufen

43b 49b 60b 61b
Cua Cis Co Cao

¥ -Hydroxycarbonsaure ‘

87 | 87% | 83%

Ausbeute ‘ 85%

Die sehr guten Ausbeuten, die ab dem Einsatz des tét@emarkierten Kaliumcyanids
erreicht wurden, liegen zwischen 83% und 87%. Dies bestatigt, dass durch die Entwicklung
geeigneter Synthesen eine kostengiinstige und effiziente DarstelluntfCderarkiaten
¥-Hydroxycarbonsaurer8b, 49b, 60b, 61b) ermdglicht wurde.

Ebenfalls war es wichtig, die-Hydroxycarbonsauremd, 49, 60, 61) in hoher Reinheit
darzustellen, um sie fiir bodendkologische Inkubationen zu verwenden. Zur Uberpriifung der
Reinheit wurden IRSpektren H-NNMR- und 2*C-NMR-Spektren aufgenommen. Weiterhin
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wurden die Schmelztemperaturen bestimmt und mitLdematurwerten abgeglichéft® 2
Fur die’®*C-ma r k i eHydraxytarbonsaurem8b, 49b, 60b, 61b) wurden zudem Elemen

taranalysen zur Bestéatigung der Reinheit angefertigt.

Die nachfolgende Abbildung vergleicht die-8pektren der nmarkierten und det’C-mar

kierten 18Hydroxyoctadecansauré().
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Abbildung 54: IR -Spektren von 18Hydroxyoctadecansaure (60a) und [4°C,]18-Hydroxyoctadecanséure

Besonders charakteristisch fir das-SRektrum von Carbonsauren sind ddanden der
C=0-Valenzschwingungen. Die Absorption tritt flr die-H§droxyoctadecansaure mit natir
licher Isotopenverteilungs0a) bei 1697 crit auf. Im Falle der [£3C,]18-Hydroxyoctadecan
saure 60b) erscheint die Bande bei 1659 ¢nDurch das schweréC verschiebt sich die Ab
sorption der Schwingung zu niedrigeren Wellenzahlen, wodurch die erfolgfé@hvarkie
rung der Carboxylgruppe bestatigt wird. Erwartigege® unterscheiden sich die -BRpek
tren beziglich der Lage der anderen Banden nicht. Zwischen 3500ucnch 2500 crit
erscheint die breite Bande derHdValenzschwingungen, die charakteristisch ftr Carbon
sauren ist. Bei den Banden bei 2913"cund 2847 crit handelt es sich um-8-Valenz
schwingungen der GHGruppen. Die Bande bei 1470 ¢nist den GH-Deformations
schwingungen der Kohlenstoffkette zuzuordnen. Weiterhin absorbieren-Hi®&orma
tionsschwingungen der Hydroxygruppen bei 1406'cmBei den Binden um 1250 ci

handelt es sich um Progressionsbanden. Diese treten bei langkettigen Verbindungen mit
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polaren Endgruppen auf und resultieren ausH-Deformationsschwingungen. Eine
charakeristische Bande von Alkoholen bildet die-@Valenzschwingung deHydroxy-
gruppe, die in den vorliegenden Spektren bei 1053 anftritt. Die Bande bei 718 ¢
resultiert aus-C-H-Deformationsschwingungen der gBruppen des Kohlenstoffgeristes.
Diese CH-rocking-Schwingungen sind charakteristisch fur Kohlenstoffkett@t mehreren

CH.,-Gruppen.

104
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3.2.3 Srategien zur Darstellung™®C-ma r k i e-Hydmxycarbonsauren (°C-OH)

Ein weiteres Ziel deArbeit bestand inder Entwicklung von Synthesestrategien zur Her
stellung vony-Hydroxycarbonsauren, bei denen das terminale Kohlenstoffatom, an welches
die Hydroxygruppe gebunden ist, durch den Einbau des Kohlenstoffiso@msarkiert ist.

Es wurden dientsprechendem-Hydroxysauren mit den KettenlangensOC;s, Cis, Co2 Und

Cso synthetisiert.Bei denausgewahlten Verbindungdrandelt es siclum Beispiele furdie

allgemeine Anwendbarkeit der Synthesestrategie

Bei den mehrstufigen Synthesen d&-markierten Verbindungen wurdgnerell versucht

die **C-Markierung in einem méglhst spaten Reaktionsschritt einzubauen, um Verluste der
teuren**C-markierten Komponente durch Aufarbeitungsesse méglichst gering zu halten

Fur die bereits beschriebenen Strategien zur Markierung der Carboxylgruppen der Bicarbon
sauren und der-Hydroxycarbonsauren gelang, ess'*C-Label erst bei der vorletzten Syn
thesatufe, der Nitrilsynthese, einzufiihren. Demnach durchlief ‘4@ Kompononete nur

noch einen letzten Syntheseschritt vb@-markierten Nitril zur**C-markierten Carbonséure.

Fur die Markierung des Kohlenstoffatoms der Hydroxygruppe war es nicht mgghsh
13C-Label erst bei der vorletzten Synthesestufe einzubauen. Ein Hindernis bei der Ent
wicklung von geeigneten Markierungsstrategien war vor allem die Tatsache, dass bei den
¥-Hydroxycarbonsauren an einem Ende der Kette eine Carboxylgruppe und am anderen
Kettenende eine Hydroxygruppe vorliegt. Die Einfiihrung'd@ssotops iibet’C-markiertes
Kaliumcyanid zur Markierung des hydroxylierten Kohlenstoffatoms ist daher mit mehr
Sdhritten verbunden als die Markierung der Carboxylgruppe. Um eine primare Alkoholgruppe
zu generiere, misste das C-markierte Nitril zunachst zut*C-markierten Carbonséaure
hydrolysiert und diese anschlieRend zdi@-markierten Alkohol reduziert werden. Dabei
wird allerdings auch die unmarkierte Carboxylgruppe am anderen Kettenende reduziert, die
eigentlich als Bestandteil derHydroxycarbonséure bestehen bleiben sollte. Die Markierung
des Kohlenstoffatoms der Hydeggruppe mit **C-markiertem Kaliumcyanid tber eine
Carbonsaure, die am terminalen Kohlenstoffatom bromiert ist oder Uber eine Tosylgruppe
verflgt, ist daher nicht moglich. Dieser Syntheseweg wére analog akidvungsstrategie

der Carboxgruppen dery-Hydroxycarbonséduren gewesen, bei deBromalkohole mit
3C-markierten Kaliumcyanid zunt®C-markierten ¥-Hydroxynitril und nachfolgend zur
¥C-markierters-Hydroxycarbonsaure umgesetzt werd&ie Markierung des hydroxylierten
Kohlenstoffatoms erfordert jedb@lternative Synthesewege.
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Zuerst wurde der Versuch unternommen, die Markierung am Kohlenstoff der Hydroxygruppe
ausgehend von der kommerziell erwerblichen SubstaBhl@octanl-ol (P) vorzunehmen.

Das nachfolgende Syntheseschema fasst ciktResschitte des Syntheseplamssammen

KCN (a)
al on T g o KPeNw) e
v Pyridin \/\W/ S DMF \/\M:\/
4 (ON0)
p 62 63a
63b
HCI/AcOH
13 cl 3¢ A 138
HO C< ~ N
\[(\Mj\/Hz OH H, OH Et,0 . OH
O 66a 65a 64a
66b 65b 64b

Abbildung 55: Schema zur*C-Ma r k i e r u rHgdroxyoarbonsauren am Kohlenstoffatom der Hydroxygruppe

Eingangswurde die Synthesestrategie miC8loroctanl-ol (P) als Edukt erprobt, bei dessen
Verwendung 1Hydroxydodecansaure6§a) entstehen sollte. Zur GrignaRkaktion der
letzten Synthesestufe wurde lediglich eine einzige Literaturstelle gefunden, dienthesgy

von ¥-Hydroxycarbonsauren durchedReaktion vorGrignad-Reagenzien mit Propiolacton
beschreib'? Bevor die Anschaffung des teuren-Cloroctanl-ols als Edukt zur Herstel

lung der [14'3C,]14-Hydroxytetradecansaur@@b) erfolgte, wurde die Syntheseroute daher
zuerst mit dem im Chemikalienbast bereits vorhandenenGhloroctan1-ol (P) getestet.

Wie bei allen entwickelten Syntheseideen erfolgte auch hier die Erprobung und Optimierung
der Sytheseschritte mit unmarkiente/erbindungen. Daher wurde zunachst Kaliumcyanid
mit natdrlicher Isotopenverteilung verwendet. Die unmarkierten Verbindungen sin@)mit (

und die entsprechend&fC-markierten Substanzen mit)(gekennzeichnet.

Im ersten Sciitt erfolgte die Umsetzung des@Ghloroctanl-ols (P) mit Tosylchlorid zu
8-Chlor-(4-methylbenzensulfonat)octanob?). Nachfolgend wurde die Tosylgruppe -nu
cleophil durch CNsubstituiert, sodass@hlornonannitril 638 entstand. Die VerbindungR

besitt jedoch erganzel zur Tosylgruppe an einekettenende, ein ChleAtom an dem
anderen Kettenende, welches ebenfalls nucleophil substituiert werden kann. Bei der nucle
ophilen Substituionsreaktion bildet die Tosylgruppe die bessere der beiden Abgangsgruppe
Um die Nebenreaktion zum Dinitril zu minimieren, wurde auf das Erhitzten der Reaktions

mischung verzichtet und die Reaktion stattdessen bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Zudem
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erfolgte die Zugabe des Kaliumcyanids portionsweise. Da jedoch trotzdemegbterggen

des Nebenprodukts entstanden, fiel die Ausbeute an reinem Pré6@akdéutlich niedriger

aus als bei der Umsetzung deBromalkohole 41, 47 56, 57) zu ¥-Hydroxynitrilen @2b,

48Db, 58b, 59b), bei denen nur eine Abgangsgruppe, das Brom, sulestitverden konnte. So
betrug die Ausbeute an-Ghlornonannitril 638 74%, wahrenddie Ausbeuten fur die
13c-markierten¥-Hydroxynitrile 42b, 48h 58b, 59b) bei 94 und 95% lagen. Im nach
folgenden Reaktionsschritt erfolgte die Hydrolyse @€zhlornonannitris (63 zur 3Chlor-
nonansaure6da). Dafur wurde ein Gemisch aus konzentrierter Satd Essigsaure verwen

det. AnschlieRend wurde die Carboxylgruppe mittels Lithiumaluminimhydrid in absolutem
Diethylether zur Hydroxygruppe reduziertpdass 9Chlornonanl-ol (658 als Produkt
entstand. Der letzte Reaktionsschritt bestand in der Synthese -tlydid@xydodecansaure
(668) uber eine GrignarReaktion. Dazu wurde die Herstellung des GrigriRedgenzes
CIMgO(CH)LMgCI aus 9Chlornonanl-ol (65a) durch die Verwendung von Isopropyl
magnesiumchloridingestrebt. DaG&rignardReagenz sollte laut Literatur unter Ringspaltung
des Propiolactons zu 42ydroxydodecansaure6§a) reagieren. Dabei wurde Dilithitm
tetrachlorocuprat als Katalysator verwendaa der AlkoxidTeil des GrignareReagenzes
keine Reaktion mit dem Propiolacton eingeht und der halege Teil lediglich mit dem
[i-Kohlenstoffatom des Propiolactons reagiert, sollte die Reaktion zudem stereoselektiv
verlaufen. Die Verwendung von $£C;] 9-Chlornonanl-ol (65b) hatte demnach zur
Entstehung von [1:2°C,]12-Hydroxydodecansaure gefiihB6p). Da die Reaktion jedoch
zunachst mit unmarkierten Verbindungen getestet wurde und auch nach mehreren Versuchen
keine ¥-Hydroxycarbonsaure als Produkt nachgewiesen werden konnte, wurde die
vorgestellte Synthesestrategie verworfen. Zudem hatt¥@idlarkierung der langerkettigen
¥-Hydroxycarbonsauren mit den Kettenlangesg, C», und Go (9 8 - 100b) die Synthese der

als Ausgangsstoffe bendtigtem-Chloralkanl-ole erfordert, da diese nicht kommerziell
erhaltlich sind. Somivéare der Syntheseaufwand urnw@itere Stufen erhéht worden, insofern

ei ne Sy n tChleralkanl-dletber die Umsetzung entsprechender Dicarbonsauren zu
U,-@i ol en und anschl i e Ce nhiokmit Mionylohtordlamgesirebtr u n g

worden waére.

Es bestand daher die Nandigkeit der Entwicklung einer geeigneten Syntheseroute zur
Markierung ders-Hydroxycarbonséuren mifC am terminalen hydroxylierten Kohlenstoff
atom. Im weiteren Vorgehen wurde sich fir einen Syntheseweg ausgehend von langkettigen

¥-Bromalk-1-enen entshieden.
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1. Mg
2. Li,CuCl,, Br(CH),Br
=9 (N), 10 (A), 12 (B), 20 (67 K'3CN - N
WBr n =9 (N), 10 (A), 12 (B), 20 (67) \/H\/ Br C S
n THF n DMSO n
n=1(H) n=11(26) n=11(71b)
n=2(I) n=12(27) n=12 (72b)
n=206 (M) n=15(68) n=15(73b)
n=7(Q) n=19 (69) n =19 (74b)
n =27 (70) n =27 (75b)
EtOH | NaOH
)O]\ 9
Ac),0 LiAIH 13
N BCo < B0 X 13C. <X C<
\Mn\/Hz 0 Pyridin WE/Hz OH THF \/H“\/ oH
n=11 (86b) n=11 (81b) n=11(76b)
n=12 (87b) n=12 (82b) n=12 (77b)
n=15 (88b) n=15 (83b) n=15 (78b)
n=19 (89b) n=19 (84b) n=19 (79b)
n =27 (90b) n=27 (85b) n =27 (80b)
?gzcob KMnO,

(0]
13 NaOH HO 13C
n 2 MeOH n 2
O 0]

n=11(91b) n=11 (96b)
n=12 (92b) n=12 (97b)
n= 15 (93b) n= 15 (98b)
n =19 (94b) n =19 (99b)
n =27 (95b) n =27 (100b)

Abbildung 56: Schema zur*C-Ma r k i e r u sHgdroxyearbonséuren mit den Kettenlangen Gy, Cis, Cis Cpund

Csoam hydroxylierten Kohlenstoffatom
Da die bendtigten Kettenlangeentweder gar nicht oder nur zu sehr hohen Preisen kommer
ziell erhéltlich sind er f ol gt e z un?2 c-Bremalkldenee6 2% 68t- A0p se de
Uber GrignardmonoK u p p | u n g eBnomalki-ene 26 wnd 27 wurden bereits fir die
3c-Markierung der Dicarbonsauretilb und 42b hergestellt. Dafiir wurde eine Synthese
vorschrift entwickelt, d rBeomakd-ene 6& VO)verwenr¢ r di e
det werden konnte. Durch die Mo#ou p p | u n-Brondilkene W Q) mit -Dien U, ¥
bromalkanenB, N, 67) wur den di eBrdmalkegekret ten iKettentiangen sC
Co2 und Gy (68 - 70) als Produkte erhalten. Von den fir die Synthesen benétigten Bdukte
konnte lediglich das zur Herstellung desB®@mtriacontl-ens {0) bendétigte 1,2Dibrom-

108



3 Ergebnisse und Diskussion

eicosan §7) nicht kommerziell erworben werden. Dieses wurde folglich synthetisiert, indem
Eicosandisdure H) zu Eicosarl,20diol (8) reduziert und anschlieBend mittels einem
Gemisch aus konzentrierter Bromwassefstafre sowie Essigsaureanhydrid bromiert wurde.
Die Herstellung des 1,2Dibromeicosans /) erfolgte demnach analog zur Synthese des
1,14Dibromtetradecansid).

O O
W LiA1H4 /\W (AC)ZO/HBr /\W
_— —_—
HO ps OH THF HO pe OH Br y Br
F 8 67

Abbildung 57: Schema zurSynthese von 1,2Mibromeicosan

Zur Einfiihrung des®C-Isotops wurden die synthetisiertanBromalkene(26, 27, 68 - 70)

einer nucleophilen Substitution mifC-markiertem Kaliumcyanid unterzogen, wobei das
Bromatom durch®*CN substituiert wurde. Dabei wurde das Kohlenstoffgrundgeriist um ein
Kohlenstoffatom verlangert, wodurch die Kohlenstoffanzahl der Zielkettenl&nge zunachst um
ein Kohlenstoffatom (iberschritten wurde. Die als Produkte entstandé@emarkierten
¥-Alkenylnitrile (71b - 75b) wurden im nachsten Schritt unter Verwendung von Natriumhy
droxid in Ethanol z4d*C-markiertems-Alkenylsauren T6b - 80b) hydrolysiert. AnschlieRend
erfolgte die Reduktion der-Alkenylsduren T6b - 80b) mithilfe von Lithiumaluminiumhy

drid in Diethylether. Bevor die Doppelbindungen d&-markiertemy-Alkenylalkohole 81b

- 85b) zu Carboxylgruppen oxidiert wurden, war es notwendig die Hydroxygruppe vor
Oxidationsprozessen zu schitzen. Daher wurde durch die Verwendung von Essigsaurean
hydrid in Pyridin eine Acetylgruppe als Schutzgruppe an die Hydroxygruppe angebracht.
Nachfolgend wurden die terminalen Doppelbindungen’d@markierten¥-Alkenylacetate

(86b - 90b) mit Kaliumpermanganat im sauren Milieu oxidiert, soda¥s-markierte
¥-Acetoxycarbonsauren9(Lb - 95b) entstanden. Da bei der Oxidation als weiteres Produkt
Ameisersaure entstand, wurdie Kohlenstoffkette del’C-markierteny-Acetoxycarbonsau

ren O1b - 95b) um ein Kohlenstoffatom verkirzt, sodass die Kettenlange des Ksbbien
grundgertstes nun der angestrebten Zielkettenlange entsprach. Zuletzt erfolgte die Abspaltung
der AcetytSchutzgruppe. Zur Freisetzung der Hydroxygruppe wurden'*@Gienarkierten
¥-Acetoxycarbonsauren9(b - 95b) bei Raumtemperatur in einer Losuags Natrium
hydroxyid in Methanol gerihrt. Als Produkte entstandeRlydroxycarbonséuren, die am
endstandigen Kohlenstoffatom, an dem sich die Hydroxygruppe befindet, durch den Einbau
des KohlenstoffisotopSC markiert wareng6b - 100b).
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3.2.3.1Synthew derU , -Bibromalkane

Die Synthesed e r -Dlbromralkane mit den Kettenlangen.Qund Go (44, 67) erfolgte
ausgehend -Diaenentsmathendler Kettenlang@ns). Zunachst wurde versught

die Bromierung in konzentrierter Bromwasserstoffsaure und Wasser durchzufuhren. Geringe
Mengen Schwefelsaure dienten dabei als Kataly&atbweiterhin wurden Bromierungsver

suche mit konzentrierter Bromwasserstoffsaure und konzentrierter Essigsaure unternom
men!?*! Zwar handelt es sich bei Hydroxygruppen generell um schlechte Abgangsgruppen,
jedoch sollten diese durch die Us@n protoniert und somit in bessere Austrittsgruppen
Uberfuhrt werden. Da nucleophile Sustitutionen dieser Art in der Regel langsam ablaufen,
wurden die Reaktionen unter R¢gckfl usei-dur chog
bromalkane 44, 67) mit den beschriebenen Syntheseansatzen sogar nach langen Reaktions
zeiten von bis zu 48 Stunden nur in geringen Ausbeuten von weniger als 50% erhalten werden
konnten. G@VIS-Messungen, die von den erhalten Rohprodukten angefertigt wurden, besta
tigtendas W r handensein groCer M®iolg®®B). B3 wode lahear mg e s e
versucht die Bromierung mit Phosphortribromid in Dichlormethan durchzufult8rDurch

die Reaktion der Hydroxygruppen mit dem Phosphortribromid sollten diese in Dibromphos
phitgruppen tberfuhrt werden. Da es sich dabei um gute Abgangsgruppen handelt, kbnnen sie
leicht durch Bromidionen substituiert werdéf! Die auf diese Weise erzielten Ausbeuten

lagen jedoch trotz Edhung der Reaktionszeit voraB8f 24 Stunden ebenfalls unter 50%. Ein
maoglicher Grund konet die schlechte Ldslichkeit der Dioles,(8) im Lésungsmittel
Dichlormethan sein.

Ein weiterer Ver s u chbromakanea6i) bdstand inder yerwegre r U,
dung von Essigsaureanhydrid und konzentrierter Bromwasserstoffsdure. Auf diese Weise
gel ang eine vollstandi ge -Dioeg5e8) zz dem ggpréahen r e a k t
d e n -Dibromalkanen44, 67). Durch das Essigsaureanhydrid wurden die Hydroxygruppen
zunéchst verestert, sodass anschlie3end eine Substitution der Estergruppen durch Bromid
ionen stattfinden konnte. Die Darstellungen erfolgen in Anlehnung arSsinthesevorschrift

von Curvey et al. zur Bromierung von Hexadedab6-diol.1*®!

(Ac),O/HBr
HO OH Br Br
\/Hn\/ Riickfluss, 24 h W
n=12(5) n=12 (44)
n=18(8) n=18 (67)

Abbildung 58 Schema zur D aDiwdmalkahen @467y on U, ¥
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Zur Synthese wurden dig ,-Bibromalkane 44, 67) in einem Gemisch aus Essigsadurean
hydrid und konzentrierter Bromwasserstoffsaure fur 24 Stunden unter Rickfluss erhitzt. Nach
Beendigung der Reaktion wurde das Rohprodikinittels Diethylether aus der Reaktiens

| ©°sung extr ahi e r-Dibromalkans6F erwids esich demes Extihktion des
Rohprodukts aus der Reaktionsmischung aufgrund der schlechten Loslichkeit als ungeeignet.
Stattdessen wurde die Reaktionsmischung mit demineralisiertem Wasser versetidr und
ausgefallene Feststoff abfiltriert. Wi@inddessen Curvey at. das Rohprodukt ohne weitere
Reinigung verwendeten, wurde sich dazu entschietlerbraunlich verfarbten Rohprodukte

44 und 67 sadulenchromatographisch an Kieselgel zu reinigen. Mit Pétsslals Laufmittel

gelang die Abtrennung der farblichen Begleitstoffe, sodass die Verbindudder6)

anschlielRend als weile kristalline Feststoffe erhalten wurden.

Anhand der beschriebenen Sy nDibrenmakanegnatidenng di
Kettenlangen G und Gy (44, 67) in sehr guten Ausbeuten und Reinheiten. Fur dasDi14
bromtetradecan4d) betrugdie Ausbeute 97%. Die Ausbeute fur das i[EBromeicsoan

(67) umfasste 91%. Diese Werte entsprechen ungeféahr der Literaturausbeute vavoBBPo,

Curvey et al. bei ihrer Synthese ohne saulenchromatographische Reinigung vorgingen.

Zur Bestéatigung der Reinheit wurden-8pektren sowiéH-NNMR- und **C-NMR-Spektren
aufgenommen. Weiterhin wurden die Schmelztemperaturen bestimmt. Diese zeig&n kei

Abweichung zu den Literaturwert&i”

3.2.3.2Synthese der*C-ma r k i e 4Alkeaymitrite

Als Ausgangsverbindungen fir die Synthese der unmarkierten sG@iangreicherten
¥-Alkenylnitrile (71-75) d i e n tBeomalkene 26, 2% 68 - 70) entsprechender Ketten

langen. Die Optimierung der Synthesen erfolgte auch hier zun&chst mit Kaliumcyanid mit
naturlicher Isotopenverteilung. Aufgrund der positiven Erfahrungen bei detmil Dinnd
¥-Hydroxynitrilsynthesen 34 - 36, 42 48, 58, 59) wurde sich flr eine Synthesait
Dimethylsulfoxid als Lésungsmittel entschieden. Zudem bestatigte eine Synthesevorschrift
von Rosillo et al. zur Darstellung von G nni t r i | d i eBromalkgnerualsy v on

Edukte fiir nucleophile Substiutionen mit Kaliumcyaif.
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3 Ergebnisse und Diskussion

n DMSO0, 85 °C, 72 h n
n=11(26) n=11(71b)
n=12(27) n =12 (72b)
n=15 (68) n =15 (73b)
n=19 (69) n =19 (74b)
n=27(70) n =27 (75b)

Abbildung 59: Schema zur Darstellung vort®C-ma r k i e +Alkeayinitriten (71 - 75)

Um eine madglichst kostenglnstige Synthese zu gestaltede die Stoffmenge des eingeset

zten Kaliumcyanidswuf ein nahezu &quimolares Stoffrgenverhaltnis reduziert. Schlief3lich
wurde das teure Kaliumcyanid im 1;65a c hen mol ar en |-Bromallemeh u s s
(26, 27, 68 - 70) eingesetzt. Dies erforderte ebenfalls eine Anpassung der Reaktionszeit von
15 Stumlen®® | n Anal ogi e z-tlydroxgnjtiiet @2 €& 58, 59 erfolgteveine
Erhohung der Reaktionszeit auf 72 Stunden bei 85 °OMS@/lessungen bestétigten die
voll st2andi ge -Brommalkenez?6, 2Q 68d8) zu denent spr ecAl-enden
kenylnitrilen (71 -74) unter den gegebenen Reakibedingungen. Die Reaktionsiadle flr

die langkettige Verbindung’5 erfolgte mittels kernres@amzspektroskopischetntersu
chungen, da diese sich nicht in die Gasphase uberfluihreZlieExtraktion der Rohprodukte

(71 - 75 aus den Reaktionsmischungen erwies sich Essigsaurestényl@ls geeignet
WahrendRosillo et al von einer weiteren Aufreinigung des ©ennitril nach der Extraktion
absaheli®®, wurde sich dazientschiedendie Verbindungen A1 - 75) mittels Saulen
chromatographie an Kieselgel zu reinigen. Angefertigte Dunnschichtchromatogramme der
Rohprodukte zeigten einen Substanzfleck, der auf eine schwache Verunreinigung.hinwies
Um eine optimale Trennung zu erhalten, wurde das Laufmittelgemisch so eingestellt, dass
sich der Substanzfleck der Verunreinigung an der Laufmittelfront und der Substanzfleck des
Produktes in der oberen Halfte des Dunnschichtchromatogrammes befands sdedas
ReWert ungefahr 0,7 betrug. Dies entsprach einem Laufmittelgemisch aus Essigséureethyl
ester und Petrolether in einem Verhaltnis von circa 1:1. Wobei es sich bei der Verunreinigung
handele, konnte nicht aufgeklart werdeda diese inGaschromatogramm d&C/MS-Spek

tren der Rohprodukte nicht erkennbar war.

Eine séaulenchromatographische Aufreinigung fir das Hentrig@®annitril (75) konnte
aufgrund der sckkhten Loslichkeit nicht erfoém. Zur Reinigung erwies sich stattdessen eine

Umkristallisation aus Petrolether als geeignet.

Die beschriebene Vorgehensweise ermoglicht die Darstellung der unmarkadrsenvie der

13C-markierten ) -Atkenylnitrile der Kettenldangen &, Cis, Cio, Coz und G (71 - 75) in
112
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3 Ergebnisse und Diskussion

hohen Ausbeuten und Réigiten. Zudem gelang neben der erstmaligen SyntheséGian

ger ei c PAKkenylngrite (7&b - 75b) die Darstellung der bisher ebenso literaturunbe

k a n n t-Adkenylnitrile natdrlicher Isotopenverteilung mit den Kettenlanges, C,; und

Cs1 (71a 74a 759). Die nachfolgende Tabelle fasst die isolierten Ausbeuten fur die Synthese

d e rAlkenylnitrile (71- 75) zusammen.

Tabelle 17: | solierte -Akesybiwila{le-w5)der =

- 71 72 73 74 75
¥ -Alkenylnitrile

C15 ClG Clg C23 C31
A
(nmarkier) 91% | 90% | 8P | 9% | 84%
B
(13C'markiert) 8@/0 860/0 91% 95% 8@/0

Feér aAlkénglnitrike (71 - 75) wurden sehr gute Ausbeuten zwischen 84% und 95%
erzielt. Die zugrunde liegende Literaturausbeute von Rosillo et addir-ennitril umfasste

94%. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass keine Aufreinigung des Rohproduktes erfolgte. Im
Fal | e-Allerylinitriler (71 - 75) wurde neben einer guten Ausbewuch auf eine hohe
Reinheit Wert gelegt. Die Zielverbindungen der Syrgbmute, Hydroxycarbonsauren mit
3c-Markierung am Kohlenstoffatom der terminalen Hydroxygrupéb(- 100b) sollen
namlich anhand von Inkubationsexperimenten zur Aufklarung von Lipidkreislaufen beitragen.

Dies erfordert eine hohe Stoffreinheit.

Zur Bestat gung der Reinheit wAlkert/leitnile (dli -e75) tRar gest e
'H-NMR- und **C-NMR-Untersuchungen unterzogen. Fiir die Verbindurigery2, 73 und

74 konnte die Stoffreinheit zudem mittels BCS-Messungen bestatigt werden. Zur weiteren
Charakterisierung wurden von den FeststoffE®i-(75) die Schmelztemperaten bestimmt.

Die bisher noch nicht in der Literatur erwaént Sy n t h -Alkeaylnitrile (71a¥74a 753

71b - 75b), wurde zudem durch Elementaranlysetelt. Diese entsprachélen beechneten

Werten(siehe Kapitel b
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.2.3.3Synthese der®*C-mar k i e +Alkeayfsaunen
Di e Dar st eAlkenysaugen ohieden KettenlangensCCis, Cio, Coz und Gy (76 -

80) erfolgte durch die Hydrolyse der zuvor dargesteltielkenylnitrile entsprechender
Kettenlangen{1- 75). Bevor die Herstellung défC-Verbindungen erfolgte, wurde die Syn
these durch di eAkahgmtileenatidlicherglsotdpenverteflungla- 759
als Edukte optimiert. Weiterhin wurde sianfgrund der guten Ergebnisse, die bei der Ver
s ei f un g¢lydrdxgnitrile ¥42, 48, 58, 59) erzielt wurden, dazu entschiedéiir die
Hy dr ol y fAlkenythitrile (7¥-75) ebenfalls ethanolische Natriumhydrostidsung zu

verwenden.

- N NaOH !
X B3¢~ NN (0N
wn\/ EtOH, Riickfluss, 24 h \Mﬂ\/ OH
n=11(71b) n=11(76b)
n=12 (72b) n=12 (77b)
n=15(73b) n=15 (78b)
n=19 (74b) n=19 (79b)
n=27 (75b) n=27 (80b)

Abbildung 60: Schema zur Darstellung vont®C-ma r k i e 4Alkeaytséaunen (76b- 80b)

Di e Reaktionsbedingungen wur dHgdroxymitrle @R A& | ogi e
58, 59) gewahlt. Soerf ol gt e di e -Blkenyiséiuels €6 - 8C, rindem die
¥-Alkenylnitrile (71 - 75) in ethanolischer Natriumhydroxiddsung (1 mol/L) fur 24 Stunden

unter Ruckfluss erhitzt wurden. Im Falle der langkettigen Verbindunggn 15) wurde die
Reaktionszeit auf 48 Stunden erhoht. Zur Kontrolle der Reaktion wurdév$&Kessungen

von den Rohprodukterr§ - 79) angefertigt. Diese bestatigten die erfolgreiche Umsetzung der
¥-Alkenylnitrile (73-75 z u den g-Alkepylsauem(t -€78) unte den gegebe

nen Bedingungen. Die Reaktionskontrolle fir die Verbindsdgrfolgte mittels NMRSpek

troskopie. Da sich diéH-NMR-Spektren des Eduktegd) und des Produktes3() sehr

ahneln, eignete sich hierzu lediglich dffc-NMR-Spekroskopie. Im*C-Spektrum konnte

durch das Verschwinden des Nitrilpeaks bei 120 ppm und das Hinzukommen des Carboxyl
peaks bei 180 ppm di e ~Alkdnyingriis®(7b)dnachgewiddend r ol vy
werden. Fur dié¢*C-markierte Verbindung80b) reichten aufgrund défC-Anreicherung an

der funktionellen Gruppe (Nitrlbzw. Carboxylgruppe) und die dadurch bedingte hohere
Intensitd der entsprechenden Peaksnige Scans zur Reaktionskontrolle aus.

Da d-Alkenytsduren 16 - 80) generell eine viel bessere Loslichkeit wiglsen als die
dargestellten Dicarbonsaured) 4, 20-24, 37-39)  u n d-Hydroxgcarhonsaurerd8, 49,
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60,61) , konnt en dAiAlkenylsaurerzkuad77 naay 8eendigung der Reaktion

aus der Reaktionslosung extrahiert werden. Hierzu erwies sich Essigsaureethylester als ge
eignet. Zuvor wurde die Reaktionslésung jedoch mit demineralisiertem Wasser versetzt und
mit halbkonzentriedr Salzsdve angesauert, udiie Carboxyyruppe zu protonieren. Im Falle

der | a n g-Rllenylsdurgre8 - 80) wurde auf eine Extraktion verzichtet und die
ausgefallen Feststoffe direkt aus der angesauerten Reaktionslosung abfiltriert. Alle erhaltenen
Rohprodukte 76 - 80) wiesan gelbliche bis rotliche Verfarbungen auf. Hierbei harede#t

sich vermutlich um farbige Begleitstoffe, die aus der Oxidation von Natriumethanolat der
Reaktionslosung zu Ethanal resuliigr. Das entstandene Aldehyd kann im vorherrschenden
stark alkalisckn Milieu Uber Aldolkondensationen mit sich selbst reagieren. Polykondensati
onen fiihren schlieBlich zu farbigen Verbindunfét®! Diese galt es bei der Reinigung der
Rohprodukte{5-80) er f ol grei ch abzut r-AlkenysiurenfGupd di e
77 erwies sich eine saulenchromatographische Reinigung mit einem Laufmittelgemisch aus
Essigsaureethylester und Petrolether im Verhédltnisil:2 a geei gnet . -Blt e | an
kenylsaurerv8, 79 und 80 konnten durch eine Umkristallisation gereinigt werdadem sie

aus einem Gemisch aus Essigsaureethylester und Petrolether kristallisiert wurden.

Abschlielend ermoglidce n di e ent wi ckel ten SyAtkeéenpisfiisenn di e
sowohl in unmarkiertera) als auch in*C-markierter FormHf) in sehr guten Ausbeuten und
Reinheiten. Mit der erfolgreichen Synthese tferma r k i eAlkenglsauren75b bis 80b

gelang zudeneine erstmalige Darstellung dieser Verbindungen. Die folgende Tabelle zeigt

die isolierten Ausbeuten, die fur die durchdetén Synthesen erhalten wurden.

Tabellel8 | sol i ert e -Akesylsédrent(8n80)der ¥

76 77 78 79 80
¥ -Alkenylsdure

ClS C]_G Clg C23 C31
A
(nmarkiert) 9% | 90% | 9% | 93% | 84%
B

96% | 94% | 93% | 91% | 93%

(*3c-markiert)

Mit Ausnahme der Verbindun§0ak o n nt e n -Alkemylsaarénlsehr gaute Ausbeuten

zwi schen 90% und 9 6 %Alkenylsharér802und 80bevurdkreim RahDi e ¥
men einer betreuteBachelorarbeit synthetisiert. Es féllt auf, dass die Ausbeut®/eldrin-
dung80amit einem Abstand von 6% die niedrigste Ausbeute darstellt. Ein méglicher Grund

konnte sein, dass zur Umkristallisation der Hentria@@énsaure zu viel Losungsmittel
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verwendet wurde, sodass das Produkt nicht vollstandig ausfiel. Diesekoicht Gberpruft
werden, da die Mutterlaugeeitnah nach der Abtrennung der Kristalle entsorgt wurde. Es
kann jedoch angenommen werden, dassAtbweichung durch Verlusteei der Aufarbeitung
hervorgeht, da die Ausbeute der analotféaVerbindung80b die Ausbeute der Verbindung
80aum 9% Uberstieg.

Die Uberpriifung deiStoffreinheit erfolgte anhand von 48pektren sowi¢H-NMR- und
BC.NMR-Spektren. Weiterhin ko rAtkengsduren76und@en Kk ur
GC/MS-Messungen angefertigt werdetudem wurden die Schmelztemperaturen aller syn
thetisierten Verbindungery§ - 80) bestimmt. Insofern vorhanden, entsprachen diese den Li
teraturangabeli*®??” Die erfolgreide Darstellung deF’C-ma r k i eAlkenglsauren 76b

- 80bh), die bisher noch literaturunbekannt sind, wurde erganzend durch Elementaranalysen

bestétigt.

3.2.3.4Synthese der*C-ma r k i e +Alkeaytalkohole

Ausgangspunkt fur die Synthese deAlkenylalkohole mit den Kettenlangem4Z Cis, Cio,

Cxpund G;(81-85 war en di e z uvAkenylsiiwen analeger iKetteni&mgéne n - ¥
(76 - 80). Dabei erfolgte zunéchst die Optimierungr dReaktion mit den unangeregaten
¥-Alkenylalkoholen 76a - 808). Zur Reduktion der Carboxylgruppen wurde sich fir die
Verwendung von Lithiumaluminumhydrid entschieden, da dieses Reduktionsmittel bereits bei
der vorangegangen Darstellung von -Biolen 6 - 9) aus DicarbonsaureiC(- G) gute Er

gebnisse liefeée. Zudem nimmt das Lithiumaluminiumhydrid keine Hydrierung von isolierten
elektronenreichen Doppelbindungen vor, sodass elelstdndige Doppelbindung der
¥-Alkenylalkohole 81 - 85) bestehen bleilit?

0
I LiAIH
AN BC. 4 N 130
Wn\/ OH THF, Riickfluss, 4 h WR/HZ OH
n=11 (76b) n=11 (81b)
n=12 (77b) n=12 (82b)
n=15 (78b) n=15 (83b)
n=19 (79b) n=19 (84b)
n =27 (80b) n =27 (85b)

Abbildung 61: Schema zur Darstellung®*C-ma r k i e-Alkesytalkohole (81bi 85b)
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Die Reaktionsbedingungen wurden in Analogie zur SynthesdJdeRiole (5 - 9) ausge

wahlt. So wurde zunachst ddsthiumaluminiumhydrid in absolutem Tetrahydrofuran
suspendiert, bevor bei 0 ARenytsduen (Buaibe ei n
absolutem Tetrahydrofuran erfolgte. AnschlieRenddewlas Reaktionsgemisch furSun

den unter Ruckfluss erhitzt. Mals IR Spektren konnte bestatigt werden, dass die Reak
tionsbedingungen geeignet wararm sowohl die kurzketien als auch die langkettigen
¥-Alkenylsauren75-80) zu reduzi eren. Di e -Alkkenylalkesholénn di g e
(80 - 85) wurde durchdas Verschwinden der fir Carbonsauren charakteristischerMa=0
lenzschwingungsbande um 1700 treowie dem Erscheinen einer breiten Bande fiir die
O-H-Valenzschwingung der Hydroxygruppen um 3300'@nwiesen.

Zum Vernichten des Uberschissigen Lithiumahiomhydrids wurde die Reaktionsmischung

nach Beendigung der Reaktion tropfenweise mit demineralisiertem Wasser versetzt. Dabei
entstanden neben elementarem Wasserstoff auch Lithiumhydroxid und wasserunlésliches
Aluminiumhydroxid. Letzteres konnte durch g&uern der Suspension mit halbkonzentrierter

Sal zs2ure in L°sung gebr a-@lkehylalkobaledBB@-85 tb&ra di e
eine deutlich gréRere Loslichkeit als die, -@iole (5 - 9) mit 2 Hydroxygruppen verfiigten,

konnten die Rohprodukt&Q - 84) durch eine Extraktion mit Diethylether aus der wassrigen

Phase isoliert werden. Lediglich im Falle des langkettigen Hentrisbet+1-ols 85) war

das Losungsvermogen in Diethylether unzureichend, sodass eine wassrige Aufarbeitung
durchgefuhrt wurdeHierzu wurde der Feststof8%) direkt aus der angeséauerten Suspension
abfiltriert.

Zur Reinigung der Rohproduki®0 bis 84 wurde sich fiir eine Sdulenchromatographie an

Ki esel gel ent schi ed eAtkenylakahaole 80dunde81l drwies sidheint t i g e n
Laufmittelgemisch aus Diethylether und Petrolether im Verhaltnis 1:5 als geeignet. Die
s2ul enchromatographi sche HRlkenymikapalen8g und 83r | anc
bedurfte hingegen e#s Laufmittelgemiscles mit hoherer Elutionskraft. Es wurde aaleine

Mischung aus Diethylether und Petrolether im Verhaltnis 1:1 als mobile Phase verwendet.

Das sehr langkettige HentriaceB@-en-1-ol (85) erwies sich aufgrund der generell schlechten
Loslichkeit als ganzlich ungeeignet fur eine Saulenchromatographie. Zur Reinigung des
Rohproduktes85 erfolgte daher eine Kristallisation aus einem Gemisch aus Petrolether und

Essigsaureethylester.

Durch die beschriebene Vorgehensweise inklusive der produktspezfisichen Aufarbeitungs
und Reinigungsmet hoden -Akerylakotlple ohit ratirlizglzer Isot el | ur
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topenverteilung §1a - 85a) sowie der'*C-angr e i c-Alenylallomole §1b - 85b) in

sehr guten Ausbeuten und Reinheiten. Ergénzend zu den bisher noch nicht in der Literatur
erwahnten*C-ma r k i eAlkenglalkoholen 81b - 85b) konnte auf diesem Weg erstmalig

die Verbindung Hentriacor80-en-1-ol (858 erfolgreich dargestellt werden. Dreachfol

gende Tabelle fasst die isolierten Ausbeuten der durchgefiihrten Synthesen zusammen.

Tabelle 19: | sol i ert e -Akesyblkohoted8h-88)er ¥

81 82 83 84 85
¥ -Alkenylalkohole

Cis Cie Cio Cys Cs1
(unm:rkiert) 93% | 94% | 95% | 92% | 84%
b
(*C-markiert) 90% | 92% | 96% | 94% | 92%

Mit Ausnahme der Verbindung§5awu r d e n  f-Adkenyladkbhble 81 ¥ 84, 85b) sehr

gute Ausbeuten zwischen 90% und 96% erzidikks bestatigt die Effizienz demtwickelten
Synthesevorgehsrz ur Dar st @Alkenyalkanoled @ie Synthese der Verbindungen
85aund85b erfolgte im Rahmen einer betreutBachelorarbeitAhnlich wie bei Verbindung

80af 21 I t di e -Alkesylalkohdls85auime8%6 niedriger aus als die Ausbeute der
analogn *C-markierten Verbindun@5b. Di e A vAkdngalkohels85b entspricht

hi ngegen den Aus b e utAkenylalkaholesl bis g4rerzieltiwarden. Esl e r e n
wird daher davon ausgegangen, dass die Abweichung der Ausbeute fur die Verl@bdung

auf Verluste bei der Aufarbeitung und Reinigung zurtickzuftihren sind

Zur Bestatigung der Stoffreinheit wurden-8pektren sowiéH-NMR- und *C-NMR-Spek

tren angefertigt. -EZlkedyalkoholemShhist8£GC/M&-Messungenn ¥
durchgefiihrt weren. Von allen Verbindunger8l - 85 wurden die Schmelztemperaturen
bestimmt und mit den Literaturangaben verglick&h.Wahrenddas Pentadet4-en-1-ol

(8) in der Literatur al$arblose Flussigkeft™! beschrieben wurde, gelang die Verbindung

mit der entwickelten Synthese in Form von farblosen Kristallen mit einem Schmelzbereich
zwischan 35 °C und 36 °C darzustellen. Dies bestatigt zuséataficnelch hoher Reinheit die
¥-Alkenylalkohole 81 - 85) erhalten wurden. Di eAlkemylai- ol gr e
kohole (81b - 84b, 85), die bisher noch nicht in der Literatur erwdhnt wurden, deur
erganzend durch Elementaranalysen bestatigt.
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Die nachfolgende Abbildung zeigt d&3C-NMR-Spektrum der Verbindung {¥Ci]Hexa
decl5-enl-ol (82h).

1002 HO"“CCH,CH,CH,(CH,),CH,CH=CH,
3 12 34 5 6 7 1
0.90 4 .
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Abbildung 62: *C-NMR -Spektrum von [1-*C,]Hexadec 15-en-1-ol (82b)

Der intensive Peak bei 63.07 ppm kann dem Kohlenstoffatom 1, an dem sich die Hydroxy
gruppe befindet, zugeordnet werden. Durch die hohe Intensitat des Signals wird die erfolg
reiche Anreicherung der Molekiilposition WM& bestatigt. Die Resonanz des benackart

Kohlenstoffatoms 2 spaltet aufgrund der Kopplung mit dem Kohlenstoffatom 1 in ein Dublett

bei 32.80 Hz auf. Mit einem Wert von 37.42 Hz féllt die zugehorige Kopplungskonstante

L3/ erwartungsgemaf groR aus. Bei dem Peak bei 25.72 Hz handelt es sich um die Reso
nanz des Kohlenstoffaton® Dieses koppelt zwar GberBIndungen mit dem Kohlenstoff

atom 1, jedoch ist die Aufspaltung des Signals in ein Dublett aufgrund des begrenzten

Aufldsungsvermogens des NMBerates sowie der geringen GroRe der Koppltihgsc
nicht sichtbar. Das Signal bei 29.42 Hz kann aufgrund der angedeuteten Aufspaltung in ein

Dublett dem Kohlenstoffatom 4 zugeordnet werden, welches 8il&ndungen mit dem
Kohlenstoffatom 1 wechselwirkt. Die zugehérige Kopplungskonstihtec betragt 3.62 Hz.
Da die Kopplungskonstant&hac in der Regel etwas groRer ausfallt als die Kopplungs

konstantelesc,C, ist diese imSpektrum sichtbar wahrenidir die KopplungZJlssc,c keine

Aufspaltung erkennbar ist. Alle Signallie mit der Ziffer 5 gekennzeichnet sind, gedrorzu
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den Kohlenstoffatomen irmheren der Kohlenstoffkette. Insgagahandelt es sich dabei um

9 Kohlenstoffatome. Da sich diese teilweise sehr ahneln, Gberlagern manche Signale. Das
Signal bei 33.81 ppm resultiert aus der Resonanz des Kohlenstoffatoms 6. Dieses befindet
sich in direkter Nachbarschaft zu den Kohlenstoffatomen der Doppelbindung B&i &em

Peak bei 139.26 ppm handelt es sich um das Signal des Kohlenstoffatoms 7, welches das
interne Kohlenstoffatom der Doppelbindung darstellt. Das Signal bei 114.05 ppm beschreibt
die Resonanz des Kohlenstoffatoms 8, bei dem es sich um das tefikuhbdastoffatom der
endstandigen Doppelbindung handelt. Zusammenfassend zeigen die Signale bei 114.05 ppm
und 139.26 ppm das Vorhandensein der terminalen Doppelbindung und bestéatigen somit, dass

diese durch das Lithiumaluminiumhydrid nicht hydriert wurde.

3.2.3.5Synthese der*C-ma r k i e +Alkeayhacetate

Di e Dar st eélkdnylasetate thié den KettenlangensCCie, Cig, Coz und Gy (86 -

90) erfol gte audAlenatkohdlen entspreclteiedar Kattenlangé { 85).
Zunéchst wurde die Reat i on unter V -Alkemwytalikathalen ngittrlidherr Iso ¥
topenverteilung &la - 858 als Edukte optimiert. Im nachfolgenden Schritt sollte die
Doppelbindung mittels Kaliumpermangamatidiert und unter Freisetzung von Essigsaure in
eine Carboxygruppe bigrfihrt werden. Dabei wirde dendstandige Hydroxygruppe der
¥-Alkenylalkohole ebenfalls oxidielt?®! Aufgrund dessen besteht die Notwendigkeiese

vor einer Oxidation zu schitzen. Viele Schutzgruppen wie beispielsweise Tetrahydropyranyl
oder Silylether sind empfindlich gegeniiber saurer Hydrdly8eDa die Oxidation der Dop
pelbindung im stark sauren Milieu stattfindet, sind diese Gruppen zum Schutz der Hydroxy
funktion ungeeignet. Es wurde sich daher dazu entschietlenprimare Hydroxygruppe
selektiv duch das Anbringen einer Acetylgruppe als Carbonsaureesteschiitzen. Zur
Acetylierung wurde Essigsaureanhydrid verwendet, welches unter Abspaltung von Essigsaure
mi t dAtkenylatkoholen 81 -85 z u den e nt sAkenglacdtaten&be 90) ¥
reagert. Zudem errglicht Essigsaureanhydrid eine kostengunstige EinfuhvengSchutz
gruppen Di e Dar s-Alkehylacetatg §6 d @0y erfotgten in Anlehnung an eine

Vorschrift von Tashiro et al. zur Herstellungvblexadeel 5-enylacetat?**!
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o

(Ac),0
W%Z\OH = - ngok

n Pyridin, 70 °C, 3 h

n=11 (81b) n=11 (86b)
n= 12 (82b) n=12 (87b)
n= 15 (83b) n=15 (88b)
n =19 (84b) n =19 (89b)
n =27 (85b) n =27 (90b)

Abbildung 63: Schema zur Darstellung®*C-ma r k i e-Alkemytacetate (86b 90b)

Zur Synthese wurdewm-Alkenylalkohole 81 - 85) zun&chst in Pyridin gel6st. Unter Eiskih

lung erfolgte die tropfenweise Zugabe von Essigsaureanhydrid. Wahrenddessen Tashiro et al.
einen 2fachen molaren Uberschlf$d an Essigsaureanhydrid verwendeten, wurde sich fur

die Zugabe eines-ichen molaren Uberschusses entschieden. Ebenso wurde die Reaktions
temperatur von Raumtemperatur auf 70 °C erhoht. Durch diese Anderungen geldieg es
Reaktionszeit von 15 Stunden aufS3unden zu reduzieren. Aul3erdem wiesen vor allem die
langkettigen Verbindunge83, 84 und 85 eine bessere Loslichkeit im heilen Lésungsmittel
auf . Di e voll st 2 pAtkengatkohalenBd e 84)zunter gen tesatebemen
Bedingungen konnte mittels G@S-Messungen nachgewiesen werden. Fur die langkettige
Verbindung85 erfolgte die Reaktionskontrolle anhand vti-NMR-Spektroskopie. Nach

Ablauf der Reaktionszeit wurde das Reaktionsgemisch mit Wasser versetzt und die
Rohprodukte 86 - 90) mittels Diethylether extrahir t . Di e s-Alkenylaewmte&- di e
90) genauso gut wie der von Tahiro et al. verwendete Essigsaureeth¥fés@a sich
Diethylether aufgrund des niedrigeren Siedepunktes leichter durch Destillation entfernen liel3
und zudem eine bessere Phasentrennung lieferte, wurde sich fur dessen Verwendung zur
Extrak i on e nt s cdlkeaybhectate §6 D DO wiesen duch die Acetoxygruppe
generel |l ei ne b e s sAkenylakkdhald @1 € 8¥kaafi Aufgrantl desseni e ¥
konnte sgar die langkettige Verbindun§5 zur Isolation aus dem Reaktionsgemisch
extrahiert werden. Die Aufreinigung der Rohproduldé { 90) erfolgte analog zur zugrunde
liegenden Literaturvorschrift” durch eine Saulenchromatographie an Kieselgel. Hierzu
erwies sich e Laufmittelgemisch aus Essigséethyester und Petrolether im Verhéltnis

1:18 als geeignet. Die Reinigung des langkettigen Prod@esforderte die Verwendung

einer mobilen Phase mit etwas h6herer Elutionskraft. Es wurde daheawgmittelgemisch

von Essigséreethylester und Petrolethien Verhaltnis 1:10 verwendet.

Die beschriebene Vorgehensweise ermogiichtd i e D a r sAlkenylaceatateff6-90e r ¥

sowohl in unmarkiertera) als auch in**C-markierter Form If) in hohen Ausbeuten und
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3 Ergebnisse und Diskussion

Reinheiten. Auf diese Weise gelang neben efstmaliga Darstellung der*C-markierten
¥-Alkenylacetate §6b - 90b), auch die erfolgreiche Synthese der bisheraturunbekannten
¥-Alkenylacetate86a sowie 88a bis 90a mit natirlicher Isotopenverteilung. Die nachfol
gende Tabelle fasst die isoliantéusbeuterz us a mme n , dAlkenyldcetate §6d- i1 e ¥
90) erzielt wurden.

Tabelle20:Iso |l i er t e A u sAlkenylacetate (R6600) ¥

86 87 88 89 90
¥ -Alkenylacetate

Cis Cie Cuo Cus Ca
(nmarkier) 91% | 95% | 9m% | 93% | 86%
*c- ml?arkiert) 94% | 96% | 94% | 96% | 84%

Fiural | e sy nt-Alenyiacetated6 t 8)n ausgenommen Verbindurg®, konnten

sehr gute Ausbeuten zwischen 91% und 97% erreicht werden. Dies entspricht den Erwartun
gen, da aucffashiro et al. angabenahezu quantitative Ausbeuten erlangt zu h&5&r=ir

d a sAlkenylacetat90 wurden etwas geringere Ausbeute er z i e | t -Aleehylacef ¢r di
tate 86 - 89). Sie umfasten 86% fir VerbindungOaund 84% fur Verbindun§O0b. Hierbei
istanzumer k en ;Alkehydasetate98a uad 90b im Rahmen eineBachelorarbeit
synthetisiert wuden. Abweichungen kdnneaus Verlusten bei der Aufarbeitung und Reini

gung resultieren. Die kernresonanzspektroskopischen Reaktionskontrollen der Rohprodukte
90 bestatigten namlich die vollstandigé¢ ms e t z u n-glkenylalkoholx85 ohne die
Entstehung von Nebenprodukten.

Zur Bestatigung der Reinheit wurden-8pektren'H-NNMR- und **C-NMR-Spektren auf
genommen. Von den Verbindung8b bis 89 konnten zusatzlich GS-Messungen ange
fertigt werden. Weiterhin wurden die Schmelztemperaturen fir alle Fests&ffe 40)

bestimmt. Uberdies/urde die erfolgreiche Synthese fiir alle bisher noch nichtrihiteratur
e r w2 h pAtkenylacetate &5, 86b, 87 - 90) durch Elementaranalysen bestétigt.

Die nachfolgende Abbildung bietet einen Vergleich deiSlpektrenvon Tricos22-enylace
tat 89) in unmarkierter &) sowie in**C-markierter Forml).

122



3 Ergebnisse und Diskussion

100—-

— N B ey T T
™

Transmission
~J
o
| 11

|

40 | \--=C-0O

| T T T T i T T T T | T T T T T T T T T | T T T T i T T T T | T T T T T | T T T T i T

3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

B Tricos-22-enylacetat (89a) 1/em
M [1-"C,|Tricos-22-enylacetat (89b)

Abbildung 64: IR-Spektren von Tricos22-enylacetat (89) und [1'3C,]Tricos-22-enylacetat (89)

Die starke Bande bei 1732 €rhestétigt die erfolgreiche Anbringung décetylgruppe. Es
handelt sich dabei um die C=Calenzschwingung. Ebenfalls charakteristisch fur die-Ace
toxygruppe ist die starke Absorptionsbande bei 1244, die aus der =@-Valenzschwin
gung der Estergruppe resultiert. Die Bandie aus der Schwingung der Bindung des-end
standigen Kohlenstoffatoms des Alkylrestes und dem Sauerstoffatom der Acetoxygruppe
hervorgeht, bestatigt die erfolgreiche Anreicherung'fi@tan der Molekiilposition. So liegt
die Absorptionsbande deC-O-Valerzsdiwingung fir das Trice2-enylacetat 898 mit
natiirlicher Isotopenverteilung bei 1038 tnim Falle des [1°Cy]Tricos-22-enylacetat 89b)
verschiebt sich die Absorption défC-O-Valenzschwingung durch das schwerEi@-Atom

zu niedrigeren Wellentden. Die Bande erscheint bei 1033 tnDas Vorhandensein der
Doppelbindung wird durch die C=Zalenzschwingung bei 1641 ¢hibewiesen. Eine weitere
charakteristische Bande fiir endstandige Doppelbindungen befindet sich bei 91%iem
resultiert aus derC-H-Deformationsschwingungen, der an desminale Kohlenstoffatom
gebundenen Wasserstoffatome. Bei 3077'cerscheint die Bande der =d-Valenz
schwingungen. In direkter Nachbarschaft befinden sich di¢-\@lenzschwingungen der
CH,-Gruppen bei 2913 cthund 2847 cnit. Die Bande bei 718 chist den-C-H-Deforma
tionsschwingungen der GHGruppen des Kohlenstoffgertistes zuzuordnen. Solcher&H
cking-Schwingungen sind charakteristisch fir Kohlenstoffketten mit mehrergrGippen.
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3.2.3.6Synthese der*C-markierten ¥ -Acetoxycarbonsauren

Den Ausgangspunkt ¢ r di e S yAcetokysrbansauren mit den Kettenlangen,C

Cis, Cis, Cound G (91-95 b i | d-Alkenykhdetate mait den KettenlangensCCis,

Ci1a, Gz und G3(86 - 90). Da bei der Oxdation der Doppelbindung ein-&om abgespalten

und die Kohlenstoffkette somit verkirzt wird, ist es notwen#igukte zu wahlen, deren
Kohlenstoffketten die Zielkettenlangen um eirA@m Ubersteigen. Vor der Synthese der
¥Cc-mar ki eAcetaxyarbansaren ©@1b - 95b), erfolgte zunéchst die Optimierung der
Reaktion mit unmarkierten VerbindungeB6é - 908). Als Oxidationsmittel wurde Kalium
permanganat ausgewahlt. Eine Verwendung von Rutheroder Osmiumtetroxid zur oxi
dativen Spaltung deboppelbindungen ware ebenfalls moglich gewd&8hAus Toxizitats

und Kostengrinden wurde sich jedoch fir den Gebrauch von Kaliumpermanganat ent
schieden. Esildet eine kostenginstige Alternative und vgptf Uber eine weitaus geringere
Toxizitat. Das Kaliumpermanganat uberfihrt die Olefi@é { 90) im ersten Schritt der
Reaktion Uber die Bildung eines Metallacyclus in vicinale Diole. Nachfolgend oxidieren die
entstanden Diole weiter zu DicarbofWerbindungen. In einem weiteren Schritt reagieren die
Dicarbonyle unter Spaltung der urspringlichen Doppelbindung zu Carbonsauresi. Dab
ent st eht -Acetbxgarbors@airendt- 95 Ameisensaurals NebenprodukiDie
Synthese der Verbindungef1(- 95) erfolgte in Anlehnung an eine Literaturvorschrift von

Lee et al. zur Darstellung von Nonadecansaure aus-Eieo§?®!

o

0
13 KMnO, Adogen, H,SO, CH;COOH 5
W% - O)]\ HOWH/%I ~ O)K

CHCI,/H,0, RT, 51 h 2

0
n=11 (86b) n=11(91b)
n=12 (87b) n=12(92b)
n =15 (88b) n=15(93b)
n=19 (89b) n=19 (94b)
n=27(90b) n=27 (95b)

Abbildung 65: Schema zur Darstellung®*C-ma r k i e-Adetexycarhonsauren (91b- 95b)

Fur die oxidative Spaltung wurde zunéchst eine zweiphasige Mischung aus demineralisiertem
Wasserkonzentrierter Schwefelsaure, konzentrierter Essigsaure, dem Phasentransferkatalysa
tor Adogen, Dichlormethan sowe d e n d a r-Alkenylacetdteh&6t 99)rmergestellt.

Diese wurde unter Bkuhlung portionsweise tberS&unden mit einem 3;fachen molaren
Uberschuss an Kaliumpermanganat versetzt und 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Es
wurde sich dazu entschieden, nach Ablauf der Zeit eine weitere Zugabe von 03§ uol

valenten Kaliumpermanganat zu tatigen, dasds in wassriger Losung einer teilweisen
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Reduktion zu Braunstein unterliegt. Anschliel3end wurde das Reaktionsgemisch fir weitere 48
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Somit wurde die Reaktionszeit von 21 Stfiralen

75 Stunden erhoht. Die gewahlten Bedingungen ermdglichten fir alle, mukdngkettigen
¥-Alkenylacetate §6 - 90) di e Ums éAtemxyaargponsawrendf - 95), die durch
kernresonsanpgktroskopische Messungen bestatigt werden konnte. Zum Entfarben der
violetten Reaktionslosung wurde diese nach Ablauf der Reaktionszeit mit Natriumhydrogen
sulfit versetzt. Die Bildung von Mangan{idnen flhrte zur Entstehung einer farblosen
Losung, wodrch die Aufarbeitung erheblich erleichtert wurde. Zur Isolation der Rohprodukte
(91 - 94) wurden diese in Analogie zur Vorschrift von Lee et al. mit Dichlormethan aus der
Reaktionsmischung exta hi er t . | mAlkeRytatetate 95 Koanse aufgrund der
schlechten Ldslichkeit keine Extraktion erfolgen. Stattdessen wurde zunachst das-Dichlor
methan des zweiphasigen Gemisches abdestilliert und der FeStstmfs einer wassrigen
Losung abfiltriert. Zur Aufreinigung der Rohproduk8l bis 94 wurde sich fur me
Saulenchromatographie an Kieselgel entschieden. Diinnschichtchromatgramme zeigten neben
dem Produktfleck einen Substanzfleck, der auf eine geringe Menge einer Verunreinigung
hindeutete. Dabei kénnte es sich mdglicherweise um eine Zwischenstufe deivexida
Alkenspaltung handeln. Kern@sanzspektroskopische Untersucben lieferten Hinweise

auf eine Carbonylverbindung. Diese gelang es mit einem Laufmittelgemisch aus Dichlor
methan und Petrolether im Verhdaltnis 1:2 erfolgreichutdennen. Fur didangkettige
¥-Acetoxycarbonsaur®5 erwies sich eine Umkristallisation aus Petrolether und Essigséure

ethylester als geeignet.

Anhand der entwickelten Vorgehensweise gelang die Darstellung der unmarkarterd
13C-markierten ) -Acetoxycarbonsduremit den Kettenlangen & Cis, Cis, Co2 und Gy

(91 - 95) in hohen Ausbeuten und Reinheiten. Somit konnten die bisher noch nicht in der
Literatur erwahnten®C-ma r k i e-Acet@ycarbansauren9(b - 95b) erstmalig synthe
tisiert werden. Mit der erfolgreien Synh e s e der u fAcetoxydarbomsaur@ba ¥
gelang zudem die Darstellung einer weiteren bisher literaturunbekannten Verbibaeing.

folgende Tabelle fasst die bei den Synthesen erzielten Ausbeuten zusammen.
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Tabelle2l:Iso |l i er t e A u sAcaoxycaebonsadrenr(91-95)

) 91 92 93 94 95
¥ -Acetoxycarbonséuren

Cus Cis Cis C» Cso
(unmzrkiert) 80% | 86% | 83% | 86% | 82%
b
(13C-markiert) 750/0 8@/0 850A) 8?/0 81%

Mit Ausnahme der Verbindun§lbk o n nt e n -Acgtoxycasbbnséaren®la 92 -95)

gute Ausbeuten zwischen 80% und 89% erzielt werden. Die etwas niedrigere Ausbeute fur
Verbindung91b von lediglich 75%, ist mit einem Fehler bei der Aufarbeitung begrindbar.
Ein kleiner Teildes Extraktes wurde durch eine Undigkeit des Scheidetrichters auf die
Tischplatte verschittet und somit unbrauchliie Synthese der entsprechendammar
kierten Substanzewurde mehrmals durchgefiihrt. Da sich d¥€-angereicherte Kalium
cyanid und das Kaliumcyanid mit naurlichem Isotopenverhaltnis in ihrem Reaktionsverhalten
nicht unterscheiden, ist daher davon auszugehen, dass ohne den Vorfall die Ausb@iibke von
ahnlich der Ausbeute vo@la ausgefallen warelLee et al. gaben aiffiir die Synthese von
Nonadecansauneach Umkristallisation aus Chloroform Ausbeuten zwischen 75% und 77%
erzielt zu habet?® Durch die entwickelten Aufreiniqugsstrategierf ¢ r  -dde®xy ¥
carbonsauren9@ - 95) konnte somit eine Steigerung der Ausbeute im Vergleich zur

Literaturausbeute erreicht werden.

Zur Uberprifung der Stoffreinheit wurden-Bpektren sowiéH-NMR- und **C-NMR-Spek
tren aufgenommen. Weitdn wurden die Schmelztemperaturen der Feststdffe-(95)
bestimmt und insofern vorhanden, mit den Literaturwerten abgegliéfeRir die bishe
| it er at ur Acetmackraonsaurd@sa sawie die’>C-mar k i eAcétaxywarban
sauren91b bis 95b wurden zudem Elementaranalysen zur Bestatigung der Rebungst

fertigt.

Nachfdgend ist dasH-NMR-Spektrum def*C-angereicherten Verbindurgs-°C,]15-Ace-
toxy pentadecansaur@2b) dargestllt.
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Abbildung 66: *H-NMR -Spektrum von [15-%C,]15-Acetoxypentadecansaure (92b)

Ein Blick auf das Spektrum bestétigt, dass die Schutzgruppe bei der Reaktion nicht abge
spalten wird und die Hydroxygruppe somit vor ei@idation gesctitzt wird. Die Resonanz

der 3Wasserstoffatome A der Acetoxygruppe erscheint bei 2.05 ppm als Singulett, da sie
keine direkt benachbarten Wasserstoffkerne besitzen. Es edigédh eine Kopplung tber 5
Bindungen mit Wasserstoffatomen B nidly. Diese Fernkopplungen sind jedoch bei gesat
tigten Kohlenwasserstoffen nicht sichtbar. In unmittelbarer Nahe des Singuletts befinden sich
symmetrisch angeordnete Peaks geringer Intensitat. Hierbei handelt es sich nicht um Verun
reinigungen, sondern urRotationsSeitenbanden sowi&’C-Satelliten. Die Resonanz der
Wasserstoffkerne B erscheint bei 4.06 ppm. Sie bestéatigt die Anreicherung der Molekulposi
tion, an welche die Acetoxygruppe bindet, mit dem 1sdt@p Durch den Einbau des Isotops

% wechsehirken die Wassstoffatome B nicht nur iiber Bindungen mit den benachbarten
Wasserstoffkernen C, sondern unterliegen zusatzlich einer direkten Kopplung mit dem
3c-Atom. Die Resonanz der Wasserstoffkerne B erscheint daher als Dublett von Tripletts.

Durch die direkteH-*C-Kopplung mit dem™C-Atom spaltet das Signal zunachst in ein
Dublett auf. Die Kopplungskonstant’eJlscHz,lsc ist erwartungsgemaf grof3 und umfasst

146.63 Hz. Aufgrund der Wechselwirkungen mit den benachbarten Wasserstoffkernen C
spalten beide Linien des Dubletts in Tripletts auf. Der Wert fur die Kopplungskonstante

3~]CH2/CH2 betragt 6.87 Hz. Inmitten des Dubketton Tripletts befindet sich ein weiteres

Triplett geringer Intensitat. Dieses resultiert aus dem Restgeh&i€aktomen. Die Signale
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der Wasserstoffatome C und E weisen ahnliche chemische Verschiebungen auf. Sie erschei
nen daher zwischen 1.58 ppm un@8Lppm als gemeinsames Multiplett. Die Wasserstoff
kerne F befinden sich in direkter Nachbarschaft zur Carboxygruppe. Sie wechselwirken mit
den beiden benachbarten Wasserstoffatomen E und erscheinen daher als Triplett bei 2.35
ppm. Die zugehotrige Kopplusgonstante umfasst einen Wert von 7.45 Hz. Das Multiplett

zwischen 1.2pm und 1.40 ppm ist den Wasserstoffkernen D mittig der Kohlenstoffkette

zuzordnen. Diese weisen sehr ahnliche chemische Verschiebungen auf, weshalb sie als
gemeinsames Multiplett eltseinen.

3.2.3.7Synthese der*C-markierten ¥ -Hydroxycarbonsauren

Die Darstellung de¥-Hydroxycarbonsauren der Kettenlangen, C;s, Cis, Co2 und Go (96b

- 100b), die am terminalen Kohlenstoffatom der Hydroxygrupp@markiert sind, erfolgte
ausgehend von den entsprechemdehcetoxycarbonsauremd(b - 95b). Zunachst wurde die
Reaktion zur Entschitzung der Hydroxygruppen mit unmarkierten Verbinduéigjaroga -

953) getestet. Im Falle défC-ma r k i eHydrexycarbonsaur87b erfolgte keine vorhe

rige Optimierung der Reaktion, da die Kettenlandea r-Acetoxycarbonsaure®1 und 92

sich lediglich um ein Kohlenstoffatom unterscheiden. Anhand der vorausgegangen Synthese
stufen konnte gezeigterden, dass sich die Verbindungen der Kettenlangei@ Gg hin-
sichtlich ihresReaktionsverhaltes@hnlich sind. Zur Abspaltung der Schutzgruppe wurde sich
fur eine alkalische Esterhydrolyse entschieden, da diese im Gegensatz zu einer sauer
katalysieren Esterspaltung irreversibel ist. Zundchst wurde versutibt Reaktion mit
Lithiumhydroxid in einem Gemisch aus Wasser und Tetrahydrofuran nach Chiruta et al.
durchzufiihre®??”) Dazu wurde die Reaktionsmischung tiber Nacht bei Raumtemperatur ge
rihrt. Die Abspaltung der Schutzgruppen konatger diesen Bedingungen jedoch nicht
nachgewi esen werden. Ein mPglicher -Bmund k?°
toxycarbonséuren9( - 95) in dem Losungsmittelgemisch darstellen. Daraufhin wurde sich
dazu entschiederzur Esterhydrolyse Natriumhdyoxid und Methanol zu verwenden. Als
erstes wurde eine Mischung aus wassriger Natriumhydigdisdng und Methanol bei
Raumtemperatur getest&f! Dadurchgelang die Abspaltung der Schutzgruppe vor allém f

di e kur z kAedtoxycadhensaarerdl¥93. Noch bessere Ergebnisse konnten jedoch
mit einer konzentrierteren Losurags Natriumyhydroxid in Methanol erzielt werden. Die

Vorgehensweise eignete sich nachweislich zur Darstellung der kurzkettigen als auch der
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| a n gk e tHydrogyeanbongduren9{,92b, 93-95). Zur Synthese wurde sich an einer

Synthesevorschrift von Tori at. zur Verseifung von Acetoxygruppen orientfét!

O
HO 13C\ )J\ NaOH HO ISC\
H, O n H OH
n~ H, MeOH, RT, 5 d 2

o) (0]
n=11(91b) n=11(96b)
n=12(92b) n=12(97b)
n=15(93b) n=15 (98b)
n=19 (94b) n=19 (99b)
n=27 (95b) n=27 (100b)

Abbildung 67: Schema zur Darstellung®*C-ma r k i e-Hydmxycarbonsauren (91b-95b)

WahrendTori et al. eine methanolische Kaliumhydroxidsung (0,89 mol/L) verwendeten,
wurde sichi n  der U ms eAtermxyoarponsdueen9(, 92b, 93, 94) fur die Be
nutzung einer etwas hoher konzentrierten methanolischen Natriumhydisudg (1,13
mol/L) entschieden. Die angegebene ReaktiordéZéiton 12 Stunden erwies sich fiir die
Dar st e-Hydroxycarbomsaurertg, 92b, 93, 94) als unzureichend. Reaktionskontrollen
erfolgten anhand vorH- und *C-NMR-Spektroskopie. ItH-NMR-Spektrum konnte di

vol |l st2ndi ge -Adetoxygrappeh leichgdurdhedas Varschwinden des intensiven
Siguletts bei 2.05 ppm detektiert werden. Das Signalltreduaus der Resonanz der 3
Protonen der Acetoxygruppe und stellt somit einen eindeutigen Nachweis fir die-Schutz
gruppe dar. Ebenso eigneten sié8-NMR-Spektren zur Reaktionskontrolle. Wahrend das
Signal des Kohlenstoffatoms, an welches die Acetoxygruppe bindet bei 64.72 ppeingysc
befindet sich die Resonanz des terminalen Kohlenstoffatoms, an welches die Hydroxygruppe
bindet bei 62.72 ppm. Im Falle défC-markierte Verbindungerf6, 97b, 98 100) reichten
aufgrund der*C-Anreicherung und der dadurch bedingten hoheremsitte der genannten
Peaks sogar wenige Scans zur Reaktionskontrolle ach &lner Reaktionszeit vonTagen

bei Raumtemperatur korent f ¢ r -Aabtoxgcarbansauren 91, 92b, 93 94) eine
vollstadndige Esterspaltung nachgewiesen werdea. Entschitzung &l r -Acetoxycarbon
saureds erforderte eine Konzentrationserh6hung der methanolischen Natriumhydroxidlésung
auf 1,88mol/L. Zudem erfolgte nach bagen die erneute Zugabe von Natriumhydroxid, da
kernresonanzspektroskopisch noch Eduktspuren nachgewiesdanwiesnnten. Insgesamt
erwies sth eine Reaktionszeit von Tagen als geeignet. Wahrenddessen Tori et al. das
Produkt ohne eine Aufarbeitung im nachsten Schritt oxidiéftererfolgte die Aufreinigung
fer aHydroaycarbonséauren96, 97b, 98 100 ) einheitlich. Zunachst wurde die
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Reaktionsmischung mittels halbkonzentrierter Salzsaure auf pH 1 gelbadtie Sauren im
Gegensatz zu den Anionen wasserunloslich sind, konaieeausgefallean Feststoffe 96,
97b, 98 - 100) anschliel3end abfiltriert werden. Zur Reinigung erwies sich eineristak

lisation aus Essigsaureethykmstund Petrolether als geeen

Anhand der ent wickelten Vor gehedydsowearbere gel a
sauren mit den Kettenlangen4CCis, Cig, Coo und Go in hohen Ausbeuten und Reinheiten.

Zudem erfolgte auf diesem Weg die erstmalige Synthese der bisher noch nahtiteichtur

e r w2 h n-Hyelroxycaxbonsauren, deren terminales Kohlenstoffatti®-angereichert

vorliegt ©6b - 100b). Die nachfolgende Tabelle fasst die erzielten Ausbeuten zusammen.

Tabelle 22: Isolierte Ausbeuten dery -Hydroxycarbonséuren (96b- 100b)

. 96 97 98 99 100
¥ -Hydroxycarbonsauren

Cu Cis Cis Cyo Cso
(uanrkiert) 85% / 8% | 94% /
(c- mgrkien) 8% | 90% | 93% | 91% | 62%

Ausgenommen von VerbinduridObk o n nt e n -Hydraxycadbonsaurerd6, 97b, 98,

99, 100b) gute Ausbeuten zwischen 85% und 94% erzielt werden. Im Falle der Verbindung
97a wurde wie bereits erwahnt auf eine Durchfuhrung der Reaktion verzichtet. Weiterhin
wur de f-HydroxytarmnsauréO0aaufgrund von Substanzmangel lediglich eintTes
ansatz mit wenigen Milligramm Edukt durchgefihrt. Da zudem mehrmals Reaktionslésung
fur die Reaktionskontrollen entnommen wurde, konnte keine Bestimmung der Ausbeute
erfolgen. Die Reaktion wurde somit nur qualitativ analysiert. Die Ausbeuté*@emar
kierten VerbindunglOObwe i cht deutlich von den Addgbeut en
droxycarbonsaurerf6, 97b, 98, 99) erzielt wurden. Sie umfasst lediglich 62%. Reaktions
kontrollen bestatigten jedoch zuvor eine vollstéandige EsterhydrdDedeerwird angenom

men, dasslie Substanzverluste auf Verlustei der Aufarbeitung zurtickzufihren sind. Diese

erfolgte fur die Verbindun@00im Rahmereiner betreuteBachelorarbeit

Nachfolgend sollen die Ausbeuten fiir df€-a n g e r e i -Hydoxytadonsaare (96b -
100 ¢ber all e Synthesest uf en -Hydrdaxycarhomséueeh wer
(96b - 100b) mit *C-Markierung am terminalen Kohlenstoffatom gestaltete sichufisea

dig und erfolgte Uber Stufen.
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Tabelle 23: Isolierte Ausbeuten der*C-ma r k i e +Hydexycanbonsauren (96b- 100b) tiber 6Stufen

v o 96 97 98 99 | 100
¥ -Hydroxycarbonsauren Cue Cus Cus Cor Cao

B

(*3c-markiert) ‘ 4% | 57%

60% | 64% | 32%

Fir die®C-ma r k i eHydraxycarbonsauren mit den Kettenlang&s, Cis und G, (97b -

99b) konnten Uber &Gtufen gute Ausbeuten zwischen 57% und 64% erzielt werden. Die Aus
beute fir die Verbindung6b fallt mit 49% etwas niedriger aus. Dies kann damit begriindet
werden, dass fud i e Z wi s ¢ h eAcaokyafb@sauré@lb dieyAusbeute deutlich
niedriger ausfiel als fur die ander&it-ma r k i eAcetoxynarbansaurerd@b - 95b). Ein
Missgeschick bei der Aufarbeitung fiihrte zu einer Ausbeatelediglich 75%, wéahrendie

a n d e rAeatoxyoarbonsauren Ausb&n zwischen 82% und 89% erzielt wurden. Der ab
weichende Wert begriindet die etwas geringere Gesamtausbeute fi-tie r k i #ly-t e ¥
droxycarbonsaur@éb.

Die Ausbeute fiur die inRahmen eiar betreuten Bachelorarbeit $iatisierteWerbindung

100b weicht mit einem Wert von 32% deutlich von den erzielten Ausbeuten fir die anderen
¥C-mar ki eHydrorycarbonsaurend6b - 99b) ab. Eine groRe Abweichunder Aus

beuten wurde fur die Stufe desAlkenylacetate®90b mit 84% beobachtetwelche fiur die
anceren Verbindungen86b - 89b) Werte von 94% bis 96% umfasste. Weiterhin ergab die
Esterhydrolyse zu’'C-ma r k i eHydraxycarbonsaur@00b lediglich eineAusbeute von

62%, wahrendlie *C-ma r k i eHydrexycarbonsaure@5b bis 99b in guten Ausbeuten
zwischen 89% und 93% erhalten wurden. Diese hohen Abweichungen resultieren in einer
Gesamtausbeute fur die Verbindur@dbvon lediglich 32%.

Zur Bestatigung der Reinheit wurden-8pektren sowié¢H- und **C-NMR-Spektren ange

fertigt. AuRerdem wurden di§chmelztemperaturen der Verbindung86, ©7b, 98 - 100

bestimmt und mit den Literaturwerten verglich&fl*? Weiterhin wurde die erfolgreiche

Synt hese der b i s h e rHydroxydarbonsduren,r denmerb erknimates thye n ¥
droxyliertes Kohlenstoffatomt®C-angereichert vorliegt 96b - 100b), durch Elementarana

lysen bestatigt.

Die nachfolgende Abbildung zeigt did-NMR-Spektrum der Verbindung [£§C.]18-Hy-

droxyoctadecansaurégb).
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Abbildung 68 *H-NMR -Spektrum von[18-*C,]18-Hydroxyoctadecansaure (98b)

Die Resonanz der Wasserstoffkerne A erscheint bei 3.65 ppm. Durch die Anreicherung des
endstandigen Kohlenstoffatoms mit dem Isotip unterliegen die Wasserstoffatome A einer

direkten'H-*C-Kopplung. Aufgrund dessen spaltet das Signal zunachst in ein Dublett auf.
Die zugehorige KopplungskonstanﬁsCHz,lsc umfasst 141.48 Hz. Weiterhin bewirkt die

Wechselwirkung der Wasserstoffkerne A mit den Wasserstoffkernen B die Aufspaltung der
beiden Linien des Dubletts in jeweils einfldtt. Deren KopplungskonstanatkHz/CH2 betragt

somit 6.87 HzDie Resonanz der ¥éserstoffkerne A erscheint daher als Dublett von Tri
pletts. Dies bestétigt die erfolgreiche Anreicherungfi@tan der ZielpositionDie Signale

der Wasserstoffatome B und D erscheinen als gemeinsames Multiplett zwisBBeppm

und 1.68 ppmDie Wassestoffkerne F befinden sich in direkter Nachbarschaft zur Carboxy
gruppe. Sie wechselwirken mit den beiden benachbarten WasserstoffatomearEchethen

daher als Triplett bei 2.35 ppm. Die zugehorige Kopplungskonstante umfasst einen Wert von
7.45 Hz. Das Multiplett zwis@n 1.50ppm und 1.6%pm ist den Wasserstoffkernenund B

mittig der der Kohlenstoffkette zuzuordneBei genauem Hinschaneerkennt man ein
Quintett und ein Multiplett, die aneinander angrenzen. Diese weisen sehr &hnliche chemische
Verschiebungen auf, weshalb sie als gemeinsames Multiplett erscheinen. Das Quintett kann
der Resonanz der Wasserstoffatome D zugeordnet werdese Ronnen tber 3 Bindungen

mit den Wasserstoffatomen der direkt benachbarten-@dppen wechselwirken. Die

Wasserstoffkerne B koppeln zusétzlich tiber 2 Bindungen mit'd@mtom und erscheinen
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daher als Multiplett. Bei dem Triplett bei 2.35 ppm hanésltsich um die Resonanz der
Wasserstoffkerne E, die Uber 3 Bindungen mit den benachbarten Wasserstoffatomen D wech
selwirken. Die zugehorige KopplungskonstaﬁieHZ/CHz umfasst7.45 Hz. Das Multiplett
zwischen 1.22 ppm und 1.40 ppm gehort zu d¥asserstoffatomen C inmitten der
Kohlenstoffkette. Diese weisen &hnliche chemische Verschiebungen auf und erscheinen daher

als Multiplett.
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3.3 Inkubationsexperiment mit *C-markierten Dicarbonsauren (3COOH)

3.3.1 Inkubationsexperiment

Um die mikrobiele Verwertung von Dicarbonsauren, die in Cutumd Suberin enthalten
sind, im Bodenzu untersuchen, wurde ein Inkubationsexperiment ‘fdltmarkierten Di
carbonsauren, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit synthetisiert wurden, durchgefuhrt.
Hierzu wurderdie **C-markierten Dicarbonsauren mit den Kettenlangen Cis, C»» und Gy

(3b, 21b, 23b, 39b) jeweils mit Auenboden, der an der Elbe bei Gallin enthommen wurde,
vermischt und fir 40 Tage bei 2Q inkubiert. Die unmarkierten Dicarbonséuren mit 12 und
18 Kohlenstofitomen 8a, 21a) dienten als Referenzen mit natirlicher Isotopenzusam
mensetzung. An den Inkubationstagen 3, 10 und 40 wurden Proben gemonmm eine
Phospholipidfetts&eanalyse (PLFAAnalyse) durchzufihren. Zudem erfolgte an den Tagen
1,2,3,4,6, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35 und 40 der Inkubation die EntreihereGasproheum

die Anreicherung des G@nit dem Isotop*C zu bestimmen (vgl. Kapitel 5.7).

3.3.2Quantifizierung der Phospholipidfettsauren(PLFA) und des CQ

Die Identifizierung und Quantifizierung der in den Proben enthaltenen PLFA erfolgte anhand
von GC/MSMessungen. Detaillierte Angaben zum Temperaturprogramnvetgrendeten
Messmethode und dem Injektionsvolumen finden sich in Kapitel 5.7.3.

Zur Auswertung wurdn die Peaks der extrahierten Fettsauremethylester (FAME) mithilfe der
bekannten Retentionszeiten von Standardsubstanzenideritilm Rahmen der PLEDeri-
vatisierung wurden gerne Fettsdurestandar@®lischung aus 29 Fettséduren) in 5 unter
schiedliclen Korzentratioen analog zu den PLFRroben mit Bortriflurid in Methanol
methyliert(vgl. Kapitel 5.7). Nachfolgend wurden die Peaks der FAME fir jedes Chremato
gramm integriert und das Verhdltnis zur Flache des Internen Standards 2 (IS 2) bestimmit.
Diese wurde den Proben im letzten Schritt der Probenvorbereitung zugefligt, bevor die
Uberfiihrung in die G&/ials stattfand. Zur Quantifizierung der FAME wurde fettsaure
spezifisch eine heare Kalibrierkurve mit den Xtmen Standards steigender Konzation

erstellt. Weiterhin wurden fur alle Proben die Wiederfindungsraten anhand der Flache des
Internen Standards 1 (IS 1) bestimmt, der zu Beginn der HbERktion zugegeben wurde.
Basierend auf diesem Wert konnte eine probenspezifische Korrektur derfigieaisn

Mengen der extrahierten Fettsauremethylester erfolgen. Finalewudie quantifizierten
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PLFA entsprechend ddfinwaagedes Bodensuf Gehalt pro Gramm Trockengewicht des

Bodens umgerechnet.

Die Quantifizierung des C{Qder Gasproben erfolgte anhand von-@€Essungen. AulRer den
Proben wurden auch 4 Prufgase mit bekannterp-Géhalt gemessen. Diese externen Stan
dards enthielten 400 ppm, 1500 ppm, 30@éhpnd 4000 ppm C£ Informationen zu der
verwendeten Messmethode Imefen sich in Kapitel 5.7.3.

Im Anschluss an die Messungen wurden die, 2€aks fur jedes Chromatogramm integriert
und die Flachen bestimmt. Zur Quantifizierung des, @& Gasproben wurde eine quadra
tische Kalibierkurve mit den 4 externen Standards stelgr Konzentration erstellt. Zuletzt
wurde mithilfe des quantifizierten G@nd des allgemeinen Gasgesetzes die Stoffmenge des

CQO,, das in den Mikrokosmen insgesamt enthalten war, berechnet.

3.3.3 And&CWete der

Die '*C/*C-Isotopenverhéltnissesier einzelnen Phospholipidfettsdauren wurden mittels
GC-C-IRMS-Messungen ermittelt. Das verwendete Temperaturprogramm war identisch dem
der GC/MSMessungen (siehe Kapitel 5.7.3 ). Detaillierte Angaben zu den Messbedingungen
der IRMSMessungen sind ebenfalls Kapitel 5.7.3 zu finden.

Der Abbau de®hasenmaterials der Sauler allembeihohen Temperaturekann durch den
zusa@tzlichen Eintrag ™~NCowert ‘erdatsdhennzar Duiftkérraktuo me n
im Chromatogramm wurden lineare Regressionen @eis ReferenzgaBeaks um die
FAME-Peaks berechnet. Die chromatographischen Drifte konnten nachfolgend entsprechend
der Steigung dieser Regression korrigiert wef&&h.

Weiterhin wurde nachgewiesen, dass @i#c-Werte in Abhéngigkeit von der Probenmenge
(Peakflache) aber auch a'fceeree tendierefff‘tHoheren z u
Injektionsmengen kdnnen beispielsweise zu unvollstdndigen Oxidationen in der Verbren
nungseinheit des GC-IRMS fiihren. Dabei wird das leichtere Isot3f bevorzugt oxidiert,
wahrenddessen das schwere Isdfgpdiskriminiert wird?*? Diese Isotopendiskriminierung
bewirkt eine Fraktionierung der Isotope und eine Anreicherung des entstehengd@assd

mit dem Isotop®C. Der ansc hl i%c@ernahtspgebtmamit Bichtmehr dem
urspriinglichert®c/*?C-Isotopenverhéltnis der injizierten Probe. Die Diskriminierung ¥n

konnte ebenfalls fur Derivatisierungsreaktionen bestatigt werden, insofern diese unvollstandig
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abliefen. Zudem wird durch die Veresterung der Fettsduren zusatzlicher Kohlenstddf in da
Molekiil eingebaut, wodurch d&¥C/*2C-Isotopenverhaltnis verandert wifd® Zur Korrektur

der Werte wurdenlinear und | ogari t hmi s c i@ewdenglereterren o n e n
Fettsdurestandards und ihren Flachen erstellt. Wenn beide Regressionen signifikant waren,
wurde die mit der héheren Signifikanz angewendet. Da'#&iWVert des Derivatisierungs

mittels Metlanol unbekannt war, wurde die Korrektur der Werte nach Glaser und Amelung
durchgefuhrf?®!

Di e™C-Werte derGasproben wurden mittels IRM8essungen bestimmt. Details zur

Durchfihrung der Messungen finden sich in Kapitel 5.7.3.

3.3.4 Kalkulation und statistische Analyse

Die Anreicherung der einzelnen PLFAs mi€ wurde in Anlehnung an das Mischmodell

nach Gedng et al. berechnet, welches die beiden Formeln miteinander kom§itfiert.
[C]PLFA_13C mark.:}PLFA_13C mark. = [C]PLFA_BG.:}PLFA_BG + [C]aufgen. 13¢c azuges. 13c

[CleLra 13¢ mark.= [Clpira e, + [Claufgen. 13c

[ClpLra 13c mark pLFA_Boraufgen. 13c Kohlenstoffgehalt von PLFA in markierten Proben/unmarkierten

Backgroundproben/aufgenommen aus zugesetX@markierten Disauren

IpLFA 13C mark PLFA BG/zuges. 13C 13C at% von PLFA in markierten Proben/unmarkierten

Backgroundproben/zugesetzté@-markierten Disauren

[Claufgen.13c beschreibt die molare Menge He, das von den zugesetztéd-Dicarbonsauren
stammt und in die jeweiligen Phospholipidfettsduren eingebaut wurde. Diese Stoffmenge
wurde durch die molare Menge der insgesamt applinigigeveiligen **C-markierten Di
carbonsaure geteilt und mit 100 multipliziert. Daraus ergibt sich der prozentuale Anteil des
¥%C-Einbaus in die PLFA bezogen auf die Menge der jeweiligen applizi&i@markierten
Dicarbonsaure.

Alle dargestellten Werteeigen den mittleren Standardfehler des Mittelwerts (SEM) der 4 Re
plikate jeder Probe. F3CWereivmede ein AusraRertest hach g e me
Nalimov mit einem Signifikanzniveau von 95% durchgefuhrt. Weiterhin wurden alle
prasentierten Dateeiner einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) unterzogen. Signifikante
Unterschiede zwischen den Werten wurden mit dem Tukey Honest Significance Difference
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(Tukey HSD) PosHoc-Test bestimmt. DaSignifikanzniveau wurde dabei ebenfalls 8696
festgelegt.

Die Anreicherung des GOnit *C wurde in Analogie zu den PLFRroben ebenfalls mithilfe

des Mischmodells nach Gearing et al. bestiffifitbas Modell erméglichtes, die molare
Menge an®*C zu ermitteln, die von den appliziertéfC-Dicarbonsduren stammte und
mikrobiell zu**CO, abgebaut wurde. Diese Stoffmenge wurde durch die molare Menge der
insgesamt zugefiigtei°C-markierten Dicarbonsaure dividiert und mit 100 multipliziert.
Somit wurde der prozentuale Anteil der insgesamt appliziéf@Dicarbonsaure, der zu
¥CO, verstoffvechselt wurde bestimmt AuRBerdem wurde der Fehler, der sich aus der
Undichtigkeit der Gefal3e ergab, mithilfe der quantifizierten,-8@ngen der dichten
Glasflaschen korrigiert. Da die zuerst als Mikrokosmen verwendeten Zentrifugenréhrchen
sich als undicherwiesen, wurde das Experiment mit dichten Glasflaschen wiederholt, um die

entstandenen GEMengen korrekt zu bestimmen (siehe Kapitel 5.6).

3.3.5 Mikrobielle Gruppierung

Mithilfe einer Faktorenanalyse konnten die unterschiedlichen PLFA in mikrol@elppen
eingeteilt werden. Die statistische Faktorenanalyse basierte auf den Mengen der jeweiligen
PLFA, die anhand der GC/MBessungen ermittelt wurden. Alle ubiquitar vorkommenden
Fettsauren wurden ausgeschlossen. Dabei handelt es sich um gesattigteaigiee Fett

sauren mit Kohlenstoffketten aus 12 bis 18 Kohlenstoffatomen, die in nahezu aller Mikro
organismen vorkommen und daher von geringer taxonomischer Bedeutuf§*sktknfalls
ausgeschlossenen wurden Fettsduren, deren detektierte Menge an der Nachweisgrenze lag.
Die PLFA wurden zu mikrobiellen Gruppen zusammengefasst, wenn sie auf dem gleichen
Faktor hoher als 0,5 oder niedriger al35. geladen waren. AnschlieRendolgte ein
Abgleich mit Literaturdaten, die durch die Charakterisierung von Reinkulturen gewonnen

wurden, um die mikrobielle Gruppierung der PLFA zu bestatigéh*!
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Tabelle 24: Mikrobielle Gruppierung basierend auf einer Faktorenanalyse des Phospholipidfettsaur&ehalts und
dem Vergleich mit Reinkulturergebnissen

Gruppe Abkurzung PLFA Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4
grampositive Bakterien Gil i15:0 -0,740779 0,609001 0,133415 0,056854
1 al5:0 -0,753289 0,458254 0,305996 0,028865
grampositive Bakterien G2 i17:0 0,771369 0,435940 -0,209943 0,030672
2 al7:0 0,904965 0,376244 0,001332 -0,035480
gramnegative Bakterier o1 18:1w9c  -0,345976 -0,850972 -0,091087 0,316180
1 18:1w7c  -0,302294 -0,873827 -0,095277 0,310045
gram”egatz"’e Bakterier - , 16:1w7c  -0,276995 -0,557065 0,077015  0,626315
Actinomyceten 1 Act 1 10Mel17:0 0,850039 0,258779 0,036843 -0,260237
ct 10Mel18:0 0,791717 0,561990 0,111281 -0,087584
Actinomyceten 2 Act 2 10Mel6:0 -0,263468 -0,392972 -0,599725 -0,018669
Pilze/vesikulare 16:1w5c 0,900204 '0,119944 0,319729 0,179558

arbuskuldare Mykorrhiza PVAM 180069  0,962637 0,140727  0,163242  -0,055385

Die Gruppierung der PLFA durch dimbination von statistischer Faktorenanalyse und den
Erkenntnissen aus Untersuchungen von Reinkulturen resultiert in der Bildung von 7 mikro
biellen Gruppen. Charakteristisch fur grampositive Bakterien sind die Fettsauren i15:0, i17:0,
al5:0 und a17:0. BiTabelle zur Faktorenanalyse zeigt, dass diese alle zwar auf den gleichen
Faktor geladen sind, sich jedoch beziglich der Faktorenladung entgegengesetzt verhalten. Es
erfolgt daher die Zusammenfassung der PLFA i15:0 und al5:0 mit negativer Faktorenladung

im Faktor 1 zur Gruppe der grampositiven Bakterien 1 (G+1). Die Fettsduren i17:0 und al17:0

mit positiver Faktorenladung im Faktor 1 bilden die mikrobielle Gruppe der grampositiven
Bakterien 2 (G+2). Kennzeichnend flr gramnegative Bakterien sind die PLRAY¥18:c ,

18: 1¥7c wund 16:1vy7c. Da die Fetts2uren 18:
geladen wurden, wurden sie zur Gruppe der garmnegativen Bakterieh) k¢@biniert. Die

PLFA 16: 1¥7c hingegen wurde auf dempp&Edekt or 4
gramnegativen Bakterien 2 (&) resultierte. Methylverzweigungen am zehnten Kohlen
stoffatom vom Carboxylende sind reprasentativ flr Bakterien der Gattung Actinomyces.
Diesbezuglich wurden die beiden detektierten Fettsauren 10Mel7:0 und 10Mel &tén

gleichen Faktor geladen und zur Gruppe der Actinomyceten 1 (Act 1) zusammengefihrt. Die
PLFA 10Mel6:0 hingegen wurde auf einem abweichenden Faktor geladen. Sie bildet die
Gruppe der Actinomyceten 2 (Act 2) .sichBumi den
Bi omar ker f ¢r Bodenpil ze. Da die Linols2ure

diese nur einen zuverlassigen Pilzindikator, wenn pflanzliches Material in der Prebe aus
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geschlossen werden kann. Aufgrund dessen wurde der Boden vor dentitriaeha

peri menten zur Abtrennung pflanzlicher Best
hohes Vorkommen in vesikularembuskularen Mykorrhiza auf. Sie wurde jedoch auch in
gramnegativen Bakterien gefunden, weshalb sie nicht als gespeeeifisch fur
vesikularearbuskulare Mykorrhiza interpretiert werden kann. Da sich die pilzliche Fettsaure

18: 2v6, 9 i n di esem Datenset j edoch ahnlich
vorliegenden Faktorenanalyse beide auf den Faktor 1 geladen wurden, eerfiodgt

Zusammenfassung zur Gruppe der Pilze und vesikuktaimskularen Mykorrhiza (P/VAM).

3.3.6 Auswertungder Ergebnisse

Auswertung der Phospholipidfettsauiaalyse

Alle dargestellten Diagramme zeigen den prozentualen Einbati@&isaure in die PLFA

der mikrobiellen Gruppen zu unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten bezogen auf die appli
zierte Gesamtmenge der jeweiligéfC-markierten Dicarbonsaure3lf, 21b, 23b, 39h).
Nachfolgend abgebildet sind zunachst die Diagramme fir deeibeGruppen der gram
positiven Bakterien G+1 und G+2.

0,008 0,008
2 G+l - G+2
_E 0,007 C E3Tage 5 0,007 ) W3 Tage
kH Byl
[ 10 Tage ;,"5q 10 Tage
O 0006 & 0,006
- B 40Tage z M 40 Tage
S 0,005 o § 0,005 b
E & a
? b 0,0004
w0
g 0,004 o 0,004
R 3 b
N a
@ 0,003 b S 0,003 0,0002 \
o 2 a a
ES 8 |
S 0,002 < 0,002 0,0000 - -
- a 3 3
c a d 2
= a4 a c
T 0001 3 a i 3 £ 0,01 I a R
a - =
- ad a a
0 ' i s i I . U,DCO - sk -_-__
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Abbildung 69: Einbau der **C-markierten Sauren in die PLFA der grampositiven Gruppen G+1 und G+2

Beide Gruppen der grampositiven Bakterien (G+1, G+2) kdnnen die Dicarbonsaure mit 12
Kohlenstoffatomen am effektivsten fir den Aufbau ihrer PLFA nutzten. An Tag 3 betrug der
Einbau in die PLFA fur beide grampositiven Gruppen 0,0064% der urspriinglich zigese
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[1,12-1°C;]Dodecandisaure3p). Dieser Wert erscheint zunéchst relativ niedrig. Es muss
jedoch beachtet werden, dass die Diagramme lediglich die Fettsauren betrachten, die den
jeweiligen Gruppen aufgrund der Faktorenanalyse zugeordneten wurdenil&61:a15:0;
G+2:i17:0, al17:0) und die Fettsauren einen sehr kleinen Anteil der mikrobiellen Biomasse
der jeweiligen Zellen darstellen. Es kann davon ausgegangen werden, dass die zugesetzten
Dicarbonsauren von den Mikroorganismen nicht nur fur die Sgatber ZellmembraKom-
ponenten gebraucht werden, sondern auch zum Aufbau anderer Zellbestandteile verwendet
werden kénnen. So bestimmten Gunina et al. und Dippold et al*@ianreicherung der
extrahierbaren mikrobiellen Biomasse und zeigten, dasslitédigin Teil der mikrobiell
genutzten*3C-Substanzen in die PLFA integriert wurde?® Weiterhin wird ein Teil der
3c-angereicherten Disauren zum Zwecke des Energiegewinns im Zitronensaurezyklus oxi
diert, sodas$*C als**CO, aus dem Boden entweicht. Die Menge"¥@markierter Dicarbon

saure, die in die PLFA aufgenommen wurde, giemnach keine Information dartber,
wieviel der applizierten Carbonsauren insgesamt mikrobiell genutzt wurden. Zur Abschatzung
der Kohlenstoffnutzung im Katabolismus, also der Veratmung der Fettsauren,zw@@e
das**CO,, das wahrend der Inkubationsexperimente entstand, bestimmt. Aufggibriigse

wird im spateren Textverlauf eingegangen.

Fur beide grampositive Gruppen (G+1, G+2) ist von Tag 3 bis Tag 40 eine deutliche Abn
ahme ded®C-Gehaltes in den PLFA zu erkennen. Der Einbau'#f@markierten Dodecandi

saure 8b) in die Membranfettsauren umfasst fur die Gruppe G+1 an Tag 40 nur noch
0,0027% und fir die Gruppe G+2 am gleichen Udi32% der applizierten Gesan@nge.

Die Menge der in die PLFA aufgenommenté@-markierten Dodecandis&urgh) hat sich im
Vergleich 21 Tag 3halbiert. Dies zeigt, dass die Halbwertszeit der mikrobiellen PLFA in
Bdden kurz ist, wodurch ein hoher Umsatz dieser Zellbestandteile bestatigt wird. Nach dem
Zelltod ereignet sich ein rascher Abbau der PLFA durch Phospholipasen. Da imdeaufe
Inkubationsexperimentes keine erneute Zud&Bemarkierter Dicarbonséuren erfolgte, nahm

die **C-Anreicherung der PLFA mit der Dauer des Experimentes ab.

Die **C-markierten Dicarbonsauren mit 18, 22 und 30 KohlenstoffatorBbn2lb, 23b)
konnen von dendden grampositiven Gruppen deutlich weniger effizient genutzt werden als
die [1,12'°C;]Dodecandisaure3p). So fallt beispielsweise der Einbau der [1}i8,]Octa
decandisaure2(Lb) in die PLFA der G+2 an Tag 3 funfmal niedriger aus als die Inkorporation
der **C-markierten Dodecandisaurgh) zu diesem Zeitpunkt. Fiir die Gruppe G+1 und die

anderert*C-markierten DicarbonsaurefX(b, 23b, 39b) ergeben sich dhnlich niedrige Werte.
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3 Ergebnisse und Diskussion

In Analogie zur [1,12°C;]Dodecandiséure3p) ist fiir diese'*C-markierten Disauren von

Tag 3 bis Tag 40 ebenfalls eine Abnahme 'd€sEinbaus in die PLFA zu erkennen. Dieser
Trend kann jedoch statistisch nicht nachgewiesen werden.

Ein abweichendes Ergebnis prasentiert lediglich die f1}@g@Docosandisaure2@b) beziig

lich der Aufnahme in die PLFA der Gruppe G+2 an Tag 3. Zu diesem Zeitpunkt konnte keine
Inkorporation der**C-markierten Docosandisaur@3p) in die Membranfettsduren nachge
wiesen werden. Nach einer Inkubationsdauer von 10 und 40 Tagen zeigtmgedeh, dass
geringe Mengen der applizierten [1,2Z;]Docosandisaure2@b) in die PLFA aufgenommen
wurden. Statistisch ist kein Unterschied zwischen den Werten der Tage 10 und 40 nach
weisbar. Es ist jedoch ein Trend dahin gehend erkennbar, dass d&hfe def>C-Saure in

die PLFA mit der Inkubationsdauer zunimmt. Bei der Docosandisaure handelt es sich um eine
U , -Bicarbonséure, die besonders h&ufig in groRBen MengeBuberin von Pflanzemu
finden ist??® Dies fuhrt zur Annahme, dass diese S&aure bessn@sistent gegen den
Abbau durchMikroorganismen ist und daher einen haufigent&adteil der hydrophoben
Schutachicht darstellt. Es ist moéglich, dass die Mikroorganismen der K2 Enzyme
aufweisen, die auf den Abbaader die Transformation der [1,22C;]Docosandisaure2@h)
spezialisiert sindWie sich an den Aufnahmen anderer mikrobieller Gruppen zeigt, kommt es
im Laufe der Zeit doch zu einem teilweiseimsatz der**C-Docosandisaure28b). Enzy
matisch gespaltene Bruchstiicke und Metabolisierungsprodukte der*i@;l2ocosandis

aure @3b) kdnnen dabei von den Mikroorganismen der G+2 Gruppe fur den Aufbau ihrer
PLFA genutzt werden. Dies kann erklaren, warum™d@Anreicherung der PLFA, die der

Gruppe G+2 zugeordnet wurden, erst nach langerer Inkubationsdauer erfolgt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Nachfolgend sind die Diagramme zum Einbau d€rmarkierten Dicarbonsaurest, 21b,
23b, 39b) in die PLFA der gramnegativen Bakteriengruppeh @hd G2 dargestellt.
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Abbildung 70: Einbau der **C-markierten Sauren in die PLFA der gramnegativen Gruppen G1 und G-2

Auf den ersten Blick ist erkennbar, dass die gramnegativen Grupp&n@Q@) in Analogie

zu dengrampositiven Gruppen (G+1, G+2) die kurzkettige [-¥2]Dodecandisaure3p)

am effizientesten zum Aufbau ihrer PLFA nutzten kdonnen. Weiterhin fallt auf, dass die
gramnegativen Gruppen weitaus hthere Mengen@emarkierten Dodecandisaure in ihre
PLFA eingebaut haben als die grampositiven Bakteriengruppen. So waren nach 3 Tagen fast
0,0551% der applizierten [1,£2C;]Dodecandisaure3p) in die Membranfettsauren der
Gruppe G1 inkorporiert. Die Gruppe G nutzt somit fast neunmal mehr [1;¥Z;]Dodeca-

disaure 8b) fur den Einbau in ihre PLFA (0,0064%) als die Gruppen der grampositiven
Bakterien G+1 und G+2. Fir die Gruppe®etragt dieser Wert 0,0174%. Von Tag 3 zu Tag

40 ist im Diagramm eine Abnahme d€€-Einbaus in die PLFA zu erkennen, die jebo
statistisch nicht nachgewiesen werden kann.

Verglichen mit den anderen mikrobiellen Gruppen waren die gramnegativen Bakterien
gruppen Gl und G2 in der Verwertung der [1,32C;]Dodecandisaure3p) am aktivsten.

Sie konnten die**C-markierten Dodecandisaure3p) am besten nutzen und die hdchste
Aufnahme in ihre PLFA erreichen, was auch ihren hohen Umsatz bestatigt. Dies passt gut zur
Beobachtung von Griffith et al., dass gramnegative Bakterien am schnellsten auf die Zugabe
von organischen Moléken im speziellen gut verfiigbaren Kohlenstoffquellen reagfétén.
Dadurch verschaffen sie sich einen Vorteil gegeniiber anderen mikrobiellen GRifipen.

Die *C-markierten Dicarbonséduren mit 18, 22 und 30 Kohlenstoffatora&h, @3b, 39b)

wurden in deutlich geringeren Mengen als die [#12]Dodecandiséure3p) in die PLFA
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3 Ergebnisse und Diskussion

der gramnegativesruppen Gl und G2 eingebaut. Sie entsprechen ungefahr der Grdl3en
ordnung die fur die grampositiven Gruppen (G+1, G+2) ermittelt wurde. Zudem ist ein Trend
fur die [1,18'%C;]Octadecandisaure2{b) und die [1,36"C,]Triacontandisaure30b) er
kennbar, nachdem defC-Gehalt der PLFA mit steigender Inkubationsdauer abnimmt.
Statistisch konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede der Werte bestatigt werden. Die
[1,22-3C;]Docosandisaure 2@Bb) verhalt sich gegensatzlich, was méglichereeauf die

bereits angesprochene hodhere Resistenz dieser Disdure gegeniber mikrobiellem Abbau

zuruckzufihren ist.

Dasfolgende Diagramm zeigt die Aufnahme d&-markierten Diséurerp, 21b, 23b, 39b)
in die PLFA deiGruppe der Pilze und vesiculararbuskularen Mykorrhiza (Pilze/VAM).
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Abbildung 71: Einbau der **C-markierten Sauren in die PLFA der eukaryotischen Gruppe Pilze/VAM

Wie auch alle anderen bisher betrachteten mikrobiellen Gruppen, kann auch die Gruppe der
Pilze/VAM die [1,12'%C,]Dodecandisdaure3p) am effizientesten fiir den Aufbau ihrer
Membranfettsduren verwenden. Die Menge d€rmarkierten Dodecandisaurgb), die in

die PLFA inkorporiert wurde, fiel jedoch viel geringer aus als bei den grampositihan u
gramnegativen Bakteriengruppen (G+1, G+21,G-2). Sie umfasste nach einer Inkubations

zeit von 40 Tagen lediglich 0,0015% der applizierten Gesamtmenge. Der prozentuelle
Hochstwert fir die Inkorporation der [14%,]JDodecandisdure3p) in die PLFA cr
Pilze/VAM fiel somit 36 mal niedriger aus als fir die Gruppe der gramnegativen Bakterien
G-1 an Tag 3. Dies entspricht den Erkenntnissen von Gunina et al., die feststellten, dass
niedermolekulare organische Substanzen im Allgemeinen in hoheren Menden RhFA

von Bakterienzellen als in die PLFA von Eukaryoten eingebaut wéreSomit unter
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3 Ergebnisse und Diskussion

scheiden sich die hier eingesetzten Disauren nicht wesentlich von anderen niedermolekularen,
bisher als Tracer eingesetzten, Substanzen.

Entgegen dem Verhalten der prokaryotischen Gruppen nahm die Men&i€dearkierten
Dodecandisaure, die in die PLFA aufgenommen wurde, mit steigender Inkubationsdauer zu.
Die eukaryotischen Zellen der Pilze und vesikulgadsuskularen Mykorrhiza sind ihrem

Aufbau groBer und komplexer als die Bakterienzellen, wodurch sie Uber einen langsameren
Umsatz verfugef>®! Dementsprechend dauert die Anreicherung der PLFA der Eukaryoten
mit *3C langer?°]

In Analogie zu den betrachteten Bakteriengruppen konnte die Gruppe der Pilze und
vesikularerarbuskularen Mykorrhiza di€C-markierten Dicarbonsauren mit 18, 22 und 30
Kohlenstoffatomen Z1b, 23b, 39b) deutlich weniger effizient fir den Aufbau ihrer PLFA
nutzten als die [1,1¥*C,]JDodecandisdure3p). Zwischen den genannteiC-markierten
Dicarbonsauren2(b, 23b, 39b) waren keine signifikanten Unterschiede in der Medge
Einbaus in die PLFA erkennbar.

Im Folgenden ist das Diagramm zum Einbau Hé€rmarkierten Dicarbonsauresi{, 21b,
23b, 39b) in die PLFA der Gruppen der Actinomyceten (Act 1, Act 2) abgebildet.
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Abbildung 72: Einbau der **C-markierten Sauren in die PLFA der Gruppen der Actinomyceten Acl und Act2

Bei Actinomyceten handelt es sich um grampositive Bakterien, die nicht nur als Einzelzellen
vorkommen kdnnen, sondern haufig ein fadenformiges Geflecht bilden. Sie gehéremzwar z
den Prokaryoten, kdnnen in ihrem Verhalten aber auch Eukaryoten ahneln. Die Gruppe Act 1

konnte wie auch alle anderen Mikroorganismengruppen die-{CLIDodecandis&ure3p)
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am besten zum Einbau in ihre PLFA nutzten. Die maximal aufgenommene Mejegocst

relativ gering und betrug an Tag 3 0,0024% der applizierten-{fCLIDodecandisaure3p).
Wahrenddessen fir Tag 10 kein Wert ermittelt werden konnte, scheint die Menge an in
korporierter**C-markierter Dodecandisaur8t) nach 40 Tagen geringer sein als nach 3
Tagen. Demnach wiurde sich die Gruppe Act 1 in ihrem Umsatz wie Bakterien verhalten.
Dieser Trend ist jedoch statistisch nicht nachweisbar. Zudem féllt der Fehlerbalken bei Tag 40
sehr grol3 aus.

Die *C-markierten Dicarbonsauren mit 18 u@l Kohlenstoffatomen2(Lb, 39b) werden in
deutlich geringeren Mengen in die PLFA der Gruppe Act 1 aufgenommen. Es ist ein Trend
erkennbar, nachdem d&/C-Gehalt der Membranfettsauren mit steigender Inkubationsdauer
abnimmt. Statistisch konnten jedoch neeisignifikanten Unterschiede zwischen den Werte
festgestellt werden. Fir die [1,22;]Docosandisaure3p) konnte keine Inkorporation in die
PLFA der Gruppe Act 1 nachgewiesen werden. Ein Grund hierfiir kdnnte die bereits zuvor

erwahnte hohe Resistenz der Saure gegentuber mikrobiellem Abbau sein.

Die Gruppe Act 2 war in der Verwertung der [1£€,]Dodecandidure 8b) sowie der
[1,183C;]Octadecandisaure{b) am aktivsten. Beide Dicarbonsauren wurden zu maximal
0,0014% der applizierten Gesamtmenge in die PLFA eingebaut. WahrenddesSenAdie
reicherung der PLFA beziiglich der [1;XZ,]Dodecandisaure3p) nach 40 Inkubationstagen
signifikant zugenommen hatte, ist fir die [1£8,]Octadecandisaure2{b) ein Trend zur
Abnahme der**C-Anreicherung mit steigender Inkubationsdauer erkennbar. Demnach ver
halten sich die Actinomyceten Act 2 betreffend der [£2]Dodecandisaure3p) wie
eukaryotische Zellen, da df€-Anreicherung mit fortschreitender Zeit zunimmt. Eine solche
Beobachtung kann jedoch auch auf die Aufnahme nicht®@emarkierten Dodecandiséure
(3b) selbst, sondern der Nekromasse oderMietabilisierungsprodukte der Disaure zuriick
zufuihren sein. Eine Praferenz der Verwendung von Metaboliten und Nekromasse durch Acti
nomyceten wurde bereits von Apostel et al. nachgewé$éBeziiglich der1,183C,]Oc-
tadecandisaure2lb) entspricht das Verhalten der Act 2 allerdings dem typischen Verhalten
prokaryotischer Zellen mit einer schnellen Umsatzdynamik.

Die maximale Menge der [1,36C,] Triacontandisaure3@b), die zum Aufbau der PLFA von
denAct 2 verwendet wurde, umfasst ein Drittel der Menge der in die PLFA aufgenommenen
[1,12°C;]Dodecandisaure 3p) und [1,18%°C,]Octadecandisaure2{b). Im Diagramm
nimmt mit steigender Inkubationsdauer §&-Gehalt der PLFA ab. Demnach entspricht das

Verhalten der Gruppe Act 2 beziiglich der [£:30,] Triacontandisaure39b) dem prokarye
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tischer Zellen. Die [1,22°C,]JDocosandisaure2@b) wies die geringste Verwertung zum
Aufbau der PLFA der Gruppe Act 2 auf. Zwischen den unterschiedlictkeiationsdauern
bestanden keine signifikanten Unterschiede. Die Tatsache, dass die {L]P®cosan
disdure 23b) fur die Actinomycetengruppe Act 2 ebenfalls in deutlich geringeren Mengen
nutzbar ist als die anderéfC-markierten Dicarbonsauren, beg#die Annahme, dass die

Docosandisaure besonders resistent gegen den Abbau durch Mikroorganismen ist.

Nachfolgend dargestellt ist ein zusammenfassendes Diagramm fiir den EinbdG-Der
sauren in alle detektierten PLFA zu den unterschiedlichen Inkusa@uern. Betrachtet

wurden alle Fettsauren, die auch in der Standardmischung vorhanden sind (vgl. Kapitel 5).
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Abbildung 73: Einbau der **C-markierten Sauren in die PLFA von Mikroorganismen

Das Diagramm zeigt, dass insges@ni36% der zugesetzten [1;Y€,]Dodecandis&ure3p)

von Mikroorganismen in ihre PLFA eingebaut wurde. Alle andéf@markierten Dicarbon

sauren wurden in weitaus geringeren Mengen zum Aufbau von Membranfettsduren genutzt.
Die [1,12"%C,]Dodecandis&uré3b), bei der es sich um die applizierte Carbonsaure mit der
kurzesten Kohlenstoffkette handelt, kann offensichtlich von den Mikroorganismen am besten
verwertet werden. Es scheint, als verfugten die Mikroorganismen tber Enzyme, die diese
Kettenlange besaters effektiv nutzen kénnen. Die signifikante Abnahme ‘désGehaltes

mit ansteigender Inkubationsdauer bestétigt, dass es sich bei den Hauptkonsumenten der
S&ure um Bakterienzellen mit hohem Umsatz handelt. Dies deutete daraufhin, dass Dicarbon
saurekohdénstoff, wenn er mikrobiell aufgenommen wurde, eine kurze Verweildauer im

Boden zeigen wird. Gunina et al. filhrten &hnliche Versuche'3@imarkiertem Palmitat
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durch[®*® Die Menge des Palmitats, das von den Mikroorganismen in die PLFA eingebaut
wurde, war jedoch verglichen mit défC-markierten Dicarbonséuren deutlich hdher. Beim
Palmitat landelt es sich um das am haufigsterkommende Fettsdureanion in Bakéerund
Pilzen, welches zudem eine Vorstufe fiir die Synthese komplexerer Fettsauren HaFstellt.
Dies begrundet vermutlich die hohere mikrobielle Verwertbarkeit des Palmitats.

Die Diagramme zur*C-Inkorporation der unterschiedlichen mikrobiellen Gruppen zeigen,
dass die grammnegativen Bakteriengruppe @engenmaRig die meiste [1;Z,]Dodecan
disaure 8b) in ihre PLFA integrierte.

Weiterhin wurden di¢*C-angreicherten Dicarbonsauren der Kettenlangen G, und Gy

(21b, 23b, 39b) wurden von den Mikroorganismen in deutlich geringeren Mengen in die
PLFA eingebaut. Zwar weisen die Werzum Einbau det*C-markierten Dicarbonsauren
bezuglich der unterschiedlichen Kettenlangen und Inkubationsdauern keine signifikanten
Unterschiede auf, jedoch sind Trends erkennbar. Betrachtet man die Balken des Diagramms,
scheint es, als wiirde die [1;3&,]Octadecadiséaure 21b) in groReren Mengen von den
Mikroorganismen verwendet werden als die langerkettige {£@JTriacontandisaure30b).
Weiterhin ist fir beide Sauren ein Trend zur Abnahme '‘désGehaltes mit steigender
Inkubationsdauer erkennhawas auf eine Uberwiegende Nutzung durch Bakterien mit
schnellem Kohlenstoffumsatz hindeuten kdnnte.

Es sieht ausals wiide die [1,22"°C;]Docosandisdaure2@b) in geringeren Mengen als die
anderen*C-markierten Dicarbons&uren mikrobiell verwertet werden. Ein Trend zur Abnah
me der*C-Inkorporation mit steigender Inkubationsdauer ist nicht erkennbar. Dies entspricht
der Vermutung zur héheren Stabilitdt der Docosandisaure, selbst wenn sie dem ftgkrobie

Metabolismus zugefuhrt wurde.

AbschlieRend lasst sich zusammenfassen, dass alle appliZi€@terarkierten Dicarbonsau

ren mikrobiell genutzt wurden. Die [1,42C;]Dodecandisaure3p) konnte von den unter
schiedlichen Mikroorganismengruppen, ausgemen der Gruppe Act 2, mit groRem -Ab
stand am effizientesten zum Aufbau ihRiFA verwendet werden. Ein Grund hierfur kénnte

die hohere Wasserloslichkeit der Dodecandisa@yeuqd ihre damit verbundene partielle
Verfluigbarkeit aus der Bodenlésung seinn@ell nimmt de Loslichkeit der Disduremit
steigender Kettenlange ab. Fir die Gruppe Act 2 zeigte sich, dass diese Actinomyceten die
[1,12-°C;]Dodecandisaure3p) und [1,18%C,]Octadecandisaur@{b) zu gleichen Anteilen

in ihre Membranfettsduren einbautexllgemein wurde festgestellt, dass die grampositiven

und gramnegativen Bakteriengruppen (G+1, G+21,352) die mengenmalig hdchste
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Inkorporation der'*C-markierten Dicarbonséuren erreichten. Dikisst sich mit ihrem
hoéheren Umsatz gegeniiber eukaryotiacBellen begrinden. Mit Ausnahnaer Docosan
disdure 23b), ist ein Trend dahin gehend erkennbar, dass die Verwertbarkeit der
Dicarbonsauren fur die Mikroorganismen mit steigender Kettenlangémuadin Diese
Erkenntnis geht mit ihrer abnehmender Loslichkeit in Wasser einher. Auffallig ist, dass die
Docosandisaure dieser Regel nicht folgt, sondern besonders resistent gegen mikrobielle
Zersetzung zu sein scheint. Dies liefert einen wichtigen Hinveeis die potentielle
Coevolution des pflanzlichen und mikrobiellen Metabolismus. Die hdchste Abundanz
derjenigen Dicarbonsduren im Suberin, welche die geringste mikrobiell Abbaubarkeit und
Verwertbarkeit aufweist, deutet klar darauf hin, dass hier Defiaite mikrobiellen
Metabolismus die Entwicklung der Cutinnd Suberinzusammensetzung gesteuert haben. Die
gewonnen Erkenntnisse liefern einen wertvollen Beitrag zur Aufklarung des Kreislaufes der

Cutin- und Suberinmonomere im Boden.

Auswertung det*CO,-Werte

Die nachfolgenden Diagramme zeigen den prozentuellen Anteil der applizié@enar
kiertenDicarbonsauren3p, 21b, 23b, 39b), der von den Mikroorganismen ZICO, veratmet

wurde, bezogen auf die unterschiedlichen Zeitpunkte der Gasprobenentnahme wahrend des
Inkubationsexperimenteslierbei ist anzumerken, dass auf die Darstellung der Werte fur die
an Tag 40 entnommen Gasproben verzichtet wubiese zeigten fir & 4 *3C-markierten
Dicarbonsauren3p, 21b, 23b, 39b) deutlich erhohte*CO,-Mengen im Vergleich zu den
anderen Eitpunkten Es wird vermutet, dass die Enthahmemenge oder der Entnahmezeit
punkt fehlerhaft waren. Die genaue Ursachenklarung setzt jedoch die erneute Durchfiihrung
des Experimentes voraus. Im Falle der Wiederholung der Inkubation wéare es sinnvoll, den
Inkubationszdraum signifikant auf beispielsweise 60 Tagei verlangern und die Gaspro
benentahme in geringen Abstanden vor2 Tagen durchzuflhren. Erst nach demesiten
Durchfihrung des Expemnentes kann mit Sicherheit geklart werden, ob die Abweichungen
durch Fehlebei der Gasprobenentnahme resultierten, oder ob die von den Mikroorganismen

veratmete Menge ab Tag 40 tatsachlich wieder zunimmt.
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Abbildung 74: Kumulatives **CO, aus dem Boden

Die Diagramme zeigen den prozentualen Anteil'd@markierten Dicarbonsauren, die mikrobiell GO,
verstoffwechselt wurden, bezogen auf applizierte Gesamtnté@gearkierter Disauren (Kettenléangen,C
Cis Gy und Gg) zu unterschiedlicheBeitpunkten.

Beim Betrachten der Diagramme fallt auf, dass die [{3CZDodecandisaure3p) mit
groBem Abstand am effizientesten von den Mikroorganismen verstoffwechselt werden
konnte. Nach 35 Tagen Inkubationsdauer wurden insgesamt 25% der ursprimgle
setzten**C-markierten Dodecandisaurgh) zu **CO, veratmet. Der gréRte Teil davon wurde
Uber den Zeitraum von 6 Tagen verstoffwechselt. Bis zum Tag 6 wurden insgesamt 22% der
applizierten [1,12°C,]Dodecandisaure3p) von den Mikroorganismen katabolisch genutzt.

In dem Zeitraum von Tag 6 bis Tag 35 erfolgte lediglich eine Erh6hung des Wertes-auf ins
gesamt 25%. Die Menge dé&iC-markierten Dodecandis&ur8hy, die mikrobiell veratmet

wurde, wurde im Laufe des Experintes taglich geringer. Da sich das kumulatf@0, von
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tag 30 bis Tag 35 um lediglich 0,3% erhdhte, kann davon ausgegangen werden, dass dieser
Wert auch nach langerer Inkubationsdauer kaum noch angestiegen ware.

Die Dicarbonsauren mit den Kettenlangen, ©,, und Gy (21b, 23b, 30b) konnten von den
Mikroorganismen in deutlich geringeren Mengen zum Energiegewinn verstoffwechselt
werden. Von der applizierten [1,4&C;]Octadecandisaure2q{b) wurden bis zum Tag 40
lediglich 1,56% mikrobiell veratmet. Fur edi[1,22°C;]Docosandisdure2@b) ergab sich
nach dieser Zeitspanne ein noch geringerer Wert von 0,21%. Die'fC3Uriacontandi

saure 89b) wurde in &hnlich geringen Mengen katabolisch genutzt. Nach 35 Tagen konnten
nur 0,19% der zugesetztetC-Triacantandisaure39b) von den Mikroorganismen abgebaut
werden. Die taglich verstoffwechselte Menge der [38]Octadecandisaure{b) und der
[1,22-33C;]Docosandisdure 2@b) wird ab Tag 10 erkennbar geringefiir die [1,30

3¢, Triacontandiséure 30b) scheint die veratmete Menge (ber die komplette Zeitspanne
gleichbleibend zu sein. Die Kurve des kumlativd®O, verlauft fir diese Disaure von Tag 1

bis Tag 40 nahezu linear.

Insgesamt brauchen die Mikroorganismen mehr Zeit zum Abbau der langerk&iGgear
kierten Dicarbonséaurer2{b, 23b, 30b). Im Gegensatz zu der Dodecandisausb),( die
deutlich schneller von den Mikroorganismen verstoffwechselt wird, ist fir die Kurve des
kumulativert’CO, bei den genannten Disauren keine Anndherung an einen Endwe
erkennbar. Es sieht so aus, als wiirdertiiemarkierten Disaurer2(Lb, 23b, 30b) auch nach
Ablauf der 35 Tage Inkubationszeit weiter mikrobiell abgebaut werden. Dies kdnnte damit
begriindbar sein, dass di&C-Dicarbonsduren2(lb, 23b, 30b) im Vergleich zur **C-Do-
decandisaure3p) nach dieser Zeitspanne noch in deutlich groReren Mengen im Boden

vorliegen.

Ein Grund fiir den langsameren Abbau Hig-markierten Disauren2(Lb, 23b, 30b) kénnte,

wie bereits bei den PLFErgebnissen erwahnt, die Wasserldskeit darstellen, die mit
steigendem Molekulargewicht der Dicarbonsduren abnimmt. Die hydrophobe Wirkung des
Kohlenstoffgeriistes nimmt mit der Anzahl der Kohlenstoffatome zu. Demnach weist die
kurzkettige Dodecandisaure3k)) die hochste Verfugbarkeit auder Bodenlésung auf,
wodurch sie fir die Mikroorganismen besser verflgbar ist.

Es ist ein Trend dahingehend erkennbar, dass die Menge der applizig-erarkierten
Dicarbonséure, die mikrobiell Z4CO, veratmet wird, mit steigender Kettenlange tf&-Di-
sauren abnimmt. Dieses Ergebnis entspricht den Beobachtungen detARB&en. Auch

dort wurde die*C-Dodecandisauredb) verglichen mit den anderen applizierté8-markier
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3 Ergebnisse und Diskussion

ten Dicarbonséaurer2{b, 23b, 30b) von den Mikroorganismen mengenmaliig am teais
ihre PLFA eingebaut.

Durch die Bestimmung der katabolischen Kohlenstoffnutzung ist es mdglich, die gesamte
Kohlenstoffmenge, die mikrobiell genutzt wurde, abzuschatzen. Dabei handelt es sich sowohl
um den Anteil der jeweiligen appliziertéfC-markierten Dicarbonséaure, der von den Mikro
organismen zum Zwecke der Energiegewinnud*@D, veratmet wurde (katabolische Pro
zesse), als auch um den Anteil §&-markierten Dicarbonsaure der zum Aufbau von mikro
bieller PLFA oder anderen Zellbestagiten verwertet wurde (anabolische Proze%&8)Der
prozentuelle Anteil der zugefiigtéAiC-markierten Dis&ure, die von den Mikroorganismen
veratmet wurde (Katabolismus), kderiiber die Anreicherung dé¥CO, mit dem Isotop™>C
bestimmt werdenlnnerhalb unterschiedlicher Waldékosysteme kann die Kohlensteffnut
zungseffizienz (CUE) zwischen 20% und 80% variidféh. Der im Boden ermittelte
CUE-Wert betragt durchschnittlich 50%# Im weiteren Verlauf des Textesird daher eine
Kohlenstoffnutungseffizienz (CUE) vorb0% angenommen. Dies&Wert beschreibt den
Anteil der'®C-Disaure, der anabolisch verwertet wurde bezogen auf die Mend&Cderar

kierten Dicarbonsaure, die insgesamt mikrobiell genutzt wurde.

#5% 100

Demnach ist bei eér Kohlenstoffnutzungseffizienz (CUE) von 50% die Menge'd@mar

kierten Dicarbonsaure, die zum Aufbau mikrobieller Biomasse verwendet wurde, gleich der
Menge, die zur Respiration genutzt wurde. Die Addition der prozentuellen Anteile der kata
bolischenund der anabolischen Kohlenstoffnutzung ergeben bezogen auf die applizierte Ge
samtmenge der jeweiligéfiC-markierten Dicarbonsaure, den Anteil der insgesamt mikrobiell

genutzt wurde.

Von der dem Boden zugefiigten [1-%Z;]Dodecandisaure3p) wurden ingesamt 25%
mikrobiell veratmet. Bei einer angenommenen CUE von 50% liegt der Anteil der insgesamt
mikrobiell genutzter*C-Dodecandisaure3p) bezogen auf die applizierte Gesamtmenge bei
50%. Die andere®’C-markierten Dicarbonsaure2b, 23b, 30b) wurdenin weitaus gerin

geren Mengen mikrobiell verwertet. Fur die mikrobielle Gesamtnutzung der'fG4®cta
decandisaure2(b) ergab sich ein Wert von lediglich 3,12%. Bezuglich der applizierten
[1,22-3C,]Docosandisaure2@b) wurden insgesamt nur 0,42% mokiell verwertet. Fiir die
[1,30-1°C,]| Triacontandisaure3Qb) lag dieser Wert bei 0,38%.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Verglichen mit den prozentuellen Anteilen der appliziertd®-markierten Fettséaurerslg,

21b, 23b, 30b), die von den Mikroorganismen in ihre PLFA eingebaut wurdeérmles Anteil

der *C-Dicarbonséauren, der katabolisch genutzt wurde, um zwei GréRenordnungen groRer.
Wahrend 25% der applizierten [1;3%C;]Dodecandiséure3p) veratmet wurden, wurden nur
0,136% del’C-Disaure zum Aufbau von PLFA verwendet. Dies bestatige, bereits zu
Beginn deKapitels 3.3.6 erwédhntlass der Einbau in die PLFA lediglich einen kleinen Tell

der gesamten mikrobiellen Verwertung widerspiegelt.

Parallel zur Verwertung défC-markierten Dicarbons&ureBk, 21b, 23b, 30b) durch Mikro
organismen wird ein Teil défC-Dicarbonsauren in die unbelebte organische Bodensubstanz
(Humus) eingebaut. Aufgrund ihrer grol3en Oberflache stellt die organische Substanz des
Bodens einen wichtigen Sorbenten fir organische und anorgar8sctie dar. Sie enthalt
hydrophobe Bereiche, die mit den hydrophoben Kohlenstoffketten “markierten
Dicarbonsauren3p, 21b, 23b, 30b) wechselwirken und diese somit stabilisieren koriffeh.
Hinzukommend kénnen Veresterungen stattfinden, sodass ein Teil’@dicarbonsauren
kovalent an die organische Substanz gebunden wird. Die Bindung*@enarkierten
Dicarbonsauren an die organische Bodensubstanz wirkt einem weiteren mikrobiellen Abbau
entgegenLetztlich flihren die Stabilisierungsprozesse zu einer deutlichen Verlangsamung der
mikrobiellen Abbaurat&*® Dies konnte die Annaherung der Kurdes kumulativert*CO,,

dasdie katabolische Nutzung d&iC-Disauren 8b, 21b) durch Mikroorganismen beschreibt,

an einen Endwert erklaretm Falle der [1,12"°C;]Dodecandisaure3p) wurden nach 35
Tagen Inkubationsdauer 25% der urspriinglich zugeset?@markierten Dodecandiséure

(3b) mikrobiell zu*3CO, veratmet.Das Diagramm zeigt, dass nach 6 Tagen bereits 22% der
applizierten'*C-Dodecandisaure verstoffwechselt wurden und bis zum Tag 35 lediglich eine
Erhéhung des Wertes um 3% stattfand. Wie bereits erwahnt, ergibt sich mit der ange
nommenen CUE von 5096 die mikrobielle Gesamtnutzung der [1;¥Z;]Dodecandisaure

(3b) ein Wert von 50%. Die Ergebnisse fuhren zur Annahme, dass die verbleibenden 50% der
urspriinglich zugesetzten [1;:3%;]Dodecandisaure3p) an die organische Bodensubstanz
gebunden wurdeand daher mikrobiell nicht abgebaut werden kénnen.

Die langerkettigen-*C-markierten Dicarbonsaure2ib, 23b, 30b) werden von den Mikro
organismen deutlich langsamer2G0, abgebaut. Im Gegensatz zu der Dodecandis3bije (

ist fur die Kurve des kumulizen **CO; bei den genannten Disauren keine Annéherung an
einen Endwert erkennbar, weshalb angenommen wird, dass sie auch nach der Inkubationszeit

von 35 Tagen weiter mikrobiell abgebaut werden. Aufgrund der zeitgleich verlaufenden

152



3 Ergebnisse und Diskussion

Stabilisierung def*C-markierten Dicarbonsaure@ib, 23b, 30b) durch die Bindung an die
organische Bdensubstanist jedoch anzunehmen, dass die mikrobielle Gesamtnutzung dieser
Disauren auch nach langerer Inkubationsdauer deutlich niedriger ausfallen wird als fir die
13C-Dodecandisauredb).

AbschlieRend zeigen die Ergebnisse, dass die mikrobielle Verwertbarkeit fA€diearkier

te Dodecandisaurelp) mit Abstand am hochsten idEs siehtaus als verfugten die Mikro
organismen Uber Enzyme, die diese Kettenlange besonders effektiv nutzen kbmnen.
Dicarbonsauren 2(lb, 23b, 30b) mit den Kettenlangen g C,, und Go sind deutlich
resistenter gegen mikrobielle Zersetzung. Das hohe Vorkommegkeltiger Dicarbonsauren,

vor allem in der pflanzlichen Schutzschicht Suberin, deutet somit auch hier klar daraufhin,
dass Defizite im mikrobiellen Metabolismus die Cutund Suberinzusammensetzung im

Laufe der Evolution gesteuert haben.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Die Biopolyester Cutin und Suberin bilden hydrophobe Grenzbarrieren, die sich im Laufe der
Evolution der Landpflanzen entwickelt had@nzwar bot der neue Lebensraum den Rflan

zen viele Vorteile fur ihre Entwicklung, wie bpislsweise Kohlenstoffdioxid und Licht in
groReren Mengen als die aquatischen Habitate, jedoch erforderte die terrestrische Lebenswei
se auch spezifische Anpassungen an die neuen Umweltfakiobem. geringe Wassergehalt

der Atmosphédre und die begrenzten Wasserressourcen im Boden verlangten effektive
Schutzvorrichtungen, dieowohl ober als auch unterirdische Pflanzenorgane vor unkontrol
liertem Wasserverlust schiitzéhBei der Cuticula handelt es sich um eine wachsartige
Schicht auf der ABenseite priméarer oberirdischer Pflanzenorgane. Sie bildet eine hydrophobe
Grenze zwischen dem Pflanzengewebe sowie der Umwelt und bietet somit Schutz vor
unkontrollierter Transpiratiolfl Den Hauptbestandteil dieser Grenzflache bildet das Bio
polymer Cutin. Zudem entwickelten sich im Laufe der Evolution Rhizoide und Wurzeln als
spezifische Organe zur kontrollierten Aufnahme von Wasser und Minefalidarch die
Einlagerung der wachsartigen Substanz Suberitie Zellwande definiter Zellen des Wurzel
gewebes entsteht eine hydrophobe Barriere zwischen der Pflanze und der Bodenuffigebung.
Suberinisierte Zellwéande ermoglichen somit einen geregelten WasseN&ahrstoffhaushalt.

Das artubergreifende Vorkommen in allen héheren Pflanzen unterstreicht die Wichtigkeit der
Grenzflachenbildner fiir die Pflanzenw@ft.

Chemisch gesehen handelt es sich bei Cutin und Suberin um Biopofféfen groRten
Bestandteil der Bi opo Dy merré ommis |*ldydroxycar@om gl k ext t |
sauren. Weitere Monomere sind langkettige aliphatische Fettsauren;AtkanU , -Alkan-

diole sowie der dreiwertige Alkohol Glycerin. Subeviarfiigt zusatzlich Gber aromatische
Domanen, die Uberwiegend aus ZimtsaDegviaten bestehéfl. Die Kohlenstoffketten der
aliphatischen Bausteine kénnen Kettenlangen von bis {pBRnstoffatomen aufweisé?f’

Durch Verknipfung der monomeren Bausteine ubsterbindungen entstehen die makro

mol ekul ar en Grenzf |l 2@ c h e nicarbodsawen .uh Ggdroeyr e | | k
carbonsauren, die zu den Hauptbestandteilen der Polyester gehoéren, als typische Biomarker

fiir Cutin und Suberin angesehen wertfé.
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Der mikrobielle Abbau deMakromolekile wurde bishemnzureichend erforschZur Ent
schliusselung desbbaus ist es notwendiglen Kreislauf der monomeren Bestandteile im
Boden zu betrachten. Zwar ermdéglichen Biomarkerstudien bereits eine detaillierte Zuordnung
der Lipide zur Quellvegetation, jedoch ist das Wissen Uber die Prozesse des Lipidumsatzes
durch Mikroorganismen noch bemzt. Als besonders hilfreich bei der Entflechtung des-kom
plexen Netzwerks erwiesen sich Inkubationsversunhdsotopenmarkierten Substanzéh.

Vor allem die positionsspezifiscH&C-Markierung von Lipiden ermdglicht neue Einblicke in

die Ablaufe von Lipidkreislaufen. So kdnnen Informationen tber die quantitativen Anteile der
mikrobiellen Neusynthese einzelner Verbindungen sowie der Transformatiatemmatak

tem Recycling vorhandener Lipide erlangt werféh.

Problematisch isfedoch der Mangel an kommerziell erhaltlichEie-markierten Verbin
dungen, sodass auch entsprechende Cutid Suberinbausteine nicht verfugbar warem
Ziel der Arbeit wardaher die Synthese positionsspezifisch markidoterRicarbonséuren
u n d-HydroxycarbonsaurerBei den Zielverbindungen hantieles sich um Dicarbonsauren
der geradzahligen Kettenlangen,®is G, deren CarboxygruppelC-angereichert sind.
Eine weitere Zielstellung umfasst die Synthese weHydroxycarbonséuren der Kettenlangen
Cis, Cis, Cro Und Go mit 2C-Markierung an deCarboxygruppe. Zudem galten als Ziel
verbindungeny-Hydroxycarbonsauren der Kettenlangem, G5, Cis, Coo und Gy, deren
terminales hydroxyliertes Kohlenstoffatom mi€ angereichert ist.

Im Rahmen der durchgefihrten Arbeiturden alle Ziele erreicht und dié9 Ziel-

carbonsauren erfolgreich dargestellt

Zwar waren die anaolgen unmarkierten Zielverbindungen zumeist kommerziell erhaltlich und
die Synthesewege literaturbekannt, jedoch konnten diese Wege nicht zur Isotopennmarkier
genutzt werden. Vor allem fur die Dicarbonsauren verlauft die grof3technische Herstellung
vorwiegend Uber Biotransformationsproze’$&2 Diese bieterallerdingskeine Maglichkei

zur Einfuhrung deg®C-Isotopes, da die Kohlenstoffkette bezuglich der Kohlenstoffatome
unverandert bleibt. Die Herstellung der isotopenmarkierten Verbindungen erforderte daher die
Entwicklung spezieller auf die jeweiligen Zielmianzen individuell angassteSynthese

routen, die die Verwendung von einfacH&@-angreicherten Edukten erméglichten.

Fur die einzelnen Syntheseschritte wurde sicldemLiteraturvorschriften orientiert, die die
Synthese von Verbindungen beschreiben, die den Zielverbindungen strukturell ahnlich sind.

Haufig wiesen diese Variationen bezuglich funktioneller Gruppen oder kiiiettenlangen
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auf. Die Reaktionen wurden daheunachst unter der Verwendung analoger unmarkierter
Edukte auf die Zielverbindungen angepasst und optimiert. Vor allem die Darstellurg lang
kettiger Substanzen, die sich haufig reaktionstrager verhieltetiesdstgprechendeverbin

dungen kurzerer Kettdéinge unceinedeutlich schlechtere Loslichkeit aufwiesen, erforderten
angepasste Reaktionsbedingungen und Aufarbeitungen. Aufgrund der generell hohen Kosten
der isotopenangereicherten Ausgangsverbindungerde zudem darauf geachtettglichst

hohe Ausbaten zu erzielen. AuBerdem wurde bei den mehrstufigen Synthestic-ditar-

kierung in einem moglichst spaten Schritt der Syntheseroute eingefiihrt. Auf diese Weise
konnte vermieden werden, dass es bereits bei den Aufarbeitungsprozessen der Vorstufen zu
Verlusten der teurei®C-angreichertern Zwischenprodukte kam. Weiterhin wurde eine hohe
Stoffreinheit angestrebt. Diese war wichtig, um ausschlielen zu kdnnen, dass Verunreini
gungen die Ergebnisse von spateren Inkubationsexperimenten oder dutkrechemishen
Versuchenstoren. Die Bestéatigung der Reinheit erfolgte anhand einer Kombination un
terschiedlicher Analysemethoden. So wurden von afféamarkierten Verbindungen HR
'H-NMR- sowie *C-NMR-Spektren aufgenommen und die Schmelztemperaturen der Fest
stoffe bestimmt. Falls moglich wurden @@S-Messungen durchgefihrt. Weiterhin konnte

die Reinheit durch Elementaranalydesstatigt werden.

Die Einfilhrung des KohlenstoffisotogSC gelang bei allen Zielverbindungen durch die
Verwendung vort*C-markiertemKaliumcyanid (99 at%). Dies kann als besonders vorteilhaft
betrachtet werden, d&C-Kaliumcyanid im Vergleich zu vielen anderéfC-markierten
Verbindungen relativ kostenginstig erhéaltlich ist. Trotzdem ist es weitaus teurer als-Kalium
cyanid mit natUrlicher Isotopenverteilung. dd Molpreis von unmarkiertem Kaliumcyanid

|l i egt bei ungefahr O6Cma&r kii/emotles weahlriennodyeasrsie

kostett*?5:126]

Zur Darstellung def*C-markierten Dicarbonséduren mit den Kettenlangen u®d G, (3a,

3b) wurden dieJ , -Bibromalkane mit den Kettenlangeno@nd G2 (A, B) verwendet. Diese
wurden durch eine nucleophile Substitution miC-markierten Kaliumcyanid zu den
entprechenden'*C-markieren Dinitrilen {b, 2b) umgesetzt. Dabei wurde digohlen
stoffkette um jeweils 2°C-Atome verlangert, sodass die Kettenlange dietkettenlange
entsprach. Durch eine sauerkatalysieret Nitrilhydrolyse mit Salzs&ure konnten die Ziel
verbindungen3b, 4b) erhalten werden.

Die Synthese de’C-markiertenU , -Bicarbonséuren mit den Kettenlangem, Cis, Coo, Coo

und G4 (20b - 24b) erfolgte aus unmarkierted , -Bicarbonséren, deren Kettenlange ugn
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Kohlenstoffatome kurzer war als die Kohlenstoffkette der Zielverbindungen. Eine Darstellung
aus U , -Bibromalkanen war nicht méglich, ddie entsprechende Verbindungen nicht
kommerziellerhéltlich sind.Zunéchst wurden di&l , -Ricarbonsaurend - G) durch Lithi
umaluminiumhydrid zu den entsprechendén-Riolen G - 9) reduziert. Mittels Tosylchlorid
erfolgte eine Umsetzung 2U , -Alkyl -bis-tosylaten {0 - 14). Somit wurden die Hydroxy
gruppen in bessere Abgangsgruppen uberfuhrt. Nachfolgend wurde die Tosylgruppe
nucleophil durch®*CN substituiert, sodas§C-markierte Dinitrile {5b - 19b) entstanden,
deren Kettenlangen den Zielkettenl&angen entsprachen. Diese wurden unter saurse Kataly
den angestrebteliC-ma r k i e rDicarbons@liren®0b - 24b) hydrolysiert. Die Synthese

der *C-markierten Tetracosandisaurd4b) erfolgte, indem zunachst Docosandisau® (
Uber den beschriebenen Syntheseweg aus EicosandiBaherdestellt wude.

Fur die®®>C-Mar ki er ung d e r-Dichrbonsgukea mit dem Ketienldhges, Cys

und Gy (37 - 39) eigneten sichid bereits vorgestellten Syntheserouten jedoch nitzhtlie

dazu notwendigen Edukte nicht kommerziell erhaltlich waren. Es wsiakte daher dazu
entschiedengeeignete langkettigedukte aus kirzeren Kohlenstoffketten aufzubauen. Dazu
wurden kurzkettiger-Bromalkene i, I) in die analogen Grignaseagenzien Uberfuhrt und
Uber eine GrignarthonoKu p p | ung mbDibdromalkanen AUJ) gekuppelt. Nach
folgend erfolgte die Kupplung der verlangerteiBromalkene 25 - 27) mithilfe des Grubbs
-Kkat al ysat or s zDibromakergk8 t 30). lgnenéchslgn Reaktionsschritt
wurde die interne Doppelbindung dét,-Bibromalkenen 28 - 30) mit Palladium auf
Aktivkohle und Wasserstoff hydriert. Die entstandén-Ribromalkane 81 -33) wurden
anhand einer nucleophilen Substitution mi€-markiertem Kaliumcyanid zu den ent
sprechendert*C-markierten Dinitrilen 84b - 36b) umgesetzt. AkchlieRend erfolgte eine
saure Nitrilhydrolyse mit Schwefelsaure, sodass ‘dmarkierten DicarbonsaureBqb -

39b) als Zielverbindungen entstanden.

Mit den 3beschriebenen Syntheserouten gelang die HerstellurfgGierarkierten Dicarbon
sauren depgeradzahligen Kettenlangenbis Gy in hohen Ausbeuten und Reinheiten. Die
unterschiedlichen Kettenlangen und der Mangel an kommerziell erhdltlichen Edukten,
erforderten die Entwicklung spezifischer Synthesestrategien in Abhéngigkeit der Produkt
kettenangen. Mit Ausnahme der Verbindui@b konnten die™C-markierten Dinitrile {b,

2b, 15b - 19b, 34b - 36b) in sehr guten Ausbeuten von 91% bis 9886 derentsprechenden

U , -@ibrom-alkanen(A, B, 31 - 33) und U , -Alkyl -bis-tosylate (10 - 14) erhalten werden.

Die anschlieBende Nitrilhydrolyse lieferte di#c-markiertenU , -Bicarbonsauren3p, 4b,

20b - 24b, 37b- 39b) in ebenfalls sehr guten Ausbeuten zwischen 80% bis 93%.
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Zur®*c-Mar ki erung der GHydrdxgarhomsaute pnit détettierlange &,

(43b) wurde Tridecandisaurek] als Edukt verwendet. Diese wurde zunadchst mittels -Lithi
umaluminiumhydrid zu Tridecah,13diol (40) reduziert. Im nachsten Reaktionsschritt
erfolgte eine Monobromierung mit konzentriert@romwasserstoffsaarin Toluen wobei
13-Bromtridecarl-ol (41) gebildet wurde. Nachfolgend wurde der entstanderi&rom-
alkohol @1) durch eine nucleophile Substitution rMi€-Kaliumcyanid zum entsprechendem
13c-markiertem ¥-Hydroxynitril (42b) umgesetzt. Die Kettenldngentsprach nun der
Kettenlange der Zielsubstanz. Zuletzt erfolgte eine alkalische Nitrilhydrolyse mit Natrium
hydroxid in Methanol und Wasser, sodass die Zielverbindunfdil14-Hydroxytetra
decansaure 48b) entstand. Auf eine sauerkatalysierte Hydrolygerde verzichtet, um
Veretherungen und Veresterungen als Nebenreaktionen zu verhindern.

Die beschriebene Synthesestrategie konnte nicht zur DarstellungHigiroxycarbonsauren

mit der Kettenlange 5, C»» und G, die an der CarboxygruppeC-markiert $nd (49b, 60b,

61b), verwendet werden. Leider waren die entsprechehbetBicabonsduen mit ungera

den Kettenlagen kommerziell nicht verfiigbar. Es wurde sich daher dazu entschdiden
Verbindungen 49b, 60b, 61b) ausgehend voll , -Bienen B0 - 52) zu synthetisieren, deren
Kohlenstoffgertist um ein Kdenstoffatom kirzer ist als das drelverbindung. Diese
wurden dargestellt, indem zunachst didromalkene 1, I, M) in die analogen Grignard
Reagenzien Uberfuhrt wurden und anschlieBend Uber eine €@FigisadKupplung mit den

U , -Bibromalkanen Iy, O) zu denU ,-Bienen 60 - 52) umgesetzt wurden. Nachfolgend
wurden dieU , -Biene 60 - 52) hydroboriert und anschlieRend mittels Wasserstoffperoxid zu
den entsprechended ,-@iolen (3 - 55) oxidiert. Es erfajte die Monobromierung der

U , -Biole (53 - 55) durch konzentrierte Bromwasserstoffsdure in Cyclohexan. Die entstanden
¥-Bromalkohole 47, 56, 57) konnten mittels*C-Kaliumcyanid in die entsprechenden
¥C-markiertem-Hydroxynitrile (48b, 58b, 59b) tiberfiihrt werden. Durch die Verlangerung
um ein Kohlenstoffatom wurden die Zielkettenlangen erreicht. AbschlieRend wurden die an
gestrebtert®C-markierteny-Hydroxycarbonsaurerd@b, 60b, 61b) durch die alkalische Hy
drolyse ders-Hydroxynitrile 48b, 58b,59b) mit Natriumhydroxid in Ethanol erhalten.

Die beiden entwickelten Synthesestrategien ermoglichten die Darstellung der an den
Carboxylgruppert®C-markierteme-Hydroxycarbonsauren mit den Kettenlangen, Cis, C»

und Go (43b, 49b, 60b, 61b) in sehr guten Ausbeuten und Reinheiten. So wurden die
3C-markierterms-Hydroxynitrile in sehr guten Ausbeuten von 94% bis 96% erhalten. Fiir die
13c-markierten ¥-Hydroxycarbonsauren konnten ebenfalls sehr gute Ausbeuten zwischen

87% und 93% erzielt werden
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Zuletzt erfolgte die Synthese derHydroxycarbonsauren mit den Kettenlangan, Cis, Cis,

Cz2 und Gy (96b - 100b), deren terminales hydroxyliertes Kohlenstoffatbi@-angereichert

ist. Dazu wurdery-Bromalkene analoger Kettenlanget6,(27, 68 - 70) Gber Grignaremo-
no-Kupplungen hergestellt. Diese wurden im nachsten Schritt¥itnarkiertem Kalium
cyanid umgesetzt, sodaS€-markiertex-Alkenylnitrile (71b- 75b) entstanden. Somit wurde
die Kettenlange der Zielverbindungen zunachst um ein Kohlenstoffatom utberschritten.
AnschlieRend erfolgte die Hydrolyse d€C-markierten¥-Alkenylnitrile (71b - 75b) mit
Natriumhydroxid in Ethanol. Die entstandeng@-markiertan ¥-Alkenylsauren 6b - 80b)
wurden mit Lithiumaluminiumhydrid zd®C-markierten¥-Alkenylalkoholen 81b - 85b)
reduziert. Unter der Verwendung von Essigsaureanhydrid in Pyridin wurde die Hydroxy
gruppe def*C-markierter-Alkenylalkohole 81b - 85b) aceyliert, um sie vor Oxidationen

zu schiitzen. Im nachsten Schritt wurde die Doppelbindund®@emarkierteny-Alkenyl-
acetate §6b - 90b) mit Kaliumpermanganat im sauren Milieu oxidiert, sodass Sichmar
kierte ¥-Acetoxycarbonsauren 91b - 95b) bildeten. Da bei der oxidativen Spaltung
Methanséaure entstand, wurde die Kettenlange um ein Kohlenstoffatom verkirzt, wodurch sie
der Zielkettenlange entsprach. Zur Freisetzung der Hydroxygruppen wurdérCdiear
kierten ¥-Acetoxycarbonsauren9@b - 95b) mit einer Losung aus Natriumhydroxid in
Methanol versetzt.

Anhand der entwickelten Synthesestrategie konnten sowohl die kurzketti¢iymroxy-
carbonsauren9gb - 98b) als auch die langkettigen-Hydroxysaurenq9b, 100b) dargestellt
werden, deren terimale Kohlenstoffatomé&®C-angereichert sind. Firr alle Synthesestufen, mit
Ausnahme der Verbindung&ib und 100b, wurden sehr gute Ausbeuten zwischen 84% und
96% erreicht.

Zusammenfassend konnte die Synthese aller ZielverbinduBgeak| 20b - 24b, 37b -39b,

43b, 49b, 60b, 61b, 96b- 100h) erfolgreich umgesetzt werden. Durch tié-Markierung der
¥-Hydroxycarbonsauren der Kettenlangen, ©;s, Co» und Go an der Carboxygruppe 3b,

49b, 60b, 61b) sowie am terminalen Kohlenstoffatori6p - 100b) wurden Synthesestra

tegien zur Isotopenmarkierung vanHydroxycarbonsauren unterschiedlichster Kettenlangen
entwickelt. Die konzipierten Syntheserouten ermdglichen somit auch die Darstellung
3C-markierter ¥-Hydroxycarbonsauren, deren Kohlenstoffkettenldnge von den bereits
synthetisierten Verbindungen abweicht. Es kann davon ausgegangen werden, dass die
Synthesestrategien f@ndereKettenlangen zwischen 14 und 30 Kohlenstoffatomen geeignet

sind. Hinzukommenavurde durch die erfolgreiche Synthese der-{i%]15-Hydroxypenta
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decansaure9(’b) bestatigt, dass die entwickelten Syntheserouten ebenfalls fir die Herstellung
von Carbonsauren mit ungerader Kettenlange verwendbar sind und sich problemlos auf diese
Ubetragen lassen.

Neben denhohen Ausbeuten und Reinheiteggelang es die Synthesekosten fiir alle
¥C-markierten Verbindungen relativ gering zu gestalten. Das vergleichsweise kostengiinstige
3c-Kaliumcyanid konnte im nahezu aquimolaren Stoffmengenverh&tmisAnzahl der zu
substituierenden Abgangsgruppen eingesetzt werden. Eine Verschwenduhi§-tem-

ponente konnte somit verhindert werden.

Insgesamt wurden irRahmen der Arbeit 152 organische Verbindunggmhetisiert Bei 78
der synthetisiertertsubstanzerhandelt es siclum Verbindungen deren Darstellung bisher
noch nicht in der Literatur beschriebenrde. Davon waren 58 Substanzam spezifischen

Molekiilpositionen mit3C-angereichert.

Ein weiteres Ziel bestand in der Planung und Ausfuhrumgsdnkubationsexperimentes mit
3c-markiertenU , -Bicarbonsauren, die im Rahmen der Arbeit synthetisiert wurdefi.
diese Weise sollte tberpriift werdesh die verwendetet , -Bicarbonsauren von Mikro
organismen verwertet werden konnen. Zur Durchfuhraleg Experimentes wurde ein
Auenboden verwendet. Dieser wurde mit d&ie-mar k i e r-Dicambons&lrerr der
Kettenlangen &, Cis, Coo und Go versetzt und fir 40 Tage bei 10 °C inkubiert. Wahrend
dieser Zeit wurden von den Proben wiederholt Gasprge@ommen, um die Anreicherung
des CQ mit dem Isotop*C zu unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmenZudem wurden
PLFA-Analysen mit Proben, die an den Tagen 3, 10 und 40 entnommen wurden,
durchgefuhrt. Die Ergebnisse bewiesen, dedgsrschiedliche Grygen von Mikroorganismen

in der Lage sinddie Cutin und Suberinmonomere abzubauen und zu verwerten. Von den 4
applizierten Dicarbons&uren wurde die [14@;]Dodecandiséure3p) mit groBem Abstand

am effizientesten mikrobiell genutzt. Félle anderen-*C-markiertenDicarbonsaurer§21b,

23b, 39b) ergab sich eine weitaus geringere Inkorporation in die PLFA daobtganismen

Die [1,22'C;]Docosandisaurg23b) wies die hdchste Resistenz gegeniiber mikrobiller
Zersetzung auf. Dies entspricht ihrem haufiylenkommen in der pflanzlicheSchutzschicht
Suberin?#®! Die héchste Aufnahme dérC-markierten Dicarbonsauren in ihre PLFA er
reichten die gramnegativen Bakteri€Generellverwerteten die Bakterien héhere Mengen der
zugesetzteHC-Dicarbonsauren als die eukaryotischen Gruppen, was auf ihren ihren héheren
Umsatz zuriickgefuhrt werden karidie Ergebnisseeigen, dass die applizierten Cutimd

Suberinmonomere einem mikrobiellen Abbau unterlieged von unterschiedlichen Mikro
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organismengruppen zum Aufbau ihrer Membranfettsauren verwertet werden kbuomem

die Anreicherung des GOnit dem Isotop™C konnte zudem nachgewiesen werden, dass die
Mikroorganismen di€C-markierten Fettsauren zur Energiegewinnung mutzénnen. Die

mit Abstand effizientestdatabolische Nutzung konnte fiir die [1;¥Z;]Dodecandisaure

(3b) beobachtet werden. Alle anderen appilizieft&@markierten DicarbonsaureBi(b, 23b,

39b) wurden von den Mikroorganismen in deutlich geringeren Mengen veratmet.
Hinzukommend lassen die Ergebnisse des Inkubationsexperimentes vermuten, dass ein Teil
der zugefiigten**C-markierten DicarbonséureBHt, 21b, 23b, 39b) durch den Einbau in die
organischeBodensubstanz stakslett wurde. Eine Uberprifung dieser Annahme ist im
Rahmen nachfolgender Arbeiten geplddér Anteil der**C-Dicarbonsauren3p, 21b, 23b,

39h), der aufgrund hydrophober Wechselwirkungen an der organischen Substanz des Bodens
haftet, kann mit organischen Lésungsmitteln aus dem Boden extrahiert und anschliel3end
bestimmt werden. Um den Anteil défC-markierten FettsaurerBlf, 21b, 23b, 39b) zu
ermitteln, der Uber Esterbindungen kovalent an die organische Bodensubstanz gebunden
wurde, ist es moglichden Boden nach der Extraktion der freien Lipide mit esterspaltenden
Reagenzien zu behandeln, um die gebundenen Lipide de¢zzen und nachfolge zu

guantifizieren.

Die entwickelten Syntheserouten zur postionsspezifisti@Markierung vonJ , -Bicarbon
sauren undy-Hydroxycarbonsauretegen den Grundstein zur Herstellung weiteCutin

und Suberinbausteine. Das erlangte Wissen und die optimierten Synkbissemauch zur
3c-Markierung weiterer ungesattigter oder mittelkettig oxygenierter Monomere einen
wertvollen Beitrag Vor allem die¥-Hydroxycarbonséauren der Grenzflachenbildnaerdsi
haufig durch den Einbau voeiner Epoxygruppe oder von 1 bis 2 Hydroxygruppen
funktionalisiert® Auch langkettige Alkanole und Alkandiole, die ebenfalls Bestandteile der
Biopolymere sind, kénnen mithilfe der Synthesestrategien an den Kohlenstoffatomen der
Hydroxygruppen mit dem IsotdpC angereichert werden.

Zukunftig wéare esbesondersinteressant Ausschnitte der Cutinund Suberinstruktur
nachzubildenDiese kdnnten in geeigneten Exerpimenten dabei helbahzuvollziehen, wie

das komplexe Biopolymer im Boden zerlegt wibtlirch die Veesterung det*C-markierten

U, -Bicarbonsauren und défC-markierten¥-Hydroxycarbonséuren untereinander oder mit
Alkoholen, besténde die Moglichkei2imere und Oligomere herzustellen.

Eine weitere Optionvére die Synthese von Cutinnd Suberinmonomeren, die nicht an den

funktionellen Gruppen markiert sind, sondern im Ketteninnéi@rangereicherte Positionen
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aufweisen. Solche Verbindungen kdnnten ebenfalls durch geeilgpdg@achemischExpert
mente zurAufklarung des Abbaus von Cutin und Suberin beitragen oder neue Einblicke in die

komplexen Ablauferon Lipidkreislaufen liefern
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5 Experimenteller Tell

5.1 Allgemeines

Alle Synthesen mitC-markierten Substanzen wurdeor der Durchfiihrung mit unmar
kierten Verbindungen optimiert. In den Reaktionsschemata sind nur die Gleichungen der
Umsetzungen mit°C-markierten Substanzen gezeigt. Bei der Benenung der Verbindungen
bezieht sich der Indea immer auf unmarkierte Stoffe, wahreder Indexb **C-markierte

Substanzen beschreibt.

Weiterhin wurden allkommerziell erworbenen Chemikalie®ase und Losungsmittgbn

den Firmen Abcr, Acros Organics, Air Liquide, Alfa Aesar, Carl Roth, Deutero, Fisher
Scientific, Kdhler, LackNer, Linde,Merck, Messer, Sigma&ldrich, TCI und Vwr bezogen.

Das verwendeté*C-markierte Kaliumcyanid wurde von der Firma Deutero erworbed
verfugte Uberd e n Rei nhei t s gy &idzukdhnmend rwsrtefi ausgcBliéRlich
Petrolether mit einem Siedebereich von 40 °C gekauft und verwendet.

Nach spektroskopischen Untersuchungen hinsichtlich der Reinheit wurden die kommerziell

erhalteen Substanzen ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Die Absolutierung der Losungsmittel Diethylether und Tetrahydrofuran erfolgte bei Bedarf
mit elementarem Natrium unter Verwendung von Benzophenon als Indikator, indem bis zur
Blaufarbung gerihrt wurde. Unrtetbar vor Gebrauch wurden die LOsungsmittel unter

Stickstoffatmosphére frisch destilliert.

Alle Synthesen, die eine inerte Arbeitsweise erfordemamden unter Stickstadtmosphére
mit der Schlenktechnik durchgefuhrt. Die eingesetzten Glasgerate wiiekfir vor dem

Gebrauch mehrmals sekuriert.

Fur die praparative Saulenchromatograptee chemischen Synthes&mrde Kieselgl 60

mit einer KorngroRe vo®.040 mm bis0.063mm der Firma MacherNagel als stationare
Phase verwendelie saulenchromatograschen Trennungen im Rahmen der Phosphalipid
fettsaureAnalyse erfolgte unter Verwendung von Kieselgel 60 mit einer Korngréf3e von

0.063 mm bis 0.200 mm, das von der Firma Merck erworben wurde.
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Dunnschichtchromatographische Trennungen wurden aufF&@gfolien der Firma
MacheryNagel durchgefihrt, deren stationdre Phase aus Kieselgel 60 undrFlderas
zenzIndikator UV,s4 bestand Die Detektion der farblosen Substanzen erfolgte neben dem
Bestrdnlen mit UV-Licht der Wellenlange 254 nm bzw6@ nm auch durch Eintauchen der
Folien in eine Kaliumpermanganrabder ammoniakalische Silbernitdabsung. Weiterhin

wurde eine lodkammer zum Anfarben v®abstanzflecken verwendet.

Verbindungen, d nachfolgnd mit gekennzeichnet sind, wurden im Rahmen einer Bache

lorarbeit im Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. Imhof unter meiner Anleitung synthetisiert.
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5.2 Analysemethoden

5.2.1 Kernresonanzspektroskopie

Ein Teil der Spektren wurde mit einem Avance DRX dyektrometer (600 MHz fur
'H-NMR und 151 MHz fur *C-NMR) der Firma Bréeer an der Rheinische Fried
rich-Wilhelms-Universitat Bonn aufgenommen.

Weiterhin wurden die beiden SpektromeBeuker Avance 40@400 MHz fiir'H-NMR und

101 MHz fur**c-NMR) undBruker Avance Ultrashield 6000 MHz fir'H-NMR und 151

MHz fiir **C-NMR) an der Dublin City University auf Irland verwendet.

Hinzukommend wurde das NMBpektrometedNM-ECZ500R 500 MHz fir'H-NMR und

126 MHz fiir **C-NMR) der Firma Jeol an der Universitat Koblebendau, am Campus
Koblenz genutzt.

Die chemische Verschiebung der Restprotonen des verwendeten Losungsmittels fungierte als
interner Standard. Als Lésungsmittel dienten hierbei GIE3,8%), DMS0(99,8%), MeOD
(99,8%) und THF (99,5%) der Firma Deutero. Diese wurden ohne weitere Reinigung

eingesetzt. Alle aufgefuhrten Signale beziehen sich nur auf das Produkt.

5.2.2 Elementaranalyse

Die Kohlenstoff, Wasserstoffund Stickstoffanalysen wurden mit einemrio MICRO cube
Elementaranalysator der Firma Elementar Analysensysteme GmbH an der Technische
Universitat llmenau durchgefihrt.

Ebenfalls wurde ein vario EL Il Elementaranalysater Birma Elementar Analysensysteme

GmbH an der FriedricischillerUniversitat Jena eingesetzt.

5.2.3 Gaschromatographie

Die Gaschromatogramme der &€Rroben im Rahmen der Inkubationsexperimente wurden
mit dem Gaschromatograph 7890A der Firma Agilent argjgt. Dieser verfiigte Gber den
Druckoptimierer TLPO der Firma Tecksam eine prazise Regulierung des Probenschleifen
druckes und eine reporduzierbare Injektion von Gasproben sicherzudbedieviortrennung
der Analyten erfolgte Uber eine Saule des ThipgesepQ der Firma Agilemit einer Lange
von 3 m und einem Innendurchmesser von 1 Man dort aus gelangten die Gase Md

N,O Uber 2 HayesepQaulen zu einem ECDetektor.Die Saulenlange betrug 1,5m und 3,0
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m. Beide Saulen wiesen einen Innendurchmesser von 1 mnCldyging nach der ersten
Hayesep@5aule Uber eine Molsiebsaule auf einen-Bl&tektor.Die Molsiebsaule war mit

Molsieb 5A gepackt, verfugte tiber 1 mm Innendurchmesser und eine Langgwan.

5.2.4Gaschromatographie mit MassenspektrometrieKopplung

Die Gaschromatogramme und Massenspektiendie organischen Synthesen wurden am

Institut fir Integrierte Naturwissenschafteter Universitat KoblenzLandau mit einem
GC/IMS-System der Firma FinnigaMAT erstellt. Das Kopplungsgeréat bestand aus einem

GCQ Gaschromatograph und einem GCQ-DEektor Im Gaschrmatograph war eine

Saule der Firma Macheflyagel verbaut, die sich a6 Diphenyt und 95% Dimethyl

polysiloxan zusammensetzte. Die Saulagk letrug 30 m, der Innendructesser 0,25 mm

und di e Fil mdi c k engdnetizofe wearde.die Bléksorstiionisatson (Elj u
verwendet.

Am Busgenlinstitut der GeorgAugustUniversitat Gottingenwurden die Messungen der

Proben der Inkubationsversucm# einem GEMS-System angefertigt, das aus der Kopplung

des Gaschromatographen 7890B mit demMSektor 5977 der Firma Agilent bestand. Der
Gaschromatograph enthielt 2 Saulen der Firma Agilent, die miteinander kombiniert waren.
Dabei handelte es sich ueine GCSaule aus 5% Diphenylund 95% Dimethylpolysiloxan

mit einer L&nge on 30m, einem Innefurchmesser von 0,25 mm und einer Filmdicke von
0,25 &m. Die ander e S2untl 9% Dimeathylpolygloxanwrsed war% Di p
15m lang. Der Innendurctens s er umf asste 0,25 mm unbike die F

lonisierung erfolgte mittels ElektronenstoRRionisation (EI).

5.2.5Gaschromatographie mit IsotopenverhéaltnisMassenspektrometrieKopplung

Di é°C-Werte wurden mit einem GG-IRMS bestimmt, dasaus dem Gaschromatograph
Trace GC 2000 der Firma ThermoQuest, der Verbrennungseinheit Combustion Interface IlI
und dem IsotopenverhéltAMassenspektrometer DeltaPlus der Firma Finnigan bestand. Im
Gaschromatograph waren 2 Saulen der Firma Agilent verblgitmiteinander kombiniert
waren. Es handelte sich dabei um eine 30 m lange&S&(0e aus 5% Diphenylund 95%
Dimethylpolysiloxan und eine 15 m lange Saule aus 1% Diphemg 99% Dimethylpoly
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siloxan. Beide Kapillarsaulen verfuigten Uber einen Inneruiesser von 0,25 mm und eine

Filmdicke von 0,25 em. Als lonisierungsmetho

5.2.6Elementaranalyse mit IsotopenverhéltnisMassenspektrometrieKopplung

Zur Bestimmung deti**C-Werte wurde ebenfalls ein ERRMS verwendet. Dieses bestand
aus dem Elementaranalysator Flash 2000, der Uber die CorlBtoWiérsalschnittstelle an das
Isotopenverhaltnidlassenspektrometer Delta V Advantage gekoppelt war. Alle Geréate

wurden von der Firma Thermo Fisher Scientific erworben

5.2.7 Infrarotspektroskopie

Die Infrarotspektren wurden mit einem IRPresttfe FTIR Spektrometer der Firma
Shimadzu bei 298 K aufgenommen. Zur Aufnahme der Spektren wurde dieEiTBit
MIRacle der Firma PIKE Technologies verwendet.

5.2.8 Schmelzpunktbestimmung

Zur Schmelzpunktbestimmung wurde das MeltinginPdMeter MPMHV2 der Firma
LLG-Labware verwendet. Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolge visuell mit der
halbautomatischen Messmethode.
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5.3 Synthese*C-markierter Dicarbonsiauren (X3COOH)

5.3.1 §nthese der Dinitrile mit den Kettenlangen G, & C 14

(modifiziert nack®%)

K'3CN
B ™M B ———— e e

n Triglycol N~ n >N
n=23,10

- Reaktionsschemadl -

Il n einen 25 ml Rundkol ben mi't R ¢Dibkorhdlkans s k ¢ h |
(A, B) eingewogenund mit 10 ml Triethylenglycol versetzt. Ansctend wurden dem
Gemisch6,56 mmolKaliumcyanid(427 mg KCN, 433ng K**CN) zugefiigt. Die Rektions-
mischung wurdéir 18 Stunden auf 140 °C erhitzt.

Nach Beendigung der Reaktion udem Abkuhlen auf Raumtengpatur, wurde die gelbliche
Losung unter Zugabe von 40 ml demineralisieri#iasser in eine®cheidetrichter Gberfuhrt.

Die wassrige Phase wurde viermal mit je 30 ml Diethylether extrahiert. Im Anschluss wurden
die vereinigten organischen Phasen mit derairsertem Wasser gewaschen und uber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Das Natriumsulfat wurde mittels Filtration abgetrennt
und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Die Aufreinigung der oligen Rohprodukte erfolgte dur@#ulenchromatographie mit
Kieselgel als stationdrePhase. Als Laufmittel wurde ein Gemisch aus Diethylether und
Petrolether (1:2) verwendet. Die Detektion dRrodukte erfolgte durch begleiten@ginn
schichtchromatographie. Bei den Produkten handelteicksjes nach Kettenlange um ein

klares, farbloses Ollf, 1b oder einen weiRen, wachsartigen Festsgdf b.

Ausbeuten1a578 mg (94%)1b 566 mg (91%)2a 691 mg (98%)2b 690 mg (97%)

Ubersicht der eingesetztert) , -Bibromalkane:

Dibromalkan A B ™ > Br M = 300,07 g/mol
8

1,10-Dibromdecan m = 960 mg

Dibromalkan B B ™ O Br M = 328,13 g/mol
10

1,12Dibromdodecan m = 1050 mg
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Dodecannitril (1a)

Summenformel: GH2oN; TR
8 N

=~
Molare Masse: 192,3¢/mol N N
CAS: 454366-2

IR (ATR):’ (cm’®) = 2926 (s, Ch), 2854 (m, CH), 2245 (w, & N), 1462 (m, CH), 1425
(m, CHb), 723 (m, CH)

MS (EI): m/z (%) = 191 (1) [M- H], 174 (1), 163 (1), 152 (2) [ CoHoN], 124 (2) [M -
C4HeN], 110 (10) [GH1:N'], 97 (14) [GH11N"], 96 (47) [GH1oN'], 82 (100) [GHsN']

[1,12°C,]Dodecandinitril (1b)

Summenformel: &"*C;H20N, e e

. N’/ 8 \\N
Molare Masse: 194,29 g/mol
CAS: /

'H-NMR (600 MHz, CDC}4, 298 K):Ui (ppm) = 1.27- 1.35 (m, 8 H,
NCCH,CH,CH,(CH,)4CH,CH,CH,CN), 140- 1.47 (m, 4 H, 2x €,CH,CH,"*CN), 1.61
- 1.68(m, 4 H, 2x ®,CH,"*CN), 2.33 (dtJchy13c = 9.58 Hz Jenyichy = 7.13 Hz, 4 H, 2x
CH,"CN)

¥C-NMR (151 MHz, CDC}, 298 K):ii (ppm) = 17.00 (d*Ji3c/c = 55.02 Hz, 2>CH,™CN),
25.22 (d hacic= 2.20 Hz, 25CH,CH,CN), 28.50 (d3Xscic= 3.30 Hz, 2x
CH,CH,CH,CN), 28.58, 29.03 (4€H,), 119.76 (2X°CN)

MS (El): m/z (%) = 193 (2) [M- H], 176 (1), 165 (2), 153 (3) [ C**CH,N], 125 (2) [M' -
Cs"CHgN], 111 (10) [GCH1N™], 97 (12) [GCH11N'], 96 (45) [GCH1oN'], 83 (100)
[C4"*CHgN"]

IR (ATR):* (cm?) = 2926 (s, Ch), 2855 (m, CH), 2191 (w,*Ck N), 1464 (m, CH), 1425
(m, CHy), 723 (m, CH)

EA: berechnet C 75.21, H 10.38, N 14.42
gefunden C 73.88, H 10.27, N 14.36
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Tetradecandinitril (2a)

Summenformel: ©H24N; IR

Molare Masse: 220,35 g/mol
CAS: 773544-6
Schmelztemperatur: 3233 °C

IR (ATR):’ (cm’®) = 2918 (s, Ch), 2852 (m, CH), 2245 (w, & N), 1471 (m, CH)), 719 (m,
CHy)

MS (EI): m/z (%) = 219 (2) [M- H], 191 (3), 180 (5) [M- CoHoN], 177 (6), 152 (2) [M-
C4HeN], 138 (2) [M" - CsHgN], 124 (15) [GH14N"], 110 (33) [GH12N], 97 (29) [GH1aN],
96 (94) [GH1oN™], 82 (100) [GHsN]

[1,14-3C;] Tetradecandinitril (2b)

Summenformel: §C,H,4N,

—_
N\

C/\M/BC\\

N~ 10 >N

Molare Masse: 222,34 g/mol
CAS: /
Schmelztemperatur: 3233 °C

'H-NMR (600 MHz, CDC}, 298 K):Ui (ppm) = 1.25 1.34 (m, 12 H,
NCCH,CH,CH,(CH,)6CH,CH,CH,CN), 1.41- 1.47 (m, 4 H, 2x E,CH,CH,**CN), 1.62
-1.69 (M, 4 H, 2x €,CH,"*CN), 2.33 (dtJchy1dc = 9.54 Hz Jepychy = 7.15 Hz, 4 H, 2x
CH,"CN)

¥C-NMR (151 MHz, CDC}, 298 K):ii (ppm) = 17.04 (d*J13c/c= 56.12 Hz, 2>CH,™CN),
25.28 (d i3/ = 2.20 Hz, 2>CH,CH,'CN), 28.57 (d3Xscic= 3.30 Hz, 2x
CH,CH,CH,CN), 28.66, 29.18, 29.32 (63H,), 119.82 (2X°CN)

MS (El): m/z (%) = 221 (2) [M- H], 193 (3), 181 (3) [M- C**CH,N], 179 (4), 139 (2) [M -
C,CHgN], 125 (10) [G*CH1N™], 110(25) [Cs*CH N, 97 (25) [GCH1:1N'], 96 (63)
[Cs**CH1oN*], 83 (100) [GHCHgN']

IR (ATR):’ (cmi') = 2918 (s, Ch), 2853 (m, CH), 2193 (w,'*Ck N), 1472 (s, Ch), 718 (m,
CH,)
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EA: berechnet C 76.52, H 10.88, N 12.60
gefunden C 75.57, H 10.60, N 12.48

53. 2 Sy nt h-®islemitden IKettEhJérxgen G3,C14,C16 Cis Co0& Coo
(modifiziert nacH®)

O O
—_—
HO »~ TOH THF HO Y~ TOH

n=9, 10,12, 14, 16, 18

- Reaktionsschema -

In einem 250 ml Zweihalskolben mit Ruckflusskihler und Septum wurden unter Stickstoff
atomsphare 2,19 g (57,71 mmol) Lithiumaluminiumhydrid vorgelegt und in 20 ml absolutem
Tetrahydrofuran suspendiert. Unter Eiskilguwurde eine Losung aus 6,41 mmol der
Dicarbonsaure( - G, K) in 85 ml absolutem Tetrahydrofuran langsam der Suspension zuge
tropft, sodass das Tetrahydrofuran mafig siedete. AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch
fur 4 Stunden unter Ruckfluss erhitzt.

Nach Beendigung der Reaktionszeit wurde die Reaktionsmischung mittels Eisbad auf 0 °C
gekuhlt und es wurde tropfenweise Wasser hinzugefiigt, um Gberschissiges Lithiumalumini
umhydrid zu zersetzten. Dabei verénderte sich die Farbe von grau zu weil3.

Das Gensch wurde in 700 ml demineralisiertes Wasser eingertihrzumdLdsen der aner
ganischen Salzmit hdbkonzentrierter Salzsaure auf gHyebrachtNachdem die Suspewsi

30 Minuten geruhrt und der pWert erneutiiberpruft wurde, wurde der weil3e Festsenif

einem Buchnertrichtegesammelt und mit 50 ml demineralisiertem Wasser gewaschen. Die
langkettigen Alkohole7, 8, 9 wurdenzum Erleichtern der Filtration auf circa 70 °C erhitzt
und heil3 filtriert. Nachfolgend wurden alle Diole wiederholt in 500 ml &®asuspendiert

und tber Nacht gertuhrt, bevor die Feststoffe erneut abfiltriert und unter Vakuum getrocknet
wurden.

Zuletzt wurden die AlkoholdO, 5 - 8 auseinem Gemisch bestehend adesptan und Metha

nol umkristallisiert.Hierzu wurden die Feststoffaiméchst in Petrolether suspendiert und bis
zum Sieden erhitzt. Im heil3en Zustand wurde der Suspension genau soviel Methanol zuge
fugt, bis sich die Alkohole vollstdndig geslést hattéfachdem die Lésungen zur Aus
kristallisation Uber Nacht im Kihlschraakifbewahrt wurden, wurden die weil3erstallinen
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Feststoffe mittels Filtration gesammetit circa 3 ml kaltem Diethylether gewaschen und
unter vermindertem Druck getrocknet.

Die Aufreinigung des Alkohol® erfolgte sdulenchromatographisch an Kiesetgileinem
Laufmittelgemisch aus Chloroform und Ethanol (3:1). Hierbei wurde das Dedga2diol 9

als farblosefFeststoff erhalten.

Ausbeutens01,35 g(97%);5 1,33 g (90%)6 1,59 g (96%)7 1,73 g (94%)8 1,84 g (91%);
92,09 g (95%)

Ubersicht der eingesetzten Dicarbonsauren:

Dicarbonsaure K
Tridecandisdure

Dicarbonsaure C

Tetradecandisaure

Dicarbonsaure D

Hexadecandisaure

Dicarbonsaure E

Octadecandisaure

Dicarbonsaure F

Eicosandisaure

Dicarbonsaure G

Docosandisaure

O 0]

HO OH

;

;

HO

172

M = 244,33 g/mol
m=1,57g

M = 258,35 g/mol
m=1,669

M = 286,41 g/mol
m=1,84¢g

M = 314,47 g/mol
m=2,02¢g

M = 342,52 g/mol
m=2,20¢g

M = 370,57 g/mol
m=2,38¢
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Tridecan-1,13diol (40)

Summenformel: &H»s0, HO OH
\/Hl\l/
Molare Masse: 216,36 g/mol

CAS: 1336252-2
Schmelztemperatur: 7778 °C

'"H-NMR (500 MHz, DMSO, 3139-K29(m,IBH( ppm) =
HOCH,CH,(CH5)sCH,CH,OH), 1.35- 1.43 (m, 4 H, 2x €,CH,0H), 3.33- 3.39 (M, 4 H, 2x
CH,OH), 4.32 (t, Jomicr, = 5.16 Hz, 2 H, 2x @)

13C-NMR (126 MHz, DMSO, 313 K)ii (ppm) = 25.38 (2>CH,CH,CH,OH), 28.83, 28.88,
28.91, 28.96 (7XCH,), 32.43(2x CH,CH,OH), 60.64 (2xCH,OH)

IR (ATR):* (cmi®) = 3244 (m, OH)2916 (s, CH), 2847 (s, Chl), 1462 (MCH,), 1406 (m,
OH), 1057 (m, @), 1018 (m), 920 (w), 731 (m, GH 687 (M)

MS (EI): m/z (%) = 217 (1) [M+ H], 180 (1) [M - 2 H,0], 152 (2) [M - 2 H,0 - C;H], 138
(2) [M* - 2 H,O - C3Hg], 124 (6) [M" - 2 H,O - C4Hg], 110 (9) [GH14], 109 (10) [GH15'], 96
(31) [GH12'], 95 (37) [GH11'], 82 (42) [GHa0'], 81 (100) [GHq']

Tetadecanl,14diol (5)

Summenformel: &H30, HOWOH
Molare Masse: 230,39 g/mol 12

CAS: 19812647
Schmelztemperatur: 8789 °C

IH-NMR (600 MHz, THF, 298 K)ii (ppm) =1.22- 1.35 (m, 20 H,
HOCH,CHa(CH>)1CH,CH,0H), 1.39- 1.49 (m, 4 H, 2x €,CH,0H), 3.38- 3.49 (m, 4 H,
2x CH,0H)

13C-NMR (151 MHz, THF, 298 K)ii (ppm) = 27.26 (2xCH,CH,CH,OH), 30.88, 30.94,
30.96, 31.01 (8€H,), 34.40(2x CH,CH,OH), 62.86 (2XCH,OH)

IR (ATR):’ (cmi®) = 3344 (m, OH), 2918 (s, GH 2846 (s, Ch), 1462 (m, CH), 1407 (m,
OH), 1051 (m, @), 1016 (m), 997 (W), 727 (m, GH 609 (m)

173



5 Experimenteller Teil

Hexadecanl,16-diol (6)

Summenformel: gH340; HO\/H\/OH
Molare Masse: 258,44 g/mol 14

CAS: 773542-4
Schmelztemperatur: 334 °C

IH-NMR (500 MHz, DMSO, 333 K)ii (ppm) =1.19- 1.28 (m, 24 H,
HOCHzCHz(Cﬂz)]_zCHzCHzOH), 1.33-1.41 (m, 4 H, 2% g2CH20H), 3.31- 3.38 (m, 4 H,
2x CH,OH), 4.13 (br. s, 2 H, 2x 1)

13C-NMR (126 MHz, DMSO, 333 K)ti (ppm) = 25.42 (25CH,CH,CH,OH), 28.85, 28.88,
28.91, 28.96 (10XCH,), 3246 (2x CH,CH,0H), 60.73 (2xCH,0H)

IR (ATR):’ (cmil) = 3248 (m, OH), 2918 (s, GH 2846 (s, Ch), 1460 (m, CH), 1408 (m,
OH), 1056 (m, @), 1043 (m), 1028 (w), 731 (m, GH610 (m)

Octadecanl,18diol (7)

Summenformel: gHs50, HOWOH
Molare Masse: 286,49 g/mol 16

CAS: 3155439
Schmelztemperatur: 989 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO, 343 K)ti (ppm) =1.22- 1.31 (m, 28 H,
HOCH,CH,(CH5)14,CH,CH,0OH), 1.36- 1.45 (m, 4 H, 2x €,CH,0OH), 3.35- 3.41 (m, 4 H,
2x CH,OH), 4.10 (br. s, 2 H, 2x @)

13C-NMR (126 MHz, DMSO, 343 K)ti (ppm) = 25.03 (25CH,CH,CH,OH), 28.44, 28.50,
28.56 (12xCHy), 3208 (2x CH,CH,0H), 60.37 (2XxCH,OH)

IR (ATR):’ (cmi®) = 3247(m, OH), 2918 (s, Ch), 2847 (s, Ch), 1460 (m, CH), 1408 (m,
OH), 1058 (m, @), 1048(m), 1017 (m), 727 (m, GH606 (M)
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Eicosanl,20diol (8)

Summenformel: ggH1.0; HO\/H\/OH
Molare Masse: 314,55 g/mol 18

CAS: 7735439
Schmelztemperatur: 163L05 °C

IH-NMR (500 MHz, DMSO, 353 K)ii (ppm) =1.22- 1.33 (m, 32 H,
HOCHzCHz(Cﬂz)mCHzCHzOH), 1.36- 1.46 (m, 4 H, 2x g2CH20H), 3.39 (t,aJCHZICHZ =
6.59 Hz, 4 H, 2x €,0H), 4.06 (br. s, 2 H, 2x 1)

13C-NMR (126 MHz, DMSO, 343 K)ii (ppm) = 25.31 (2>CH,CH,CH,OH), 28.72, 28.76,
28.84 (14xCH,), 3237 (2x CH,CH,0H), 60.68 (2xCH,OH)

IR (ATR):* (cmi®) = 3321 (m, OH), 2916 (€H,), 2846 (s, Chl), 1462 (m, CH), 1407 (m,
OH), 1055 (m, @), 1033 (m), 999 (W), 721 (m, GH 606 (M)

Docosanl,22diol (9)

Summenformel: &H460, HO OH
\/H;)/

Molare Masse: 342,60 g/mol

CAS: 2251381-1

Schmelztemperatur: 166107 °C

IH-NMR (500 MHz, DMSO, 383 K)ii (ppm) =1.25- 1.31 (m, 36 H,
HOCH2CH2(Cﬂ2)13CH2CH20H), 1.39-1.47 (m, 4 H, 2% g2CH20H), 3.40 (t13J0H2/CH2 =
6.30 Hz, 4 H, 2x €&,0H), 3.90 (br. s, 2 H, 2x @)

13C-NMR (126 MHz, DMSO, 383 K)ii (ppm) = 24.87 (2>CH,CH,CH,OH), 28.28, 28.31,
28.38 (16XCH,), 3194 (2xCH,CH,OH), 60.28 (2>CH,0H)

IR (ATR):’ (cmi®) = 3240 (m, OH), 2914 (s, G 2846 (s, Ch), 1462 (m, CH), 1408 (m,
OH), 1060 (m, @), 1041 (m), 1018 (w), 731 (M, GH 665 (M), 553 (S)
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5.3.3 Synthese delJ , -Alkyl -bis-tosylate mit den Kettenlangen Gs, C16& C1g
(modifiziert nacH®)

HO\/H\/OH TsCl \Q\S/OVH\/O\S@/
n

n Pyridin /AN N
n=12, 14,16 O 0O
- Reaktionsschena 3 -

In einem 50 ml Schlenkgefall wurden 3,87 mmol des Alkoo®89 g;6 1,00 g;7 1,10 g)
vorgelegt undn 17 ml Pyridin gel6st. AnschlieRemadurde die Losung mittels Kryostat auf

eine Temperatur von 0 °C bis 5 Heruntergekuhlt. Portionsweise wurden Uber einen Zeit
raum von 30 Minuten 2,84 g (14,90 mmp#gra-ToluersulfonsaurechloritinzugegeberDie
Reaktionsmischungvurde unter fortlaufender Kihlungfir circa 18 Stunden egihrt. Im

Laufe der Reaktion kinte das Ausfallen eines weil3en Niederschlages beobachtet werden.
Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Reaktionslésung in 100 ml demineralisiertes
Wasser Uberfuhrt und mit halbkonzentrierter Salzsaure angesauert. Der weil3e Feststoff wurde
abfiltriert, mit 20 ml demineralisiertem Wasser gewaschied unter vermindertem Druck
getrocknet

Zur weiteren Reinigung wurden die Tosylate aus einer Mischung bestehend aus Aceton und
Ethanol (1:1) umkristallisiert. Nachdem die Lésung Uber Nacht im Kihlschrank gelagert
wurde, wurden die ausfglenen Kristalle abfiltriertund nit circa 5 ml demineralisiertem
Wasse gewaschen. AbschlieRend erfolgte die Trocknung weif3en Feststoffeunter

verminderem Druck

Ausbeuten101,869g (8%%); 11 2,06 g (94%)12 1,98 g (86%)

1,14 Bis(4-methylbenzensulfonat)tetradecan(10)

Summenformel: gH4206S, \@\ /@/
Molare Masse: 538,76 g/mol 5O~ A O
CAS:19321586-0 OY 00
Schmelztemperatur: 7779 °C

176



5 Experimenteller Teil

'H-NMR (500 MHz, CDC}, 298 K) 1.1981.2¢ (5,6, =
TSOCHCH,CHy(CH,)sCH,CH,CH,OTs), 1.25 1.32 (m, 4 H, 2x 6,CH,CH,0Ts), 1.58
1.68(m, 4 H, 2x ®,CH,0Ts), 2.45 (s, 6 H, 2x ), 4.02 (t Jchych, = 6.59 Hz, 4 H, 2x
CH,OTs), 7.35 (d>Jch,ich, = 8.59 Hz, 4 H, Elarom), 7.79 (d, Jchyich, = 8.59 Hz, 4 H,
CHarom)

13C-NMR (126 MHz, CDC}, 298 K):U (ppm) = 21.59 (2XCH3), 25.28, 28.77, 28.87, 29.32,
29.42, 29.45 (10€H,), 29.49 (2>CH,CH,0Ts), 70.68 (2>XCH,0Ts), 127.84, 129.76,
133.22, 144.59 (2€H.)

IR (ATR):’ (cmi') = 3061 (W, CHrom), 2976 (w, CH), 2922 (m, CH), 2850 (m, CH), 1597
(W, C=Carom), 1473 (M, C=Grom), 1356 (s, S€), 1173 (s, SG), 947 (s), 835 (S, Clbm), 723
(W, CH,), 665 (m), 553 (s)

1,16-Bis(4-methylbenzensulfonat)hexadecafll)

Summenformel: ggH4606S; \@\ /@/
Molare Masse: 566,81 g/mol S/O\/H\/O\S

CAS: 73992435 0 0 0
Schmelztemperatur: 8183 °C

'H-NMR (500 MHz, CDC4, 298 K):{i (ppm) =1.18- 1.26 (m, 20 H,
TSOCHCH;CHy(CH2)10CH2CH,CH,0Ts), 1.26- 1.34 (M, 4 H2x CH,CH,CH,OTs), 1.59
1.67(m, 4 H, 2x G,CH,OTs), 2.45 (s, 6 H, 2xId3), 4.02 (t,3JCH2/CH2 =6.30 Hz, 4 H, 2x
CH,OTSs), 7.35 (d%Jcnycr, = 8.59 Hz, 4 H, Glarom), 7.79 (d Jchych, = 8.59 Hz, 4 H,
CHoarom)

13C-NMR (126 MHz, CDC}4, 298 K):U (ppm) = 21.59 (2xCHs3), 25.28, 28.77, 28.829.33,
29.44, 29.45 (12€H,), 29.54 (2xCH,CH,0TSs), 70.68 (2xCH,OTs), 127.84, 129.76,
133.23, 144.59 (2€¢H.)

IR (ATR):’ (cmi™) = 3053 (W, CHrom), 2976 (W, CH), 2920 (m, CH), 2849 (m, CH), 1599
(W, C=Carom), 1474 (M, C=Gom), 1356 (s, S@), 1173 (s, SQ), 947 (S), 837 (S, Chbm), 721
(W, CHy), 665 (m), 553 (s)
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1,18Bis(4-methylbenzensulfonat)octadecat(l2)

Summenformel: &Hs006S;
Molare Masse: 594,87 g/mol
CAS: /

Schmelztemperatur: 891 °C

'H-NMR (600 MHz, CDC}, 298 K):Ui (ppm) =1.13- 1.45 (m, 28 H,
TsOCHCH,(CH2)14CH,CH,OTSs), 1.58 1.78(m, 4 H, 2x ®,CH,OTSs),2.45 (s, 6 H, 2x
CHa), 4.02 (t,*JchycH, = 6.72 Hz, 4 H, 2x 8,0Ts), 7.34 (d2Jcrych, = 7.70 Hz, 4 H,
CHarom), 7.79 (d, JchycH, = 7.70 Hz, 4 H, Glarom)

13C-NMR (151 MHz, CDC}4, 298 K):U (ppm) =21.58 (2xCH3), 25.26, 28.75, 28.86, 29.33,
29.44, 29.55 (14€H,), 29.61 (2xCH,CH,OTs), 70.67 (2>CH,0Ts), 127.81, 129.75,
133.17, 144.58 (2€¢H.)

IR (ATR):’ (cmi™) = 3061 (W, CHrom), 2976 (W, CH), 2918 (m, CH), 2848 (m, CH), 1599
(W, C=Carom), 1474 (M, C=Grom), 1355 (s, S@), 1172 (s, S&), 947 (s), 837 (S, Clbm), 721
(W, CHb), 665 (m), 554 (s)

EA: berechnet C 64.61, H8.47, S 10.78
gefunden C 65.01, H 8.44, S 10.64

534Sy nt hes eAlkyl édis-tosylatermit den Kettenlangen Gy & C 2,
(modifiziert nacH'"®)

- Reaktionsschema -

1,75 mmol des Alkohols8(550 mg,9 600 mg) wurden ireinem 100 ml Schlenkgefal} in
25ml Pyridin und25 ml Chloroform gel6st. Die Losung wurde mittédsyostat auf eine
Temperatur von 0 °C bis 5 °C heruntergekuhlt. Uber einen Zeitraum von 30 Minuten wurden
dem Gemisch portionsweise 1,23 g (6,29 mnpa)a-Toluersulfonsaurechlorid zugefigt.
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