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Zusammenfassung

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der katalytischen Oxidation von 5-Ketogluconsiure durch Luft-
sauerstoff. Dabei werden Weinsiure, Oxalsdure und Glycolsdure gebildet. Das Ziel war die opti-
male Ausbeute an Weinsédure bei moglichst geringer Bildung von Oxalsdure und Glycolsdure zu
erreichen und Hinweise auf den Mechanismus der Reaktion zu erhalten. Besonders interessant war
dabei der Einfluss des verwendeten Puffers und des Katalysators auf den Verlauf der Oxidation.

Es konnte gezeigt werden, dass es eine Vanadat-abhiingige und eine Puffer-abhingige Spaltung der
5-Ketogluconsiure gibt, wobei letztere nur durch Oxoanionen, wie Phosphat, Arsenat oder Carbo-
nat in alkalischem Milieu bewirkt wird.

Die Vanadat-abhdngige Oxidation wird durch die Anwesenheit von Phosphat erheblich beschleu-
nigt. >'V-NMR-Untersuchungen zeigen, dass dafiir wahrscheinlich eine Aktivierung des Vanadat-
Katalysators durch die Bildung eines gemischten Vanadat-Phosphat-Anhydrids verantwortlich ist.
Dadurch wird die Veresterung des Vanadats mit der 5-Ketogluconsdure stark beschleunigt. Dem-
entsprechend verlduft die Umsetzung in Abwesenheit von Phosphat wesentlich langsamer und nur
unter geringerer Oxalsdure-Bildung. Die beschleunigte Reaktion fiihrt auBerdem zu einer Weiter-
oxidation der Weinsidure zu Oxalsdure, und damit zu einer Einbulle bei der Weinsidureausbeute.
Zwitterionische Puffer, wie z.B. TRIS, sind unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen nicht in
der Lage, die Reaktion zu beschleunigen. In Phosphatpuffer wird dariiber hinaus auch ohne Vana-
dat Weinsdure gebildet. Auch dann wird keine erhohte Bildung von Oxalsdure beobachtet. Bei
Verwendung von Carbonatpuffer wird aus der 5-Ketogluconsidure mit hoher Selektivitit Weinsiu-
re gebildet ohne dass eine Weiteroxidation der Weinsaure erfolgt. Das Carbonat bewirkt zwar eine
Spaltung der 5-Ketogluconsdure, fiihrt aber nicht zu einer Weiteroxidation der Weinsdure zu Oxal-
sdure.

Unter Ausschluss von Sauerstoff erfolgt zwar eine Spaltung der 5-Ketogluconsédure, welche mit
und ohne Vanadat identisch ist, aber es findet keine Oxidation statt. Die Puffer-abhéngige Spal-
tung ist also weder von der Gegenwart eines Katalysators, noch von der Gegenwart von Sauerstoff
abhéngig. Tritt Luft zu einem solchen inerten Reaktionsansatz hinzu, kommt es sofort zur Bildung
von Weinsédure, Oxalsdure und Glycolséure.

Dies lisst auf einen Mechanismus schlieen, bei dem die Spaltung und die Oxidation in zwei Stu-
fen erfolgen. Aufgrund der vorliegenden Untersuchungsergebnisse wird ein Vorschlag fiir einen
Mechanismus der Oxoanionen-abhédngigen Spaltung der 5-Ketogluconséure in alkalischer Losung

gemacht, nach dem die Spaltung analog einer Retro-Benzoin-Kondensation verlauft.
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1. EINLEITUNG 1

1. Einleitung

Diese Arbeit befasst sich mit der Vanadat-katalysierten Darstellung von L-(+)-Weinsédure
aus 5-Ketogluconsdure unter besonderer Beriicksichtigung des Einflusses des verwendeten
Puffers auf die Reaktion. 5-Ketogluconsdure kann auf biotechnologischem Weg mit Hilfe
von Bakterien oder durch Oxidation von Glucose gewonnen werden [26]. Daher konnte die
5-Ketogluconsdure als preiswerte Ausgangsverbindung zur wirtschaftlichen Darstellung
von Weinsdure dienen. Denn, obwohl Weinsdure vielseitig eingesetzt werden kann
[16][25], ist die Verfiigbarkeit von Weinsidure heute immer noch von natiirlichen Ressour-
cen abhéngig. Dabei handelt es sich in der Hauptsache um Weinstein (KHC4H¢Og), der bei
der Weinherstellung anfillt.

Es existieren drei stereoisomere Formen von Weinsdure (Abbildung 1): die (2R,3R)-Form,
die auch als natiirliche oder L-(+)-Weinsdure bezeichnet wird, die (2S,3S)-Form, die auch

D(-)-Weinsdure genannt wird und die nicht chirale meso-Form.

GOOH GOOH COOH
H—C—OH HO—C—H H—C—OH
HO—C—H H—C—OH H—C—OH
COOH COOH COOH

(D 2 3)

Abbildung 1: Die Strukturformeln der drei Stereoisomeren von Weinsdure in der
Fischer-Projektion: (L)-Weinsdure (1), (D)-Weinsdure (2) und meso-
Weinsdure (3) [22][25].

Die L-(+)-Weinsdure kommt in vielen Pflanzen vor, unter anderem in Weintrauben und
Lowenzahn. Auf sie konzentriert sich das wirtschaftliche Interesse.

In der Lebensmittelindustrie wird Weinsdure bei der Herstellung von Speiseeis, in Back-
und Brausepulver, Limonaden sowie Gelees und Konditorwaren verwendet. Sie wird ferner
als Antioxidationsmittel eingesetzt. In der Textilindustrie setzt man sie beim Firben und
Drucken als Saure und Reduktionsmittel ein. Auch bei der Anilinschwarzfiarbung und zum
Griffigmachen und Glitten von Seide wird sie verwendet. Dariiber hinaus findet sie in der
Galvanotechnik und bei der Glasversilberung Anwendung. In der Chemie ist sie fiir die

organische Synthese als Bestandteil des ,,chirale Pool*“ von groB3er Bedeutung.



2 1. EINLEITUNG

Die hier verwendete 5-Ketogluconsidure ist ein Derivat der Glucose. Es handelt sich um

2,3,4,6-Tetrahydroxy-5-oxohexansdure (Abbildung 2).

GOOH
H—GC—OH
HO—C—H
H—C—OH
-0
CHgOH

Abbildung 2: Strukturformel von 5-Ketogluconsdure in der Fischer-Projektion.

Um aus 5-Ketogluconsdure Weinsdure zu erhalten, muss eine oxidative C-C-
Bindungsspaltung zwischen den Kohlenstoffatomen 4 und 5 erfolgen (Abbildung 3). Dabei
erhélt man als C4-Molekiill Weinsdure und ein C2-Molekiil, in der Regel Glycolsidure oder

Oxalséure.

GOOH
1
COOH H—C—OH
H—C—OH HO—C—H
HO-C—H COOH
4 — @)
H—C—OH
+
=0 GOOH
CHOH CH,OH
(1) 3)

Abbildung 3: Schema der Oxidation von 5-Ketogluconsdure (1) zu Weinsdure (2) und

Glycolsdure (3).

Seit langem sucht man nach einer Methode, um Weinsédure billig und isomerenrein produ-
zieren zu konnen. Besonders letzteres ist im Hinblick auf eine Verwendung in Lebensmit-
teln von Bedeutung. Die ersten Versuche befassten sich mit der Darstellung von Weinsdure
aus billigen Kohlenhydraten, wie z.B. Glucose und Stirke. Oft wurde dabei, wie z.B. bei
Odell 1922 [44], Salpetersdure als Oxidationsmittel in Gegenwart von Vanadaten verwen-
det. Als erster erkannte Barch 1933 die Vorteile von 5-Ketogluconsiure als Ausgangsver-

bindung [3]. Sie ist ein Zwischenprodukt bei der Bildung von Weinsdure aus Glucose. Bei
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Verwendung von 5-Ketogluconsdure entfallen die Nebenprodukte, die bei der Oxidation
der Glucose zu 5-Ketogluconsiure entstehen. Dies erleichtert die Untersuchung des ent-
scheidenden Schrittes, namlich der Oxidation der 5-Ketogluconsdure zu Weinsdure erheb-
lich. Aber auch Barch setzte Salpetersidure als Oxidationsmittel in Gegenwart von Vanadi-
um ein. Die Verwendung von Salpetersdure fiihrte aber immer zu Isomerengemischen und
einer Vielzahl an Nebenprodukten. Deshalb hat sich diese Methode als wirtschaftlich nicht
sinnvoll erwiesen.

Erst im Jahre 1940 gelang es Pasternack und Brown isomerenreine L-(+)-Weinsdure in
geringer Ausbeute zu synthetisieren [46]. Sie gingen dabei, wie Barch, von 5-Ketoglucon-
sdure aus und verwendeten zur Oxidation Luftsauerstoff mit Vanadium als Katalysator.

Die chemische Synthese von 5-Ketogluconsdure wurde erstmals von Kiliani durchgefiihrt
[26]. Sie ist aufwendig und daher teuer. 5-Ketogluconsidure wird aber von einigen Bakteri-
en, wie z.B. Acetobacter suboxydans, aus Glucose als Stoffwechselprodukt gebildet. Es ist
daher prinzipiell moglich, sie auf biotechnologischem Weg zu gewinnen. Dies wiirde sie zu
einem billigen und beliebig verfiigbaren Ausgangsstoff machen. Kamlet versuchte 1943
durch Fermentation von Glucose mit A. suboxydans Weinsaure in Gegenwart von Vanadi-
um zu gewinnen [24]. Yamada et al. verwendeten 1971 schlieBlich als erste Gluconobacter
suboxydans, um aus Glucose Weinsiure herzustellen [65]. Aber auch bei der Verwendung
von Bakterien war die Ausbeute fiir eine wirtschaftliche Nutzung viel zu gering. All diesen
Versuchen der Weinsdure-Darstellung, ob chemischer oder biologischer Art, ist die Ver-
wendung von Vanadat gemeinsam.

Bei Fermentierungsversuchen zur Weinsduregewinnung wurde ausschlieBlich von einer
steigernden Wirkung des Vanadiums auf die Ausbeute ausgegangen. Diese Annahme
konnte von Klasen et al. 1992 widerlegt werden. Sie haben festgestellt, dass bei der Bil-
dung von Weinsdure aus Glucose unter Verwendung von G. suboxydans nur die Bildung
der 5-Ketogluconsidure von der Gegenwart des Bakteriums abhingig ist. Der Schritt der
Bildung der Weinsdure aus der 5-Ketogluconséure ist dagegen nur von der Gegenwart des
Vanadats abhingig [27]. Wenn man die Fermentierung ohne den Zusatz von Vanadat
durchfiihrt, bleibt die Oxidation auf der Stufe der 5-Ketogluconsidure stehen. Andererseits
wurde auch in Losungen ohne G. suboxydans in Gegenwart von Vanadat aus 5-Keto-
gluconsdure Weinsdure gebildet. Das Vanadat fungiert also als homogener Katalysator bei

der Bildung der Weinsiure aus der 5-Ketogluconséure.
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Im Rahmen der, dieser Arbeit voran gegangenen, Diplomarbeit [38] konnte gezeigt wer-
den, dass neben dem Vanadium auch der pH-Wert und der fiir die Umsetzung verwendete
Puffer entscheidenden Einfluss auf die Oxidation haben. Bisher wurde bei Umsetzung von
5-Ketogluconsédure zu Weinsdure unter Verwendung von Bakterien immer in gepuffertem
Medium gearbeitet, um geeignete physiologische Bedingungen fiir die Bakterien gewihr-
leisten zu konnen [27][31][46][65]. Dazu wurde in der Regel Phosphatpuffer verwendet,
da den Bakterien so gleichzeitig eine Phosphorquelle zur Verfiigung gestellt werden konn-
te. Bei Verwendung von Phosphatpuffer erfolgt die Bildung von Weinsdure zwar iiber ei-
nen grofen pH-Bereich, aber nur mit unbefriedigende Ausbeuten. Bei Verwendung von
alkalischem Carbonatpuffer werden dagegen die hochsten bisher bekannten Weinsdureaus-
beuten erzielt, was zur Patentierung dieses Verfahrens gefiihrt hat [28][29][30].

Die Ursachen fiir diese starke Pufferabhingigkeit der Umsetzung sind bisher nicht bekannt.
Ihre Aufkldarung ist eines der Ziele dieser Arbeit. AuBlerdem soll untersucht werden, ob im
Hinblick auf eine mogliche industrielle Weinsdureproduktion die Selektivitit und Ausbeute

der Reaktion erhoht sowie die Reaktionsdauer verringert werden kann.
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2. Hauptteil

2.1 Oxidationen durch Luftsauerstoff

2.1.1  Einleitung

Im Rahmen meiner Diplomarbeit habe ich, wie bereits erwihnt, die unerwartete Beobach-
tung gemacht, dass 5-Ketogluconsidure im sauren bis neutralen pH-Bereich durch Luftsau-
erstoff nur dann in merklichem Umfang oxidiert wird, wenn neben dem Katalysator Vana-
dat auch Phosphat anwesend ist [38][39]. In dieser Arbeit habe ich nur den Verbrauch an
5-Ketogluconséure und die Bildung von Weinséure verfolgen konnen.

Ein verfeinertes Analysensystem erlaubt nun zusitzlich die routineméfige Bestimmung
sowohl von Oxalsédure als auch von Glycolsdure, einem Zwischenprodukt der Reaktion
[31].

Es gibt zwei Wege, auf denen Oxalsdure bei der Oxidation von 5-Ketogluconsédure gebildet
werden kann. Einerseits kann sie durch Weiteroxidation von bei der Umsetzung gebildeter
Glycolsidure entstehen und andererseits durch oxidative Spaltung der Weinsdure

(Abbildung 4).

(‘DOOH
COOH H—C—OH COOH
‘ ~ —> 2 |
H—C—OH HO—C—H COOH
HO G- H COOH
| — > Weinsdure
H—C—OH
~ +
C=0 COOH COOH
| | —> I
CH,OH CH,OH COOH
5-Ketogluconsédure Glycolsdure Oxalsdure

Abbildung 4: Schema der Bildung von Oxalsdure durch Weiteroxidation der aus der

5-Ketogluconsdure gebildeten Weinsdure und Glycolsdure.

Die Weiteroxidation von Weinsdure zu Oxalsdure ist ein seit langem bekanntes Problem
bei der oxidativen Darstellung von Weinsédure [60]. Dabei werden aus einem Mol Wein-

sdaure zwei Mol Oxalsédure gebildet (siehe Abbildung 4), was zur Bildung von erheblichen
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Mengen an Oxalsdure fiithrt. Wenn die Ausbeute an Oxalsdure im Verhiltnis zur Ausbeute
an Weinsiure und Glycolsdure deutlich hoher ist, deutet dies also auf eine Weiteroxidation
von Weinsiure hin.

Die Ausbeute gibt im folgenden in Prozent an, wie viel der theoretisch maximal moglichen

Weinsidure-Menge gebildet wurde.
c(TA)

—*100
¢,(5—KGA)

Ausbeute =

Da aus einem Mol 5-Ketogluconsdure ein Mol Weinsdure gebildet werden kann
(Abbildung 4), liegt die gebildete Menge an Weinsidure (c(TA)) maximal bei der eingesetz-
ten Konzentration der 5-Ketogluconsidure (co(5-KGA)). Bei der Spaltung der
5-Ketogluconsédure wird ebenfalls ein Mol eines C2-Molekiils gebildet, deshalb entspre-
chen auch bei Glycolsdure und Oxalsdaure 100 % der eingesetzten Menge an
5-Ketogluconsdure. Da aber auch aus Weinsiure durch oxidative Spaltung Oxalsiure ge-
bildet werden kann, ist im Gegensatz zur Weinsdureausbeute eine Oxalsdureausbeute von
mehr als 100 % moglich.

Der Verbrauch ist als Quotient aus der verbrauchten Menge an 5-Ketogluconsdure
(ci(5-KGA)) und der eingesetzte Menge an 5-Ketogluconsédure (co(5-KGA)) gegeben. Die

Angabe erfolgt ebenfalls in Prozent.
¢,(5— KGA) £100
c,(5—KGA)

Verbrauch =

Die Selektivitdt ist ein Mal} dafiir, wie viel der verbrauchten 5-Ketogluconsiure tatsidchlich

zu Weinsdure umgesetzt wurde.

A
Selektivitir = —245bere 109
Verbrauch

Auch sie wird in Prozent angegeben. Je hoher sie ist, desto weniger Nebenprodukte wurden

gebildet. Sie ergibt sich aus dem Quotienten aus der Ausbeute und dem Verbrauch.

2.1.2 pH-Abhéangigkeit des Einflusses von Phosphatpuffer auf die Reaktion

Bei der Umsetzung von 5-Ketogluconsiure in Gegenwart von Vanadat (NH4VO3) als Kata-
lysator steigt die Ausbeute an Oxalsdure von rund 45 % bei pH 1,4 auf 90 % bei pH 7,1 an
(Abbildung 5). Gleichzeitig steigt der Verbrauch an 5-Ketogluconsédure von etwa 60 % auf
tiber 90 %. Bei weiter steigendem pH-Wert bleiben beide dann annidhernd konstant. Im
Gegensatz dazu zeigen die Ausbeuten an Glycolsdure (20 -40 %) und Weinsdure

(20 - 35 %) keine signifikante pH-Abhéngigkeit. Dies fiihrt zu einer sinkenden Selektivitit
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der Reaktion von etwa 60 % mit steigendem pH-Wert auf 25 - 30 % Da die Ausbeute an
Oxalsdure die Ausbeute an Weinsdure ab pH 7,1 um mehr als das Vierfache iibersteigt,
kann man sagen, dass hier Oxalsdure das Hauptprodukt der Reaktion ist.

Werden die gleichen Umsetzungen ohne Vanadat durchgefiihrt (Abbildung 5), findet bei
saurem oder neutralem pH keine Umsetzung statt. Nur bei pH-Werten iiber 7 kommt es
auch in Abwesenheit von Vanadat zu einem Abbau von 5-Ketogluconsédure. Der Verbrauch
steigt dabei von rund 35 % bei pH 8,1 auf etwa 70 % bei pH 10,3 an, die Ausbeute an
Weinsiure erreicht dabei aber nur etwa 10 - 25 %. Insgesamt werden hier durchweg gerin-
gere Ergebnisse erzielt als mit Vanadat. Besonders auffillig sind die, mit rund 10 % deut-
lich geringeren Ausbeuten an Oxalsédure. Sie liegt hier unter der Ausbeute an Glycolsidure

mit 10 - 20 %.
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Abbildung 5: Ergebnisse der Umsetzungen von 5-Ketogluconsdure (50 mmol/l) zu
Weinsdure in Abhdngigkeit vom pH-Wert, unter Verwendung von
Phosphatpuffer (0,44 mol/l) mit und ohne Vanadat (1 mmol/l) (V = Vanadat,
P = Phosphat) nach acht Tagen bei 27°C und 180 Upm.

Wenn man die Konzentrationen als Funktion der Zeit betrachtet, wird die wesentlich lang-

samere Reaktion ohne Vanadat besonders deutlich (Abbildung 6, Abbildung 7).
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Abbildung 6: Umsetzung von 5-Ketogluconsdure (50mmol/l) mit Vanadat (1 mmol/l) in
Phosphatpuffer (0,44 mol/l) bei pH 10,2 (acht Tage, 27°C, 180 Upm,).

In Gegenwart von Vanadat (Abbildung 6) ist die Oxalsdure von Beginn an das Hauptpro-
dukt der Reaktion. Der grofite Teil der 5-Ketogluconsdure wird innerhalb des ersten Tages
abgebaut und auch die Hauptmenge der Produkte ist nach einem Tag gebildet worden.
Nach zwei Tagen ist die Reaktion bereits weitgehend beendet und es sind nur noch geringe

Anderungen der Konzentrationen zu beobachten.
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Konzentration [mmol/l]

Reaktionszeit [d]

—- 5-KGA —— TA —A— OA —— GA

Abbildung 7: Umsetzung von 5-Ketogluconsdure (50mmol/l) ohne Vanadat in
Phosphatpuffer (0,44 mol/l) bei pH 10,2 (acht Tage, 27°C, 180 Upm).

Bei der Umsetzung ohne Vanadat (Abbildung 7) erfolgt die Umsetzung wesentlich lang-
samer. Das Ende der Reaktion ist auch nach acht Tagen noch nicht erreicht. Hier wird von
Anfang an mehr Weinsdure als Oxalsdure gebildet und man kann davon ausgehen, dass die
gebildete Oxalsdure hier zum iiberwiegenden Teil aus der Oxidation der Glycolsédure
stammt.

Dass in den Kontrollversuchen ohne Vanadat bei saurem und neutralem pH-Wert kein Ab-
bau der 5-Ketogluconsiure erfolgt, wihrend bei alkalischem pH-Wert auch ohne Vanadat
eine Spaltung der 5-Ketogluconsidure stattfindet, ldasst den Schluss zu, dass es eine Vana-
dat-abhiingige und eine Vanadat-unabhiingige Spaltung der 5-Ketogluconséure gibt.

Die Vanadat-abhingige Spaltung wird durch die Gegenwart von Phosphat erheblich be-
schleunigt. Dies zeigt sich daran, dass bei einer Umsetzung der 5-Ketogluconsiure bei pH
6,6 oder 7,0 mit Vanadat als Katalysator in Abwesenheit von Phosphat nur eine minimale
Umsetzung stattfindet [38]. Die Reaktion ldauft dann nur extrem langsam ab. Dieser Effekt
steht wahrscheinlich mit der Bildung gemischter Anhydride zwischen Vanadat und Phos-

phat in Zusammenhang [21] (siehe auch 2.3.4).
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Der Abbau der 5-Ketogluconsiure, bei den Versuchen ohne Vanadat, nimmt mit steigen-
dem pH-Wert zu. Die moglichen Griinde hierfiir werden spéter diskutiert (2.4.1).

Es stellt sich die Frage, warum bei der Umsetzung mit Vanadat nicht die gesamte Weinsdu-
re zu Oxalsdure oxidiert wird? Vermutlich ist die starke pH-Abnahme infolge der Oxalséu-
re-Bildung ein Grund dafiir. Eine weitere Ursache konnte in einer Komplexierung des Va-
nadats durch die Oxalsédure liegen. Denn Oxalséure bildet, wie viele Dicarbonsiuren, stabi-

le Komplexe mit Vanadat [64].

2.1.3 Einfluss von Arsenatpuffer

Arsen ist das schwerere Homologe des Phosphors und besitzt als Arsenat dhnliche Eigen-
schaften wie Phosphat. Zum Beispiel bildet es genau wie Phosphat ein gemischtes An-
hydrid mit Vanadat [21]. Ein solches Anhydrid ist beim Phosphat wahrscheinlich fiir des-
sen Einfluss auf die Reaktion verantwortlich. Da auch die pK-Werte dhnlich sind, kann
man Arsenat auch als Puffer einsetzten. Es ist also von Interesse, ob eine Umsetzung von
5-Ketogluconsdure in Arsenatpuffer zu dhnlichen Ergebnissen fiihrt, wie in Phosphatpuffer.
Deshalb werden die Umsetzungen mit Dinatriumhydrogenarsenat als Puffer unter den glei-

chen Reaktionsbedingungen wie bei den Reaktionen in Phosphatpuffer durchgefiihrt.
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pH 8,7 (VA) pH 8,7 (A) pH 9,0 (VP) pH 9,1 (P)

| B TA-Ausbeute [0 5-KGA-Verbrauch [ Selektivitat OA-Ausbeute B GA-Ausbeute |

Abbildung 8: Vergleich der Umsetzungen von 5-Ketogluconsdure (50 mmol/l) mit und
ohne Vanadat (1 mmol/l) unter Verwendung von Arsenat als Puffer
(0,44 mol/l) bei pH 8,7 (V = Vanadat, A = Arsenat, P = Phosphat) nach
acht Tagen bei 27°C und 180 Upm.

In Gegenwart von Vanadat liegen die Ergebnisse bei Verwendung von Arsenatpuffer bei
etwa 70 % der mit Phosphatpuffer erreichten Werte (Abbildung 8). Aber es sind die glei-
chen Tendenzen erkennbar. Auch hier wird wesentlich mehr Oxalsédure als Weinsédure ge-
bildet. Insgesamt zeigen die Ergebnisse deutlich, dass der Reaktionsverlauf dem mit Phos-

phat sehr @hnlich ist.
2.1.4 Einfluss von Carbonatpuffer in alkalischem Milieu

2.1.4.1 pH-Abhangigkeit der Reaktion in Carbonatpuffer

In Carbonatpuffer werden bei pH 10 in Gegenwart von Vanadat erheblich bessere Wein-
sdaureausbeuten (70 - 75 %) erreicht als bei allen anderen bisher bekannten Darstellungs-
verfahren fiir Weinsdure [28]. Da Carbonat-Losungen nicht beliebig angeséduert werden
konnen, ohne dass ihnen Kohlendioxid entweicht, wurden die Umsetzungen oberhalb

pH 8,2 durchgefiihrt.
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Die einzelnen Umsetzungen im Bereich von pH 8,2 bis pH 10,1 zeigen keine groB3en Un-
terschiede. Die Ausbeuten an Weinsdure liegen bei 60 - 70 % und die 5-Ketogluconsédure
wird zu 85-95 % abgebaut. Daraus ergibt sich eine Selektivitit der Reaktion von
70 - 80 %. Es werden also weniger Nebenprodukte gebildet. Da die Summe der Ausbeuten
an Oxalsdure und Glycolsaure mit rund 70 % etwa der Ausbeute der gebildeten Weinsadure
(75 %) entspricht, hat hier offensichtlich auch keine Weiteroxidation von Weinsiure statt-
gefunden. Dies zeigt sich daran auch, dass deutlich mehr Glycolsdure (50 %) als Oxalsédure
(20 %) gebildet wird, was auf eine insgesamt mildere Oxidation als bei Verwendung von

Phosphatpuffer hindeutet.
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Abbildung 9: Zusammenfassung der Ergebnisse der Umsetzungen von 5-Ketogluconsdure
(50 mmol/l) zu Weinsdure in Abhdngigkeit vom pH-Wert, unter Verwendung
von Carbonatpuffer (0,44 mol/l) mit und ohne Vanadat (1 mmol/l)

(V = Vanadat, C = Carbonat) nach acht Tagen bei 27°C und 180 Upm.

Wird die Reaktion dagegen bei pH 13 durchgefiihrt, sinkt die Weinsdureausbeute auf rund
20 % ab. Ein Unterschied zwischen den Proben mit und ohne Vanadat ist nicht mehr zu
beobachten. Der Verbrauch der 5-Ketogluconsiure ist dabei allerdings mit 40 % deutlich

geringer. Worauf das zuriickzufiihren ist, ist bisher unklar.
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Die Tatsache, dass die Weinsaureausbeute bei alkalischem pH-Wert drastisch niedriger ist,
stimmt mit den Ergebnissen von Isbell und Holt [23] iiberein, welche die Oxidation von
5-Ketogluconsdure in Natriumhydroxid-Losung und Calciumhydroxid-Losung der Kon-
zentration 1 mol/l durchgefiihrt haben. Dabei fanden sie 29 % Oxalsdure, 45 % Hydro-
xyglutarsdure und 10 % Weinsdure als Produkte.

5-Ketogluconsidure ist bis pH 10 gegeniiber einer Isomerisierung stabil [9]. Bei hoheren
pH-Werten unterliegt sie, wie viele andere Kohlenhydrat-Derivate, einer Epimerisierung.
Der Mechanismus dieser Epimerisierung wurde von Lowry-de-Bruyn und van Ekenstein
[33] am Beispiel von D-Glucose, D-Fructose und D-Mannose in alkalischer Losung aufge-
klirt. Jedes der drei genannten Monosaccharide liefert in alkalischer wéssriger Losung ein

Gemisch aus allen drei Zuckern.

(l.“, HO (I-I: HOH Cl) HO
H—Cl)—OH Cl)—OH HO—Cl)—H
HO—C—H HO—C—H HO—C—H
H—(:D—OH e H—(:D—OH H—C:)—OH
H—Cl)—OH H—Cl)—OH H—Cl)—OH
CH-OH CH>OH CH,OH
(Glucose) (Endiol) (Mannose)
(l.“,HgOH
C=0
HO—Cl)—H
H—G—OH
H—Cl)—OH
Cl)HgOH
(Fructose)

Abbildung 10: Epimerisierung von D-Glucose, D-Fructose und D-Mannose in alkalischer

wdssriger Losung iiber ein Endiol.

Im Falle von 5-Ketogluconsiure fithrt eine solche Epimerisierung zu einer Vielfalt an

moglichen Nebenprodukten.
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Die Hydroxidionen-Konzentration darf also nicht zu hoch gewihlt werden. Der optimale
pH-Wert der Umsetzung liegt vielmehr bei pH 10, da hier noch keine Epimerisierung der
5-Ketogluconséure stattfindet.

Betrachtet man den Reaktionsverlauf bei pH 10 als Funktion der Zeit fiir die Umsetzungen
mit Vanadat (Abbildung 11) zeigt sich, dass die Reaktion nach zwei bis drei Tagen weitge-
hend beendet ist. Bei der Reaktion ohne Vanadat (Abbildung 12) bleibt der Abbau der

5-Ketogluconsédure unvollstindig. Auf diesen Aspekt wird in Kapitel 2.2.3 eingegangen.

Konzentration [mmol/l]

Reaktionszeit [d]

| —— 5-KGA —— TA —&— OA —— GA |

Abbildung 11: Umsetzung von 5-Ketogluconsdure (50 mmol/l) in Carbonatpuffer

(0,44 mol/l) mit Vanadat (1 mmol/l) bei pH 10,0 (acht Tage, 27°C,
180 Upm).

Die Weinsdureausbeute liegt bei der Umsetzung mit Vanadat etwa doppelt so hoch wie bei
Abwesenheit von Vanadat. Auch die Ausbeuten an Oxalsdure und Glycolsédure fallen um

etwa die Hilfte niedriger aus. Ohne Vanadat verlduft die Reaktion deutlich langsamer und

gleichzeitig wesentlich weniger selektiv.
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Konzentration [mmol/l]

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Reaktionszeit [d]

—- 5-KGA —o— TA —— OA —— GA |

Abbildung 12: Umsetzung von 5-Ketogluconsdure (50 mmol/l) in Carbonatpuffer
(0,44 mol/l) ohne Vanadat bei pH 10,0 (acht Tage, 27°C, 180 Upm).

2.1.4.2 Einfluss der Carbonat-Konzentration

Da Carbonat einen starken Einfluss auf die Umsetzung von 5-Ketogluconsiure hat, stellt
sich nun die Frage nach einer Abhingigkeit der Reaktion von der Konzentration des Car-
bonats. Reichen bereits geringe Mengen, sind stochiometrische Mengen erforderlich oder
ist ein deutlicher Uberschuss des Carbonats in der Losung notwendig? Zur Klirung dieser

Fragen wird die Konzentration des Carbonatpuffern bei den Umsetzungen von 0,01 mol/l

bis 0,44 mol/l variiert.
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Abbildung 13: Ergebnisse der Variation der Konzentration des Carbonatpuffers bei der
Umsetzung von 5-Ketogluconsdure (50 mmol/l) mit Vanadat (1 mmol/l) zu

Weinsdure nach acht Tagen bei 27°C und 180 Upm.

Bei einer Konzentration des Carbonatpuffers von 0,01 mol/l ist nur ein sehr geringer Ab-
bau der 5-Ketogluconséure festzustellen. Mit steigender Konzentration des Carbonatpuffers
nehmen sowohl die Ausbeuten an Weinsdure, Oxalsdure und Glycolsdure, als auch der
Verbrauch an 5-Ketogluconsidure zu. Dabei wird ab einer Carbonat-Konzentration von
0,20 mol/l keine wesentliche Steigerung mehr erreicht. Die Ergebnisse der Umsetzung mit
einer Carbonat-Konzentration von 0,20 mol/l und der Umsetzung mit 0,44 mol/l sind nahe-
zu identisch. Die Konzentration von 0,20 mol/I entspricht einem vierfachen Uberschuss des
Carbonats gegeniiber der 5-Ketogluconsiure. Fiir eine optimale Umsetzung ist also ein

Uberschuss an Carbonat erforderlich.

2.1.5 Einfluss zwitterionischer Puffer in alkalischem Milieu

Nachdem die Oxoanionen Phosphat, Arsenat und Carbonat einen solch grofen Einfluss auf
die Umsetzung haben, wird hier untersucht, wie die Reaktion bei Verwendung von Puffern
mit génzlich anderer Struktur und chemischem Verhalten verlduft. Geeignet fiir diese Un-
tersuchungen sind zum Beispiel die so genannten zwitterionischen Puffer. Dabei handelt es
sich um synthetische Puffer, die besonders in der Biochemie Verwendung finden. Aller-

dings sind auch einige dieser Puffer teilweise zu einer Beeinflussung des chemischen Ver-



2. HAUPTTEIL 17

haltens von Vanadat in der Lage. °'V-NMR-Untersuchungen haben z.B. gezeigt, das TRIS
einen starken Einfluss auf die Reaktion von Vanadat mit Diolen hat. HEPES dagegen be-
einflusst Vanadium in deutlich geringerem Ausmal [63].

Vier Vertreter dieser Pufferklasse wurden aufgrund ihrer Eignung zum Einsatz im alkali-

schen pH-Bereich ausgewéhlt: TRIS-HCI, HEPES, TRICIN und MOPS (Abbildung 14).

O @ (|:H2OH ?HZOH
Cl HyN—C—CHoOH HOCH,—C~NH—CH,-COOH
CH,OH CH,OH
TRIS-HCI TRICIN
(Tris-(hydroxymethly)-aminomethan HCI) (N-(Tris-(hydroxymethyl)-methyl)-glycin
SOH SOgH
N
(] N
@)
OH
HEPES MOPS
(4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethylsulfonsdure) (3-Morpholino-propansulfonsiure)

Abbildung 14: Lewisstrukturen und vollstindige Namen der zwitterionischen Puffer TRIS-
HCI, HEPES, TRICINE und MOPS.

Die Umsetzungen der 5-Ketogluconsdure mit den zwitterionischen Puffern werden bei
pH 8 und pH 9 durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 zusammengefasst.

In allen Fillen findet nur in Gegenwart von Vanadat eine Umsetzung statt. Ohne Katalysa-
tor wird bei keinem der zwitterionischen Puffer ein Abbau der 5-Ketogluconsédure beobach-
tet. Dabel zeigen die beiden jeweils chemisch dhnlichen Puffer TRIS und TRICIN insge-
samt dhnliche Ergebnisse. Bei TRIS und TRICIN werden bessere Selektivititen erreicht als
bei HEPES und MOPS.
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Abbildung 15: Vergleich der Umsetzungen von 5-Ketogluconsdure (50 mmol/l) mit
Vanadat (1 mmol/l) unter Verwendung zwitterionischer Puffer (0,44 mol/l)
bei pH 8 und pH 9 nach acht Tagen bei 27°C und 180 Upm.

Bei den Umsetzungen in Gegenwart von Vanadat ist die Ausbeute bei pH 9 hoher als bei
pH 8. Dies gilt fiir alle vier Puffer. Dabei werden Ausbeuten an Weinsédure von 10 - 25 %
bei pH 8 und 30 - 45 % bei pH 9 erreicht.

Diese Puffer sind nicht zu einer Vanadat-unabhingigen Oxidation der 5-Ketogluconsédure
in der Lage, wie sie bei Phosphat, Arsenat und Carbonat beobachtet wird. Die Versuche
zeigen, dass es neben der durch Phosphat, Arsenat und Carbonat bewirkten Spaltung der

5-Ketogluconsédure eine Vanadat-katalysierte Spaltung gibt.

2.1.6 Einfluss von EDTA

EDTA (Etylendiamintetraacetat) bildet mit Vanadat einen stabilen 1:1-Komplex. Dessen
Kristallstruktur wurde von W. R. Scheidt et al. [54][55] bestimmt und Untersuchungen von
Amos und Sawyer [1] konnten zeigen, dass die Struktur in Losung mit der Struktur im
Festkorper iibereinstimmt (Abbildung 16). Dieser Chelat-Komplex ist au3erordentlich sta-
bil, was zu einer sehr geringen Oligovanadatkonzentration in Losungen fiihrt, selbst bei

hohen Gesamtkonzentrationen an Vanadat [13].
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Abbildung 16: Struktur des 1:1 EDTA-Vanadat-Komplexes.

Fiihrt man die Umsetzung in Gegenwart von EDTA statt mit Puffern durch, findet weder
bei pH 9,0 noch bei pH 10,0 ein Abbau der 5-Ketogluconsdure statt. Die Zugabe von
EDTA fiihrt also zu einer volligen Inhibition der Vanadat-abhédngigen Spaltung von
5-Ketogluconséure.

Das Ergebnis zeigt, dass ein alkalisches Medium allein fiir eine Spaltung der 5-Keto-
gluconsdure bis pH = 10 nicht ausreicht. Nur in Gegenwart von Oxoanionen beobachtet

man eine Vanadat-unabhingige Oxidation von 5-Ketogluconséaure.

2.1.7 \Verwendung alternativer Katalysatoren

In der Patentliteratur werden neben Vanadat eine Reihe anderer redoxaktiver Metallverbin-
dungen von Mangan, Eisen oder Chrom als geeignete Katalysatoren bei der Oxidation von
5-Ketogluconsdure mit Salpetersdure genannt [60]. Hier wurden einige einfache Verbin-
dungen dieser und anderer Ubergangsmetalle hinsichtlich ihrer Eignung als Katalysatoren
unter den hier verwendeten, wesentlich milderen Bedingungen untersucht. Dabei sind die
Eigenschaften der verschiedenen Katalysatoren bei der Wahl der zu verwendenden Puffer-
systeme zu beriicksichtigen. Eisen konnte z.B. in Phosphatpuffer unlosliches FePO, bilden
— Eisen, Mangan und Cobalt sind nur bei saurem pH-Wert einsetzbar, da sie sonst als
Hydroxide ausfallen — Titan(IV) ist nur in schwefelsaurer Losung bestindig, da es sonst
TiO; bildet. Trotzdem werden bis auf Eisen und Titan alle Katalysatoren bei Reaktionsbe-
dingungen eingesetzt, die einen direkten Vergleich mit den bei der Vanadat-Katalyse er-
zielten Ergebnissen zulassen.

Die Motivation fiir die Untersuchung von Eisen und Titan als Katalysatoren liegt in ihrer

biologischen Unbedenklichkeit fiir die Umwelt und den Menschen begriindet. Dies ist ein
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Punkt, der im Hinblick auf eine Verwendung der Weinsdure in Lebensmitteln von besonde-
rem Interesse ist. Beide Metalle werden hier in stark saurem Milieu eingesetzt — Eisen in
Chloridpuffer (pH 3,7) und Titan in 1 N Schwefelsdure (pH 0,3).

Chromverbindungen werden in der organischen Chemie hiufig als Oxidationsmittel einge-
setzt. Molybdidn und Wolfram besitzen wie Vanadat die Eigenschaft, Isopolysduren und
Peroxoverbindungen zu bilden. Auflerdem werden sie hier auch in ihrer jeweils hochsten
Oxidationsstufe eingesetzt. Bei beiden wird die Umsetzung in alkalischem Carbonatpuffer
pH 10,3 durchgefiihrt. Dariiber hinaus wird Molybdén auch in alkalischem Phosphatpuffer
pH 10,3 und Chrom in saurem Phosphatpuffer pH 3,4 eingesetzt.

Mangan und Cobalt werden in der Oxidationsstufe +II in Phosphatpuffer (pH 3,4) einge-

setzt.
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Abbildung 17: Ergebnisse der Umsetzung von 5-Ketogluconsdure unter Verwendung
verschiedener Katalysatoren (alle 1,0 mmol/l, V = Vanadat, Cr = Chromat,
Mo = Molybdat, W = Wolframat) in Carbonatpuffer (C) oder
Phosphatpuffer (P) nach acht Tagen bei 27°C und 180 Upm.

Bei den Umsetzungen mit Eisen, Titan, Mangan, Chrom und Cobalt in saurem Milieu fin-

det keine Oxidation der 5-Ketogluconsiure statt. Diese Ionen sind also nicht in der Lage,
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eine Spaltung und Umsetzung der 5-Ketogluconsédure zu bewirken, obwohl die Umsetzun-
gen mit Mangan, Chrom und Cobalt in Phosphatpuffer durchgefiihrt wurden.

Bei den in Carbonatpuffer durchgefiihrten Versuchen mit Chrom, Molybddan und Wolfram
wird dagegen in allen Fillen eine Umsetzung der 5-Ketogluconsdure zu Weinsidure beo-
bachtet (Abbildung 17). Diese liegt dabei deutlich iiber der schon allein durch Carbonat
bewirkten Bildung von Weinsdure (vgl. Abbildung 9).

Die Ausbeuten liegen mit ca. 50 - 60 % unter den bei den Umsetzungen mit Vanadat als
Katalysator erzielten Werten (70 %). Die 5-Ketogluconsédure wird in allen Féllen vollstédn-
dig abgebaut, was zu einer geringeren Selektivitit von 50 - 60 % fiihrt.

In Phosphatpuffer katalysiert Molybdat, dhnlich wie Vanadat, die Bildung von Weinséure.
Dabei liegt die Ausbeute an Weinsdure mit etwa 35 % etwas hoher als bei Verwendung
von Vanadat als Katalysator (Abbildung 17). Es fillt die deutlich geringere Oxalséure-
Bildung bei Verwendung von Molybdat auf. Molybdat fiihrt also, im Gegensatz zu Vana-
dat, in Verbindung mit Phosphat nicht zu einer Weiteroxidation der gebildeten Weinséure.
Deshalb wird hier auch eine hohere Weinsdureausbeute erreicht.

Sowohl in Carbonatpuffer als auch in Phosphatpuffer findet in alkalischem Milieu unab-
hingig vom Katalysator eine Spaltung der 5-Ketogluconsiure statt. Deshalb muss ein alter-
nativer Katalysator unter diesen Reaktionsbedingungen nur die Oxidation der primiren
Spaltprodukte katalysieren, nicht aber die Spaltung selbst. Dies stellt anscheinend deutlich

geringere Anspriiche an den verwendeten Katalysator.
2.1.8 Optimierungsversuche

2.1.8.1 Einleitung

Die Reaktionszeit betrdgt bei den Versuchen aus Griinden der Vergleichbarkeit normaler-
weise acht Tage. Betrachtet man die Abbildungen fiir die Zeitabhingigkeit der Reaktion
(Abbildung 6, Abbildung 7, Abbildung 11 und Abbildung 12) erkennt man, dass die Um-
setzung nach drei Tagen weitgehend beendet ist. Das Ziel der Optimierungsversuche ist es,
festzustellen, ob und wie die Reaktionsdauer ohne Einbuf3en bei der Ausbeute und der Se-
lektivitét verkiirzt werden kann.

Es gibt eine Reihe von Moglichkeiten, eine Reaktion zu beschleunigen. Man kann bei-
spielsweise die Katalysator-Konzentration oder die Temperatur variieren oder man kann

auch versuchen, die Reaktion durch den Einsatz von Ultraschall zu beschleunigen.
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2.1.8.2 Variation der Temperatur

Da im allgemeinen die Reaktionsgeschwindigkeit zunimmt, wenn man die Temperatur
erhoht [2], wurden Umsetzungen der 5-Ketogluconsidure bei 40°C und 50°C durchgefiihrt.
Die Ergebnisse werden mit denen verglichen, die bei der Standardtemperatur von 27°C
erhalten werden. Die Versuche werden in Carbonatpuffer bei pH 10 iiber eine Reaktions-
zeit von einem Tag durchgefiihrt.

Eine Erhohung der Temperatur von 27°C auf 40°C fiihrt zu einer Zunahme der Ausbeute
von rund 35 % auf knapp 50 %. Der Verbrauch an 5-Ketogluconsdure nimmt gleichzeitig
von ca. 70 % auf 90 % zu, so dass die Selektivitiat der Reaktion unveridndert bleibt. Aufler-
dem steigt die Menge an Oxalsdure und Glycolsdure (Abbildung 18) bei der Temperaturer-
hohung deutlich an. Eine weitere Erhohung der Temperatur auf 50°C fiihrt zu keiner signi-
fikanten Verdnderung der Ergebnisse. Die hohe Ausbeute an Oxalsdure deutet darauf hin,

dass teilweise eine Weiteroxidation von gebildeter Weinsaure stattfindet.
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Abbildung 18: Einfluss der Temperatur auf die Umsetzung von 5-Ketogluconsdure
(50 mmol/l) zu Weinsdure in Carbonatpuffer (0,44 mol/l) bei pH 10 unter
Verwendung von Vanadat (1 mmol/l) als Katalysator. Die Umsetzung
erfolgte iiber einen Tag in einem Schiittelinkubator bei 180 Upm (V =

Vanadat, C = Carbonat).
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Die Reaktionstemperatur iiber die hier verwendeten 27°C hinaus zu erhohen ist also durch-
aus eine geeignete MaBBnahme zur Optimierung der Reaktion, weil eine hthere Ausbeute an
Weinsaure, in kiirzerer Zeit, bei weitgehend unverdnderten Selektivitit der Umsetzung

erreicht wird.
2.1.8.3 Verwendung von Ultraschall

Die Verwendung von Ultraschall stellt ebenfalls eine Moglichkeit zur Steigerung der Reak-
tionsgeschwindigkeit dar. Der Grund hierfiir ist die so genannte Kavitation [34][37][36].
Dieses Phinomen beruht auf der Tatsache, dass Schall, eine Longitudinalwelle, in einer
Fliissigkeit zu einer Serie von Kompressionen und Verdiinnungen fiihrt, welche Bereiche
hohen bzw. geringen Druckes darstellen. Wenn die Solvensmolekiile wihrend einer Ver-
diinnungsphase mit ausreichender Kraft auseinander gerissen werden, entstehen Hohlrédu-
me, in denen der Druck in der Fliissigkeit unter deren Dampfdruck fillt. Dabei entstehen
mit Gas und Dampf gefiillte Blasen. Was mit diesen Blasen im Folgenden geschieht, ist
von ihrer GroBe abhidngig. Sehr kleine Blasen werden sich einfach schnell wieder auflosen.
Grofe Blasen dagegen werden mit den Wellen oszillieren. Dieses Verhalten nennt man
stabile Kavitation und hat nichts mit den chemischen Effekten von Ultraschall zutun.

Fiir diese Effekte sind kleine Blasen verantwortlich, die nur eine Lebensdauer von einigen
akustischen Zyklen besitzen, in dessen Verlauf sie auf das etwa zwei- bis dreifache ihrer
urspriinglichen GroBe anwachsen. Wenn sie schlieBlich kollabieren, entstehen enorme lo-

kale Drucke und Temperaturen.
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Abbildung 19: Schematische Wiedergabe des Lebens einer Kavitationsblase [34].
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Es wurden Drucke von ca. 100 kPa und Temperaturen zwischen 1000 und 3000 K berech-
net [34]. Der in den Blasen enthaltene Losungsmitteldampf wird diesen extremen Bedin-
gungen ausgesetzt. Die Stirke der Kavitation ist stark vom verwendeten Losungsmittel
abhingig. Wasser wird infolge der hohen Drucke und Temperaturen in HO- Radikale ge-
spalten, deren Rekombination zur Bildung von Wasserstoffperoxid fiihrt. Bei Verwendung
einer Ultraschallsonde von 100 W Leistung wird dabei eine Menge von ca. 30 uM/min an

Wasserstoffperoxid gebildet [34]. Die Reaktionsdauer betrug 6 h.
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Abbildung 20: Ergebnisse der Umsetzung von 5-Ketogluconsdure (50 mmol/l) in
Carbonatpuffer und Phosphatpuffer (je 0,44 mol/l) mit und ohne Vanadat
unter bzw. ohne Verwendung von Ultraschall. (Reaktionsdauer 6 h, C =
Carbonatpuffer, P = Phosphatpuffer, V = 1 mmol/l Vanadat ,U =
Ultraschall).

Bei den Umsetzungen in Carbonatpuffer unter Einsatz von Ultraschall liegt die Ausbeute
an Weinsdure mit etwa 5 % deutlich niedriger als die ohne Ultraschall erreichte Ausbeute
von rund 15 %. In Gegenwart von Vanadat ist mit Ultraschall der Verbrauch an
5-Ketogluconsdure etwas hoher als bei der Umsetzung ohne Ultraschall. Der hohere Ver-

brauch und die geringere Ausbeute fithren zu einer viermal geringeren Selektivitdt mit
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Ultraschall. Bei der Umsetzung ohne Vanadat wird mit Ultraschall ebenfalls nicht die Se-
lektivitdt der Umsetzung ohne Ultraschall erreicht.

Mit Phosphatpuffer zeigt sich ein dhnliches Bild. Auch hier liegen die Weinsdureausbeuten
mit Ultraschall deutlich niedriger als ohne. Insgesamt sind die Auswirkungen des Ultra-
schalls aber bei Verwendung von Phosphatpuffer geringer als bei Verwendung von Carbo-
natpuffer.

Insgesamt verlduft die Reaktion mit Ultraschall weniger selektiv und mit geringerer Aus-
beute an Weinsiure als ohne Ultraschall.

Die Verwendung von Ultraschall ist offensichtlich nicht geeignet, die Reaktion zu optimie-

ren.
2.1.8.4 Variation der Vanadat-Konzentration

Die richtige Wahl der Katalysator-Konzentration ist fiir eine optimale Umsetzung sehr
wichtig. Aus diesem Grund wurde die Umsetzung in Phosphatpuffer bei pH 1,9 mit ver-
schiedenen Konzentration zwischen 0,05 mmol/l und 2,0 mmol/l des Vanadats iiber einen

Zeitraum von je acht Tagen durchgefiihrt.
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Abbildung 21: Einfluss der Vanadat-Konzentration auf die Weinsdureausbeute bei der

Umsetzung von 5-Ketogluconsdure (50 mmol/l) in Phosphatpuffer.
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Abbildung 21 zeigt deutlich, dass die Weinsdure-Konzentration bei einer Vanadat-Kon-
zentration von 1,0 mmol/l ein Maximum durchlduft. Sowohl bei geringeren als auch bei
hoheren Vanadat-Konzentrationen wird deutlich weniger Weinsdure gebildet. Die gewihlte

Vanadat-Konzentration von 1,0 mmol/l stellt also bereits das Optimum dar.

2.2 Reaktionen unter Sauerstoffausschluss

2.2.1 Einleitung

Fiir die Oxidation von 5-Ketogluconsidure zu Weinsdure und Glycolsdure oder Oxalsdure
ist die Aufnahme von Sauerstoff erforderlich. Dabei wird davon ausgegangen, dass der
hierfiir benotigte Sauerstoff aus der Luft kommt. Dies soll hier iiberpriift werden, indem die
Reaktion unter Luftausschluss durchgefiihrt wird. Aus diesem Experiment kann man aber
noch andere Informationen gewinnen. Wenn die Spaltung und die Oxidation direkt mitein-
ander gekoppelte Schritte sind, miisste der Sauerstoffausschluss zu einem volligen Aus-
bleiben der Reaktion fiihren. Wenn die Spaltung und die Oxidation aber in zwei unabhén-
gigen Schritten erfolgt, wird bei Ausschluss von Sauerstoff nur die Spaltung ablaufen kon-
nen, da sie Sauerstoff-unabhingig ist. Um dies zu verifizieren, wurde eine Umsetzung un-

ter Stickstoffatmosphére durchgefiihrt.

2.2.2 Sauerstoffabhangigkeit der Reaktion in Phosphatpuffer

Wihrend der achttigigen Umsetzung unter Luftausschluss werden etwa 65 -70 % der
5-Ketogluconsdure abgebaut, ohne dass eines der bei der Umsetzung an Luft auftretenden
Oxidationsprodukte Weinsiure, Glycolsdure und Oxalsédure gebildet wird.

Die Ergebnisse der Umsetzungen mit und ohne Vanadat konnen als identisch bezeichnet
werden, da der geringe Unterschied zwischen den beiden Proben im Rahmen der Messge-

nauigkeit vernachlissigt werden kann.
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Abbildung 22: Vergleich des Abbaus von 5-Ketogluconsdure (50 mmol/l) in Phosphatpuffer
(0,44 mol/l, pH 10), mit 1 mmol/l Vanadat (VP) und ohne Vanadat (P) unter
Luftausschluss iiber acht Tage bei 27°C und 180 Upm.

Bei den Umsetzungen an der Luft wird die 5-Ketogluconsédure zu iiber 90 % abgebaut,
wihrend unter inerten Bedingungen nur etwa 60 — 70 % abgebaut werden. Dies konnte auf
eine reversible Spaltung der 5-Ketogluconsiure zuriickzufiihren sein, bei der sich nach ei-
niger Zeit ein Gleichgewicht zwischen der 5-Ketogluconsdure und den Spaltungsprodukten
einstellt, da diese nicht in einem irreversiblen Schritt aus diesem Gleichgewicht entfernt
werden. Ein solcher irreversibler Schritt wire z.B. die Oxidation der Spaltungsprodukte.
Um etwas iiber die Art der Spaltungsprodukte zu erfahren, werden die Proben nach der

achttigigen inerten Umsetzung einen weiteren Tag an der Luft weiter umgesetzt.
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Abbildung 23: Ergebnisse der Umsetzungen von 5-Ketogluconsdure (50 mmol/l) unter
Sauerstoffausschluss und anschliefender Zufuhr von Sauerstoff (V = mit
Vanadat (1 mmol/l), P = Phosphatpuffer (0,44 mol/l, pH 10), I = nach acht

Tagen inert, L = ein Tag an Luft).

Nach eintdgiger Umsetzung an der Luft sind etwa 6 mmol/l Weinsdure, 20 mmol/l Oxal-
sdure und 10 mmol/l Glycolsdure gebildet worden. Dem steht ein Verbrauch von rund
10 mmol/l 5-Ketogluconsédure im gleichen Zeitraum gegeniiber. Selbst unter Beriicksichti-
gung einer moglichen Weiteroxidation von Weinsédure kann nicht die gesamte Menge der
gebildeten Oxalsdure und Glycolsdure aus der innerhalb des ersten Tages an der Luft
verbrauchen 5-Ketogluconsdure stammen. Man kann also sagen, dass die priméren Spal-
tungsprodukte der 5-Ketogluconsdure Vorstufen der Bildung von Weinsdure, Glycolsdure

und Oxalsdure sein miissen.
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Abbildung 24: Vergleich der Ausbeuten bei 2d Umsetzung an Luft und 2d Umsetzung an
Luft nach 8 d inerter Reaktion. (V = mit Vanadat (1 mmol/l), P =
Phosphatpuffer (0,44 mol/l, pH 10), I = 8 Tage Inert + Luft, Ziffer = Anzahl
Tage an Luft).

Ein Vergleich der Ausbeuten der Oxidation an der Luft nach inertem Abbau mit den Er-
gebnissen der an Luft durchgefiihrten Umsetzungen zeigt, dass die Ausbeuten bei den zu-
erst inert umgesetzten Proben etwas geringer ausfallen als bei den nur an Luft umgesetzten
Proben (Abbildung 24). Dies konnte auf Nebenreaktionen der Spaltungsprodukte wihrend
der achttigigen inerten Umsetzung zuriickzufiihren sein, so dass nach den acht Tagen nicht
mehr die gesamte Menge der urspriinglich gebildeten Spaltungsprodukte vorliegt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Sauerstoff fiir die Oxidation tatsdchlich aus der Luft
kommt. AuBerdem ist die Spaltung der 5-Ketogluconsdure eindeutig nicht vom Vorhan-
densein von Sauerstoff abhingig, da sonst unter inerten Reaktionsbedingungen keine Spal-
tung stattgefunden hitte. Die Spaltung ist dariiber hinaus auch nicht vom Vorhandensein
von Vanadat abhingig. Denn die Proben mit und ohne Vanadat zeigen den gleichen Reak-

tionsverlauf.
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2.2.3 Sauerstoffabhangigkeit der Reaktion in Carbonatpuffer

Mit Carbonatpuffer werden die gleichen Untersuchungen durchgefiihrt wie beim Phosphat-
puffer. Die Resultate unterscheiden sich nur wenig von den dort erhaltenen Ergebnissen. In
einem Zeitraum von acht Tagen werden 75 % der 5-Ketogluconsdure abgebaut. Der Abbau
der 5-Ketogluconsiure ist also auch in Carbonatpuffer nicht von der Gegenwart von Sauer-
stoff abhingig, sondern erfolgt auch unter inerten Reaktionsbedingungen. Es entstehen
auch hier keine nennenswerten Mengen an Weinsiure, Glycolsdure oder Oxalsdure, da der
zur Oxidation erforderliche Sauerstoff fehlt. Auerdem hat das Vorhandensein von Vana-
dat in der Losung unter Sauerstoffausschluss, wie bei Phosphatpuffer, keinen Einfluss auf

den Verlauf der Reaktion.
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Abbildung 25: Vergleich der inerten Umsetzungen von 5-Ketogluconsdure (50 mmol/l) in

Carbonatpuffer (0,44 mol/l, pH 10), mit und ohne Vanadat (1 mmol/l).

Die Restkonzentration der 5-Ketogluconsdure nach achttdgiger inerter Umsetzung liegt mit
etwa 12 mmol/l deutlich hoher als die rund 3 mmol/l bei der Umsetzung an Luft. Ldsst man
die Reaktionslosung nach der inerten Umsetzung an Luft weiter reagieren, kann man nach

einem Tag die Bildung von Weinsiure, Glycolsdure und Oxalsdure feststellen. Dabei wer-
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den innerhalb des ersten Tages an Luft 5 mmol/l 5-Ketogluconsdure zusitzlich zum
Verbrauch unter Inertgas verbraucht. Im gleichen Zeitraum werden aber 10 mmol/l Wein-
saure, 11 mmol/l Glycolsdure und 6 mmol/l Oxalsdure gebildet (Abbildung 26). Es werden
also wesentlich groBBere Mengen der Produkte gebildet als an weiterer 5-Ketogluconsiure

verbraucht worden ist.

100

8 Tage Inert 8 Tage Inert + 1 Tag an Luft

[2] ~ [o] ©
o o o o

a
o
N T T A A

40

Konzentration [mmol/l]

30

n
o

—
o

o

. e

VClI VCL CL

B TA-Konzentration [0 5-KGA-Konzentration OA-Konzentration f GA-Konzentration |

Abbildung 26: Ergebnisse der Umsetzungen von 5-Ketogluconsdure (50 mmol/l) unter
Sauerstoffausschluss und anschliefender Zufuhr von Sauerstoff (V = mit
Vanadat (1 mmol/l), C = Carbonatpuffer (0,44 mol/l, pH 10), I = nach acht

Tagen Inert, L = einen Tag an Luft).

Das bedeutet, dass die wihrend der Inertumsetzung abgebaute 5-Ketogluconsidure zu einem
Zwischenprodukt umgesetzt worden ist, aus dem bei Zugabe von Luft durch Oxidation die

iblichen Produkte, d.h. Weinsédure, Glycolsdaure und Oxalsdure, gebildet werden.
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Abbildung 27: Vergleich der Ausbeuten bei 2 tigiger Umsetzung an Luft und 2 tigiger
Umsetzung an Luft nach 8 tigiger inerter Reaktion. (V = mit Vanadat
(1 mmol/l), P = Carbonatpuffer (0,44 mol/l, pH 10), I = 8 Tage Inert + Lufft,
Nummer = Anzahl Tage an Luft).

2.3 Spektroskopische Untersuchungen

2.3.1 Wechselwirkung von Vanadat mit Carbonat

Es gibt zwei Moglichkeiten, wie die beiden Oxoanionen Carbonat und Phosphat die Vana-
dat-katalysierte Umsetzung der 5-Ketogluconsédure beeinflussen konnen. Zum einen kann
es zu einer Reaktion zwischen dem Oxoanion und der 5-Ketogluconsdure kommen. Oder
aber die Oxoanionen reagieren mit dem Vanadat.

Um die Moglichkeit einer Reaktion zwischen dem Carbonat und dem Vanadat zu untersu-
chen, wurden 13C—NMR—Spektren von einer Carbonatlosung in Gegenwart von verschiede-
nen Konzentrationen an Vanadat aufgenommen. Die Konzentration des Kaliumhydrogen-
carbonats liegt bei allen Versuchen bei 0,20 mol/l und die Konzentration des Vanadats

wird zwischen 0 und 0,40 mol/] variiert.
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Abbildung 28: ”C—NMR—Spektren von Carbonat in Gegenwart von Vanadat

unterschiedlicher Konzentration.
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Es ist keine Beeinflussung des Carbonats nachweisbar. Die geringe Differenz der chemi-
schen Verschiebung von 163,0 ppm ohne Vanadat zu 165,1 ppm mit 0,40 mol/l ist ange-
sichts der starken Anderung der Suszeptibilitit der Losung als Folge der Vanadat-Zugabe

nicht signifikant.

2.3.2 Einfluss von Carbonat auf die Bestédndigkeit von 5-Ketogluconsaure
bei pH 10

Wie oben (Kapitel 2.3.1) bereits erwihnt, besteht die Moglichkeit einer Reaktion des Car-
bonats mit der 5-Ketogluconsdure. Zur Untersuchung dieser Moglichkeit wurden Be-
NMR-Spektren einer carbonatfreien und einer carbonathaltigen Losung (1,00 mol/I) von
5-Ketogluconsédure bei pH 10 miteinander verglichen.

5-Ketogluconsdure liegt in wéssriger Losung in drei tautomeren Formen vor, der -
furanoiden, der B-furanoiden und der offenkettigen Form (Abbildung 29) [9][14]. Diese
drei Tautomeren stehen miteinander in einem Gleichgewicht, welches auf der NMR-

Zeitskala langsam genug ist, um alle drei Formen voneinander unterscheiden zu kénnen.

1 ;Cl;OOH 6 1
OH 5  COOH H—3(|3—OH HOH,C o  COOH
s H HO>2 HO—C—H sk H HO2
HOH,C ¥ H H—“cl:—OH HO ¥—7"H
OH H "C=0 OH H
*CH,OH
o-furanoide Form offenkettige Form B-furanoide Form

Abbildung 29: Die drei Tautomeren der 5-Ketogluconsdure in wdssriger Losung [9][14].

Das Spektrum ohne Carbonat zeigt das bei pH 10 zu erwartende Bild fiir 5-Keto-
gluconsdure [9][14]. Es sind keine Anzeichen einer Zersetzung oder einer Epimerisierung

feststellbar.
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Abbildung 30: Be -NMR-Spektren von carbonatfreier 5-Ketogluconsdure (0,2 mol/l) bei
pH 10.

Die 5-Ketogluconséure ist also bei pH 10 gegen eine Epimerisierung und einen alkalischen
Abbau noch stabil, wenn kein Carbonat in der Losung vorhanden ist.

Das Spektrum in Gegenwart von Carbonat zeigt dagegen deutliche Anzeichen von Abbau-
produkten der 5-Ketogluconsdure. Das intensive Signal bei 165,6 ppm stammt von dem

Carbonat.
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Abbildung 31: 13C—NMR—Spektren von 5-Ketogluconsdure (0,2 mol/l) mit Carbonat
(1,0 mol/l) bei pH 10.

Die Gegenwart des Carbonats fiihrt also zu einem schnellen Abbau der 5-Ketogluconséure.

Die Ergebnisse stimmen mit dem Befund aus Kapitel 2.2.3 iiberein.

2.3.3 Einfluss von Phosphat, Arsenat und Carbonat auf die Bildung von

Methanol-Vanadat-Estern

Vanadat bildet in wissriger Losung mit vielen Alkoholen unter Wasserabspaltung Ester
[19][20]. Am Beispiel des Methanol-Vanadat-Esters konnte von Tracey und Gresser ge-
zeigt werden, dass die Gegenwart von Phosphat zu einer starken Beschleunigung dieser
Veresterung fiihrt [62]. Dabei werden die Veresterung und die Verseifung gleichermalien
beschleunigt. Es ist wahrscheinlich, dass eine dhnliche Veresterung auch bei der Oxidation
der Weinsdure durch das Vanadat beteiligt ist, wie sie in Gegenwart von Phosphat und Ar-
senat beobachtet wird.

Da Arsenat mit Phosphat vergleichbare Ergebnisse bei der Oxidation von 5-Ketoglucon-
sdure liefert, miisste auch dort eine solche Beschleunigung zu erwarten sein. Auflerdem
stellt sich die Frage, was in Gegenwart von Carbonat passiert? Daher wurden ' V-NMR-
Spektren von Vanadat mit Phosphat, Arsenat und Carbonat sowohl mit als auch ohne Me-

thanol aufgenommen und miteinander verglichen.
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Abbildung 32: o V-NMR-Spektren von Vanadat (4 mmol/l) ohne und mit Methanol
(7,4 mol/l), sowie die gleichen Spektren in Gegenwart von Phosphat,
Arsenat und Carbonat (alle 150 mmol/l) bei pH 8 - 9. Zuordnungen
entsprechend [51] [62].
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2.3.3.1 Einfluss von Arsenat, Phosphat bzw. Carbonat ohne Methanol

Mit Arsenat erfolgt lediglich eine geringe Verbreiterung des Signals fiir V| (Monovanadat),
zuriickzufithren auf die Beteiligung eines gemischten Anhydrids (VAs) aus Vanadat und
Arsenat im Gleichgewicht mit V| und eventuell auch V, (Divanadat) [51].

Mit Phosphat ist dieser Effekt stiarker ausgeprigt und manifestiert sich nicht nur in einer

Verbreiterung der Signale fiir die Gleichgewichte VP =— V;+P sowie

VP V, + P (VP = gemischtes Anhydrid aus Vanadat und Phosphat, P = Phosphat),

—_—

sondern auch in einer Hochfeldverschiebung des Signals fiir VP V, + P gegeniiber
dem von unbeeinflusstem V; [51].

Im Fall von Carbonat zeigt das stark verbreiterte Signal bei =552 ppm und die gleichzeitige
starke Abnahme des Signals fiir V4 (Tetravanadat) die Bildung eines Carbonatokomplexes
des Vanadiums an. Uber die Struktur des vermutlichen Vanadat-Carbonat-Anhydrids las-
sen sich keine Aussagen treffen. Man kennt bisher keine Vanadat-Carbonat-Anhydride. Die

einzige bisher bekannte Verbindung zwischen Carbonat und Vanadat ist das von P.

Schwendet et al. erstmals synthetisierte Carbonatooxodiperoxovanadat [57].
2.3.3.2 Einfluss von Methanol

Das dominierende breite Signal beim Vanadat/Arsenat/Methanol-System bei tiefem Feld
setzt sich hier aus einem Gleichgewicht VAs VM/VM, Vi (As
AsM VAsM) zusammen ( M = Methanolat). V,M/V,M, ist offenbar nicht invol-
viert [51].

Beim Vanadat/Phosphat/Methanol-System manifestiert sich die gegeniiber Arsenat stirkere
Wechselwirkung des Phosphats mit dem Vanadat auch hier in einer stirkeren Verbreite-
rung und Hochfeldverschiebung fiir das komplexe Gesamtgleichgewicht. V,M/V,M,
scheint aber auch hier nicht beteiligt zu sein [51].

Das Entscheidende an dem Vanadat/Carbonat/Methanol-System ist wieder das weitgehen-
de Verschwinden des Signals fiir V4, ein Umstand, der auf einen vergleichsweise stabilen
Carbonatokomplex des Vanadiums hinweist. Die Position des dominierenden Signals
bleibt erhalten; es wird aber wesentlich schirfer. Das bedeutet offenbar, dass der Komplex
durch zusitzliche Veresterung mit Methanol "symmetrischer" im Vergleich zum Methanol-
freien Komplex wird. Es konnte sich um einen Carbonatokomplex eines einkernigen Va-
nadatesters, oktaedrische Koordinationsgeometrie mit angendherter Cs,-Symmetrie, han-
deln [51]. Ein solcher Carbonatokomplex aus Vanadat, Methanol und Carbonat kdnnte eine

Struktur aufweisen wie in Abbildung 33 dargestellt: Methanolat, Hydroxyl und einfach
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gebundener Sauerstoff bilden einen pseudo-identischen Ligandensatz und die doppelt ge-
bundene Oxo-Gruppe zusammen mit dem Hydrogencarbonat den anderen, so dass man

einen pseudo-fac-oktaedrischen Komplex erhilt [51].

* 10
co. |
HsCO. ||
v SCc—oOH
o” | Yo
0
H

Abbildung 33: Vorschlag fiir einen Komplex aus Vanadat, Methanol und Carbonat mit

angendherter Csz,-Symmetrie[51].

Aus diesen NMR-Experimenten kann man Riickschliisse auf die Oxidation von 5-Keto-
gluconsdure ziehen. Das geringe Ausmalf} der Weiteroxidation von Weinsdure zu Oxalsidure
in Carbonatpuffer scheint darauf zuriickzufiihren zu sein, dass der Carbonatokomplex diese

Reaktion weitaus schlechter katalysiert als der Phosphatokomplex.

2.3.4 Einfluss von Phosphat auf die Oligovanadat-Gleichgewichte

Vanadat bildet in wissriger Losung eine ganze Reihe von Oligovanadaten, die man auch
als Isopolysduren bezeichnet. Dabei ist die Art und Verteilung der verschiedenen Spezies
stark von der Gesamtkonzentration des Vanadats und dem pH-Wert der Losung abhingig.
Das Verteilungsdiagramm fiir eine Gesamtkonzentration an Vanadat von 1,25 mmol/l der

verschiedenen Oligovanadate als Funktion des pH-Werts zeigt Abbildung 34.
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(HV,,0.57)

Abbildung 34: Verteilungsdiagramm Fy-lg[H']) fiir eine Gesamtkonzentration an Vana-
dium von 1,25 mmol/l [47]. F; ist als Verhdltnis zwischen Vanadium in einer

Spezies zu Gesamtkonzentration an Vanadium definiert.

Phosphat wiederum bildet mit Vanadat leicht so genannte Heteropolyvanadate [45]. Solche
phosphathaltigen Heteropolyvanadate besitzen als so genannte V-P-O-Katalysatoren in der
organischen Chemie seit langem grofle Bedeutung. Sie werden z.B. bei der Maleinsdurean-
hydrid-Darstellung eingesetzt [42][40][41][56]. Oft lassen sich diese Verbindungen schon
durch einfaches Zusammengeben von Phosphorsidure und Vanadaten im gewiinschten sto-
chiometrischen Verhiltnis darstellen. Da diese Verbindungen in der Regel schwerloslich
sind, werden sie als heterogene Katalysatoren eingesetzt. Aber auch in wissriger Losung
reagieren Vanadat und Phosphat unter Bildung eines gemischten Anhydrids miteinander

[21].
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Abbildung 35: Bildung eines gemischten Anhydrids aus Phosphat und Vanadat [21]

Es ist daher wahrscheinlich, dass eine Rolle des Phosphats bei der Umsetzung der

5-Ketogluconsédure auf eine Beeinflussung des Vanadium-Katalysators zuriickzufiihren ist.

Ein Effekt des Phosphats konnte die Beeinflussung der Oligovanadat-Gleichgewichte sein,

die sich in Abhéngigkeit von der Vanadat-Konzentration und dem pH-Wert in wéssriger

Losung einstellen [47][50].
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Abbildung 36:°'V-NMR-Spektren ohne und mit Phosphat bei verschiedenen pH-Werten

(Vanadat-Konz. = 1,0 mmol/l, Phosphat-Konz. = 200 mmol/l).
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In phosphatfreier wiissriger Losung liegt bei pH 1,8 VO," und bei pH 3,2 Dekavanadat
H2V100284' vor. Dekavanadat ist in seinen verschiedenen Protonierungsstufen zwischen
pH 2 und pH 6 die thermodynamisch stabile Vanadatspezies.

Gresser et al. haben das Vorhandensein eines gemischten Vanadat-Phosphat-Anhydrids fiir
pH 7 - 8 wahrscheinlich gemacht [21]. In Ubereinstimmung damit zeigt ein bei pH 6,0 auf-
genommenes °' V-NMR-Spektrum einer phosphathaltigen Vanadat-Losung das Vorhanden-
sein dieses gemischten Anhydrids mit einer chemischen Verschiebung von -587 ppm. Auch
das bei pH 8,1 aufgenommene Spektrum zeigt bei -576 ppm ein Signal, welches diesem
Anhydrid zugeordnet werden kann [51]. Aber eine Beeinflussung des Vanadats durch das
Phosphat ist iiber fast den gesamten pH-Bereich von pH 1,8 bis pH 8,1 feststellbar. In Ge-
genwart von Phosphat zeigt das bei pH 3,2 aufgenommene Spektrum statt der Signale fiir
Dekavanadat nur ein deutlich tieffeldverschoben liegendes Signal bei -564 ppm, welches
wahrscheinlich ebenfalls einem Phosphato-vanadat zuzuordnen ist [51]. Es ist allerdings
bisher nichts iiber dessen genaue Zusammensetzung bekannt. Aufgrund des Phosphat-
Uberschusses kann man ein 1:1 Phosphato-vanadat erwarten.

Der Einfluss des Phosphats scheint sich also auf einen groeren pH-Bereich als bisher an-
genommen zu erstrecken. Dabei wird die Bildung der hoher aggregierten Oligovanadate,
wie z.B. Dekavanadat, unterdriickt. Dadurch wird die Konzentration an katalytisch aktivem

Vanadat bei saurem bis neutralem pH deutlich erhoht.

2.4 Mechanistische Betrachtungen

2.4.1 Vorschlag fiir einen Mechanismus der 5-Ketogluconsaure-Spaltung

Bei den Betrachtungen zum Mechanismus der Umsetzung muss man zwischen den Umset-
zungen bei saurem bzw. neutralem pH-Wert und denen in alkalischem Milieu unterschei-
den. Bei saurem und neutralem pH-Wert findet in Abwesenheit des Vanadium-Katalysators
kein Abbau der 5-Ketogluconsaure statt. In Gegenwart von Vanadat, aber ohne Phosphat,
verlduft die Reaktion nur sehr langsam. Daher muss die Reaktion in saurem und neutralem
pH-Bereich sowohl Phosphat- als auch Vanadat-abhéngig sein.

In jedem Fall wird der erste Schritt der Umsetzung die Spaltung der 5-Ketogluconsédure
sein. Die Untersuchungen unter Inertbedingungen (siehe Kapitel 2.2) haben gezeigt, dass
die Spaltung der 5-Ketogluconséure in alkalischer Losung bei pH = 10 sowohl von der Ge-

genwart von Sauerstoff als auch von der Gegenwart des Vanadats unabhingig ist. Das Va-
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nadat spielt also unter diesen Reaktionsbedingungen bei der Spaltung nur eine untergeord-
nete Rolle. Seine Hauptaufgabe besteht offenbar vielmehr darin, die Oxidation der primaé-
ren Spaltungsprodukte zu katalysieren. Da es auch in Abwesenheit des Katalysators zur
Bildung der Oxidationsprodukte kommt, miissen diese Spaltungsprodukte aber auch durch
Luftsauerstoff ohne Katalysator oxidiert werden konnen. Diese Oxidation durch Luft er-
folgt allerdings langsamer als die Vanadat-katalysierte Oxidation.

Der nicht vollstindige Abbau der 5-Ketogluconsidure unter Sauerstoffausschluss konnte auf
eine reversible Spaltung zuriickzufiihren sein, bei der sich ein Gleichgewicht zwischen der
5-Ketogluconsdure und den Spaltungsprodukten einstellt. Eine solche Gleichgewichtsein-
stellung wire an Luft nicht moglich, da die irreversible Oxidation der Spaltungsprodukte
diese stindig aus dem Gleichgewicht entfernen wiirde.

Wenn man eine Probe nach achttigiger inerter Umsetzung einen Tag an Luft weiter um-
setzt, werden die gleichen Oxidationsprodukte (Weinsdure, Oxalsdure und Glycolsédure)
gebildet, wie dies bei einer normalen Umsetzung an Luft der Fall ist. Die beim inerten Ab-
bau der 5-Ketogluconsdure gebildeten Produkte sind also sehr wahrscheinlich Vorstufen
der Oxidationsprodukte Weinsdure, Oxalsdure und Glycolséure.

Ein Abbau der 5-Ketogluconsiure ohne die Beteiligung von Sauerstoff wire z.B. die Spal-
tung zwischen den Kohlenstoffatomen 4 und 5, unter Komproportionierung der Oxidati-
onsstufen der beiden beteiligten Kohlenstoffatome (Abbildung 37). In der 5-Ketoglucon-
sdure besitzt das Kohlenstoffatom C4 die formale Oxidationsstufe +II und das Kohlenstoff-
atom C5 die formale Oxidationsstufe +0. Bei einer Bildung von zwei Aldehyden gemif3

Abbildung 37 wiirden beide Atome die formale Oxidationsstufe +I erhalten.
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Abbildung 37: Schema der Spaltung von 5-Ketogluconsdure zwischen C4 und C5 unter

Komproportionierung der beteiligten Kohlenstoffatome.

Die bei einer solchen Spaltung gebildeten Produkte wiren L-Tetruronsdure und Glycolal-
dehyd. L-Tetruronsédure wird in den jungen Bléttern vieler hoherer Pflanzen zu Weinséure
umgewandelt [53].

Da Aldehyde durch Luft zu den Carbonsduren oxidiert werden konnen, erfiillen diese Pro-
dukte auch die Voraussetzung einer Vanadat-unabhingigen Oxidierbarkeit.

Die hier verwendeten Oxoanionen Phosphat und Carbonat fithren im alkalischen Milieu
wahrscheinlich durch einen nucleophilen Angriff auf die Carbonylfunktion der 5-Keto-
gluconsdure zur Spaltung. Die Spaltung ist dabei, zumindest im Fall des Carbonats, von der
Konzentration des Oxoanions abhingig (Kapitel 2.1.4.2). Das Hydroxidion ist sicherlich
ein besseres Nucleophil als diese Oxoanionen, aber selbst bei pH 10 betrigt die Hydroxid-
konzentration in der Losung nur 10 mol/I und ist damit 4000-mal geringer als die Kon-
zentration des Puffers von 0,44 mol/l. Da die 5-Ketogluconsédure aber bei pH-Werten > 10
nicht mehr gegen eine Epimerisierung bzw. einen unspezifischen Abbau, wie man dies
hiufig bei Kohlenhydraten und deren Derivaten findet, stabil ist [9], ist eine Untersuchung
bei hoheren Hydroxidionen-Konzentration nicht moglich.

Die 5-Ketogluconsidure kann man formal, dhnlich wie Benzoin, als ein a-Hydroxy-Keton

oder Acyloin auffassen.
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Abbildung 38: Gegeniiberstellung von 5-Ketogluconsdure, Acyloin und Benzoin.

Bei der Benzoin-Kondensation verbinden sich zwei aromatische Aldehyde unter der kataly-
tischen Wirkung von Cyanid zu einem Benzoin [32]. Dabei ist die Reaktion vollstindig
reversibel [6][7]. Thre Umkehrung wird als Retro-Benzoin-Kondensation bezeichnet. Die
Kondensation ist aber nicht auf aromatische Aldehyde beschrinkt. Bei Verwendung von
Thiazoliumsalzen statt Cyanid ist es auch moglich, aus aliphatischen Aldehyden gemischte
Acyloine darzustellen [58][59].

Den Mechanismus einer reversiblen Spaltung der 5-Ketogluconsdure, die zu L-Tetruron-
saure und Glycolsdure fiihrt, konnte man sich analog einer solchen Retro-Benzoin-

Kondensation vorstellen (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Vorschlag fiir einen Mechanismus der Spaltung von 5-Ketogluconsdure zu

Glycolaldehyd und Tetruronsdure

Das Oxoanion, im Beispiel Carbonat, wiirde im ersten Schritt der Spaltung, analog zum

Cyanid, die Carbonylfunktion nucleophil angreifen. Der entscheidende Schritt ist der C-C-

Bindungsbruch. Das dabei entstehende Carbanion wiirde durch Cyanid eine mesomere Sta-

bilisierung erfahren, zu der das Carbonat-lon oder Phosphat-lon nicht in der Lage ist

(Abbildung 40).
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Abbildung 40: Stabilisierung des Carbanions durch mesomere Delokalisierung der

negativen Ladung iiber die Cyanid-Gruppe {5].

Dies ist sicherlich der groffte Schwachpunkt des vorgeschlagenen Mechanismus, da ohne
eine solche Stabilisierung das postulierte Carbanion wahrscheinlich zu energiereich wire.

Die Tatsache, dass eine Spaltung durch Phosphat nur bei ausreichend hohem pH-Wert beo-
bachtet wird, wire bei diesem Mechanismus zu erkldren. Sie wire auf die Nucleophilie des
Phosphat-lons zuriickzufiihren. Diese nimmt, infolge der zunehmenden Deprotonierung,

mit steigendem pH-Wert zu.

2.4.2 Oxidation von Glycolaldehyd

Wenn der vorgeschlagene Mechanismus korrekt ist, muss die Oxidation von Glycolaldehyd
zu Glycolsdure und Oxalsdure unter den gleichen Reaktionsbedingungen wie bei der Oxi-

dation von 5-Ketogluconsédure moglich sein.
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Abbildung 41: Gleichgewicht der verschiedenen in Losung vorliegenden Glycolaldehyd-
Spezies [11].

Daher wurde Glycolaldehyd (50 mmol/l) einen Tag in Gegenwart von Vanadat (1 mmol/l)

in Carbonatpuffer (0,44 mol/l) umgesetzt und mittels HPLC untersucht.
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Abbildung 42: Vergleich der Bildung von Oxalsdure und Glycolsdure bei der direkten
Oxidation von Glycolaldehyd (GAL) und bei der Oxidation von 5-Keto-
gluconsdure (5-KGA) nach einem Tagen bei 27°C und 180 Upm.

Wie nach dem Mechanismus zu erwarten, werden dabei die gleichen Mengen an Oxalsdure
und Glycolsdure gebildet wie bei der Oxidation von 5-Ketogluconsdure. Und genau wie bei
der Umsetzung der 5-Ketogluconsiure in Carbonatpuffer wird auch bei der Oxidation des

Glycolaldehyds wesentlich mehr Glycolsédure als Oxalsdure gebildet.

2.4.3 Oxidation von (L)-Tetrulose

Nach dem vorgeschlagenen Mechanismus (Kapitel 2.4.1) sollte die Umsetzung prinzipiell
auch mit anderen, einfacher gebauten o-Hydroxyketonen funktionieren. Unter den Kohlen-
hydrat-Derivaten bieten sich die Tetrulosen an, Ketosen mit vier Kohlenstoffatomen. Die
beiden Enantiomeren (L)-Tetrulose und (D)-Tetrulose (Abbildung 43) werden in der Lite-
ratur auch als (S)-Erythrulose und (R)-Erythrulose bezeichnet.



2. HAUPTTEIL 51

C|3H20H (|3H20H

¢ g0
H—C—OH HO—C—H

CH,OH CH,OH
(D)-Tetrulose (L)-Tetrulose

Abbildung 43: Die beiden Enantiomeren der Tetrulose in der Fischer-Projektion.

Die (L)-Tetrulose besitzt an den beteiligten Kohlenstoffatomen die gleiche Konfiguration

wie die 5-Ketogluconsédure (Abbildung 44).

(|JOOH
H—C—OH
HO—(!)—H CH2OH
H—C—OH H—C—OH
6=0 9=0
CH,OH CH,OH
5-Ketogluconsaure (L)-Tetrulose

Abbildung 44: Gegeniiberstellung von 5-Ketogluconsdure und (L)-Tetrulose beziiglich der

Konfiguration der an der Spaltung beteiligten Kohlenstoffatome.

Man kann also von (L)-Tetrulose ein dhnliches Verhalten gegeniiber Carbonatpuffer erwar-

ten, wie man es bei der 5-Ketogluconsiure findet.

(|3H2OH (l?‘HZOH
H—C—OH COOH

~ —_—>

(|3=O (l.?OOH

CH,OH CH,OH

Abbildung 45: Schematische Darstellung der Spaltung von (L)-Tetrulose zu Glycolsdure.

Die (L)-Tetrulose wird unter den gleichen Reaktionsbedingungen an Luft und inert umge-
setzt wie die 5-Ketogluconsdure. Um eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse der
Umsetzung der Tetrulose mit denen der Umsetzung der 5-Ketogluconsédure zu gewihrleis-

ten, wurde die Ausbeute, die der eingesetzten Menge an Tetrulose entspricht, zu 100 %
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definiert. Tatsédchlich konnen aber zwei Mol Glycolsdure aus einem Mol (L)-Tetrulose ge-

bildet werden, wenn man eine der Reaktion von 5-Ketogluconsédure analoge Umsetzung

voraussetzt.
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Abbildung 46: Umsetzung von (L)-Tetrulose in Carbonatpuffer pH 8 (0,44 mol/l) mit
1,0 mmol/l Vanadat (durchgezogene Linie) und ohne Vanadat (gestrichelte

Linie) an Luft bei 27°C und 180 Upm (V = Vanadat, C = Carbonat).

Bei der Umsetzung in Gegenwart von Vanadat (Abbildung 46) ist bereits nach einem Tag

die Reaktion beendet, da die gesamte (L)-Tetrulose verbraucht worden ist. Die Ausbeute an

Glycolsidure liegt bei etwa 15 - 20 %.
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Abbildung 47: Umsetzung von (L)-Tetrulose in Carbonatpuffer pH 8 (0,44 mol/l) mit

1,0 mmol/l Vanadat (durchgezogene Linie) und ohne Vanadat (gestrichelte
Linie) unter inerten Reaktionsbedingungen bei 20°C (V = Vanadat,
C = Carbonat).

Die Umsetzung ohne Vanadat (Abbildung 47) verlduft etwas langsamer, aber auch hier ist

nach drei Tagen die gesamte (L)-Tetrulose abgebaut.
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Abbildung 48: Vergleich der Umsetzungen von (L)-Tetrulose (50 mmol/l) an Luft und unter
Inertbedingungen (V = 1 mmol/l Vanadat, C = Carbonatpuffer, I =Inert).

Wie man Abbildung 48 entnehmen kann, ist, &hnlich wie bei den Umsetzungen der 5-Keto-
gluconsdure, kein signifikanter Unterschied zwischen den Umsetzungen bei pH 8 und de-
nen bei pH 10 feststellbar.

Wenn man die hier innerhalb eines Tages bei pH 10 erzielten Ergebnisse mit denen ver-
gleicht, die bei Verwendung von 5-Ketogluconsdure erreicht wurden, zeigt sich deutlich
die Ahnlichkeit. Nur der Verbrauch der Tetrulose ist mit fast 100 % hoher als die etwa

65 % bei Verwendung von 5-Ketogluconsédure. Der Abbau verlduft hier also schneller.
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Abbildung 49: Vergleich der Ergebnisse der Umsetzungen von Tetrulose nach einem Tag
bei pH 10 mit denen bei der Umsetzung von 5-Ketogluconsdure (T =
Tetrulose, K = 5-Ketogluconsdure, V = 1 mmol/l Vanadat, C =

Carbonatpuffer, I = Inert).

Man kann sagen, dass die Reaktion mit Tetrulose dhnlich wie mit 5-Ketogluconsiure ver-
lauft. Allerdings werden nur mit der Umsetzung der 5-Ketogluconséure vergleichbare Aus-
beuten erreicht, obwohl theoretisch zwei Mol Glycolsdure aus der Tetrulose gebildet wer-

den konnten. Woran das liegt, ist bisher ungeklart.

2.5 Schlussbetrachtung

Das Ziel dieser Arbeit, eine effiziente Methode zur Darstellung von Weinsédure aus 5-Keto-
gluconsdure zu finden, wurde erreicht. Die Umsetzung ein Carbonatpuffer fiihrt zu den
besten Weinsdureausbeuten, die je erreicht wurden. Dieser Umstand fiihrte zur Erteilung
zweier Patente auf die Methode [28][29]. Es hat sich wéhrend der Untersuchungen gezeigt,
dass das hier untersuchte System iiberaus kompliziert ist. Sie wird von drei Faktoren beein-
flusst. Sowohl der pH-Wert als auch der verwendete Puffer und Katalysator haben grof3e
Auswirkungen auf die Reaktion. Diese drei Faktoren beeinflussen sich dabei auch gegen-

seitig. Der pH verdndert einerseits die Oligomerengleichgewichte des Vanadium-
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Katalysators. Andererseits wird auch der Puffer durch ihn beeinflusst. Denn erst in alkali-
schem Milieu wird die 5-Ketogluconsdure durch Phosphat und Carbonat gespalten. Aber
auch das Tautomerengleichgewicht der 5-Ketogluconsdure verdndert sich mit dem
pH-Wert.

Phosphat fiihrt infolge einer Aktivierung des Vanadium-Katalysators dazu, dass das
Hauptprodukt nicht mehr Weinsdure sondern Oxalséure ist.

Es hat sich im Verlauf der Arbeit gezeigt, dass die Reaktion in zwei getrennten Schritten
verlauft. Zuerst erfolgt die Spaltung. Sie ist in Gegenwart von Oxoanionen nicht Vanadat-
abhéngig. Es ist eine vollkommen neue Erkenntnis, dass Oxoanionen, wie Phosphat und
Carbonat, allein in der Lage sind 5-Ketogluconséure zu spalten.

Dann erfolgt die Oxidation. Auch hier zeigt sich im Fall des Phosphats der bereits erwédhn-
te Einfluss auf das Vanadat. Aber auch die Beeinflussung von Vanadat durch Phosphat
tiber einen weiten pH-Bereich von pH 1,7 bis 10,0 und die daraus resultierenden Bildung
eines gemischten Anhydrids war bisher nicht bekannt. Der Einfluss ist so stark, dass selbst
die normalerweise favorisierte Bildung des Dekavanadats bei pH 3,2 in Gegenwart von

Phosphat ausbleibt.
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3. Experimenteller Teil

3.1 Allgemeines

3.1.1 Gerate und Methoden

Umsetzungen: Alle Umsetzungen wurden, wenn nicht anders vermerkt, in einem Schiit-
telinkubator GFL 3032 der Fa. Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel, bei 27°C und
180 Upm durchgefiihrt.

HPLC: Die HPLC-Untersuchungen wurden mit einem Gerit der Fa. Perkin-Elmer, Uber-
lingen, bestehend aus einer bindren Hochdruckpumpe LC 250, einem UV/VIS-Detektor
LC 295 und einer PC-Integratoreinheit PE Nelson durchgefiihrt. Die PC-Integratoreinheit
bestand aus einem Analog-Interface Serie 970 A, einer Analog/Digital-Wandlerkarte und
der Integratorsoftware Turbochrom 4.0. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenlidnge von
215 nm.

Die Bestimmung von Oxalsdure, 5-Ketogluconsdure, Weinsdure und Glycolsdure wurde
mit dem Trennsystem 1 vorgenommen. Dieses bestand aus einer Sidule Nucleogel ION 300
OA (250 x 8 mm) der Fa. Macherey & Nagel, Diiren. Als Eluent wurde 0,05N Schwefel-
sdure, filtriert (0,2 wm), mit einer Flussrate von 0,1 ml/min verwendet.

Zusitzlich wurden Konzentrationen von 5-Ketogluconsdure und Weinsdure mit dem
Trennsystem 2 iiberpriift. Dabei wurde eine Sédule Nucleosil 10 NH2 (250 x 8 mm) der Fa.
CS, Langerwehe, verwendet. Als Eluent wurde Phosphatpuffer pH 2,9 der Konzentration
25 mmol/l, filtriert (0,2 wm) bei einer Flussrate von 1 ml/min verwendet. Alle Trennungen

wurden bei RT durchgefiihrt.

*ly-NMR: Die 51V—NMR—Spektren wurden auf drei Geriten der Fa. Bruker, Modell AM
200 SY und Modell DRX 200 mit einer Messfrequenz von 52,59 MHz, sowie einem
Spektrometer Bruker Advanced DRX 500 mit einer Messfrequenz von 113,48 MHz aufge-
nommen. Die Aufnahmen erfolgten in Aqua bidest. unter Verwendung von 5 mm NMR-
Rohrchen, und soweit nicht anders vermerkt, unter Zusatz von 10 % D,0O. Die Angabe der

chemischen Verschiebung 8y erfolgt relativ zu Vanadylchlorid (VOCI;).
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Die folgenden Abkiirzungen werden verwendet: V| = Monovanadat, V, = Divanadat, V4 =
Tetravanadat, Vs = Pentavanadat, Vo = Dekavanadat, M = Methanolat, P = Phosphat, As =

Arsenat, C = Carbonat.

BC-NMR: Die 13C—NMR—Spektren wurden auf einem Spektrometer Bruker Advanced
DRX 500 mit einer Messfrequenz von 112,79 MHz aufgenommen. Die Aufnahmen erfolg-
ten in Aqua bidest. in 5 mm NMR-Ro6hrchen, und soweit nicht anders vermerkt, unter Zu-
satz von 10 % D,0. Die Angabe der chemische Verschiebung erfolgt relativ TMS mit Me-
thanol als internem Standard mit einer chemischen Verschiebung von 49,3 ppm relativ zu

TMS (siehe auch [14]).

Kolorimetrie: Die photometrischen und kolorimetrischen Bestimmungen wurden auf ei-
nem Geridt der Fa. Perkin-Elmer, Bodenseewerke, Modell Lambda 5 UV/VIS-Spektro-
photometer unter Verwendung von 1 cm Quarzkiivetten durchgefiihrt. Zur Kontrolle der
chromatographisch ermittelten Weinsdure-Konzentrationen wurde in einigen Fillen der
Weinsiduregehalt der Losungen nach der kolorimetrischen Methode von Rebelein [48] ii-

berpriift.

Losung 1:  20ml Eisessig und 80 ml 27 %-iger Natriumacetat-Losung auf
250 ml mit Aqua bidest. Aufgefiillt

Losung 2: 5,0 g Ammoniumvanadat, in 75 ml 1 N Natronlauge gelost, werden
mit 100 ml 27 %-iger Natriumacetat-Losung versetzt und auf 250 ml

mit Aqua bidest. aufgefiillt.

Zuerst werden 250 pl der Probe mit 1250 pl der Losung 1 und dann mit 750 pl der Lo-
sung 2 versetzt. Nach 10 min wird die Extinktion der Probe bei einer Wellenlinge von

530 nm bestimmt.

Ultraschall: Fiir die Ultraschall-Untersuchungen wurden mit einem Ultraschallgenerator
Modell LABSONIC U und einer Ultraschallnadelsonde Modell 40 T der Fa. B. Braun
Diessel Biotech verwendet. Alle Versuche wurden mit einer Leistung der Sonde von

100 W durchgefiihrt.

Volumenmessungen: Alle Volumina bis 2,5 ml wurden mit Eppendorf-Pipetten abgemes-
sen. Zwischen 2,5 ml und 100 ml wurden Vollpipetten verwendet und bei Volumina dar-

uber MaBkolben.
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3.1.2 Chemikalien

Aldrich Chemicals
S-(+)-Erythrulose (L-Tetrulose), 97 %
Bernd Kraft GmbH

Natronlauge, 1 N, p.a.
ortho-Phosphorsiure, 85 % , p.a.
Salzsdure, 1 N, p.a.

Schwefelsaure, 1 N, p.a.

Fluka

Dinatriumhydrogenarsenat, Na,HAsO4*7H,0 , p.a.

Glycolsiure, p.a.

MOPS, p.a.

TRICIN, p.a.

Merck, Darmstadt

Cobaltchlorid, CoCly, p.a.

EDTA, Dinatriumsalz, p.a.

HEPES, p.a.

Kaliumchlorid, KClI, p.a.
Kaliumchromat, K,CrOy, p.a.
Kaliumdichromat, K,Cr,07, p.a.
Kaliumhydrogencarbonat, KHCOs, p.a.
Kaliumhydroxid-Plitzchen, KOH, p.a.
L-Weinsdure, p.a.

Mangansulfat, MnSOy, p.a.
Molybdinoxid, MoOs, p.a.
Natriumacetat, p.a.
Natriumhydroxid-Plitzchen, NaOH, p.a.
Natriumvanadat, NaVOs;, p.a.
Oxalsdure, p.a.

Titanoxosulfat, TiO(SO4)*H,0, p.a.
TRIS, p.a.
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Wolframoxid, WO3, p.a.

Riedel de Haen
Ammoniumvanadat, NHsVOs, p.a.
Eisessig, p.a.

Sigma GmbH, Miinchen
5-Ketogluconsdure, Kaliumsalz

D,0, 99,9 %

3.2 Umsetzungen von 5-Ketogluconsaure

Sofern nicht anders vermerkt, werden die Umsetzungen der 5-Ketogluconsidure nach der
folgenden allgemeinen Vorschrift durchgefiihrt. Davon abweichende Durchfithrungen sind

separat aufgefiihrt.

3.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

In einem Malkolben wird etwas Puffer vorgelegt und dann mit einer Eppendorf-Pipette das
der gewiinschten Konzentration entsprechende Volumen einer 5-Ketogluconsiure-
Stammlosung dazugegeben. Bei den Experimenten mit Katalysator wird nun die Ammoni-
umvanadat-Stammlosung ebenfalls mit einer Eppendorf-Pipette zugegeben. Bei den Expe-
rimenten ohne Katalysator wird statt der Ammoniumvanadat-Losung die entsprechende
Menge Aqua bidest. dazugeben. Anschlieend wird der Malkolben mit dem Puffer aufge-
fiillt.

Der pH-Wert der Losung wird bestimmt und eine Probe von 0,20 ml zur chromatographi-
schen Bestimmung der Konzentrationen von 5-KGA, TA, OA und GA entnommen. Da-
nach wird die Losung in einen 25 ml Erlenmeyerkolben sterilfiltriert und mit einem Wat-
testopfen steril aber luftdurchlédssig verschlossen. Die Losung wird bei 27°C und 180 Upm
in einem Schiittelinkubator iiber den gewiinschten Zeitraum geschiittelt.

Nach dem Ende der Reaktion, werden erneut Konzentrationen von 5-KGA, TA, OA und
GA chromatographisch bestimmt.

Wenn bei den Versuchen die Zeitabhidngigkeit der Reaktion beobachtet wird, werden dar-
iber hinaus téglich weitere Proben steril entnommen und chromatographisch untersucht.
Die Messreihen wurden ein- bis viermal wiederholt um die Reproduzierbarkeit der Ergeb-
nisse zu iiberpriifen. Die durchschnittliche Standardabweichung der Ergebnisse lag bei

zwel bis fiunf Prozent.
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3.2.2 Umsetzungen in Gegenwart von Phosphatpuffer

1000 pl einer 5-Ketogluconsdure-Losung (0,500 mol/l) und 200 pl einer Ammoniumvana-
dat-Losung (0,050 mol/l) werden mit Phosphatpuffer (0,50 mol/I) auf 10,0 ml aufgefiillt.
Daraus ergeben sich Konzentrationen von 0,050 mol/l an 5-Ketogluconsdure, 0,001 mol/l
an Ammoniumvanadat und 0,44 mol/l an Puffer. Die Reaktionsdauer betrigt 8 Tage bei

27°C und 180 Upm. Der Verlauf der Umsetzung wird téglich verfolgt.

Tabelle 1: Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Phosphatpuffer in

Gegenwart von Vanadat (Abbildung 6).

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/] [mmol/1] [mmol/] [mmol/]
0 50 0 0 0 9,9
1 5 6 26 16 n.b.
2 3 8 33 16 n.b.
3 2 9 35 17 n.b.
4 1 10 38 18 n.b.
5 1 10 39 18 n.b.
6 0 10 39 18 n.b.
7 0 11 42 20 n.b.
8 0 12 44 20 7,3

Tabelle 2: Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Phosphatpuffer in

Abwesenheit von Vanadat (Abbildung 7).

Dauer  Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 9,9
1 31 5 2 2 n.b.
2 26 7 2 3 n.b.
3 23 8 3 4 n.b.
4 21 9 3 4 n.b.
5 19 10 3 5 n.b.
6 17 11 4 6 n.b.
7 16 12 4 7 n.b.
8 15 13 5 8 7.4
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3.2.3 Umsetzungen in Gegenwart von Arsenatpuffer

500 pl einer 5-Ketogluconsdure-Losung (0,500 mol/I) und 100 pl einer Ammoniumvana-
dat-Losung (0,050 mol/l) werden mit Arsenatpuffer (0,50 mol/l) auf 5,0 ml aufgefiillt. Dar-
aus ergeben sich Konzentrationen von 0,050 mol/l an 5-Ketogluconsiure, 0,001 mol/l an
Ammoniumvanadat und 0,44 mol/l an Puffer. Die Reaktionsdauer betrigt 8 Tage bei 27°C
und 180 Upm.

Tabelle 3: Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Arsenatpuffer in

Gegenwart von Vanadat (Abbildung 8).

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 8,7
8 12 8 44 15 7,0
Tabelle 4: Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Arsenatpuffer in

Abwesenheit von Vanadat (Abbildung 8).

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/l] [mmol/l]

0 50 0 0 0 8,7

8 31 2 3 3 8,1

3.2.4 Umsetzungen in Gegenwart von Carbonatpuffer

1000 pl einer 5-Ketogluconsdure-Losung (0,500 mol/l) und 200 ul einer Ammoniumvana-
dat-Losung (0,050 mol/l) werden mit Carbonatpuffer (0,50 mol/l) auf 10,0 ml aufgefiillt.
Daraus ergeben sich Konzentrationen von 0,050 mol/l an 5-Ketogluconsdure, 0,001 mol/I
an Ammoniumvanadat und 0,44 mol/l an Puffer. Die Reaktionsdauer betrigt 8 Tage bei

27°C und 180 Upm. Der Verlauf der Umsetzung wird téglich verfolgt.
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Tabelle 5: Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Carbonatpuffer in

Gegenwart von Vanadat (Abbildung 11).

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/] [mmol/1] [mmol/] [mmol/]
0 50 0 0 0 10,0
1 17 18 6 11 n.b.
2 2 30 8 20 n.b.
3 3 31 8 21 n.b.
4 2 33 8 23 n.b.
5 3 36 9 24 n.b.
6 3 34 8 24 n.b.
7 3 35 9 25 n.b.
8 3 35 9 24 10,1

Tabelle 6: Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Carbonatpuffer in

Abwesenheit von Vanadat (Abbildung 12).

Dauer  Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,0
1 17 10 2 4 n.b.
2 13 13 3 5 n.b.
3 11 15 3 6 n.b.
4 10 16 3 7 n.b.
5 11 16 4 7 n.b.
6 10 16 4 7 n.b.
7 11 16 4 7 n.b.
8 11 17 4 8 10,2

3.2.5 Umsetzungen unter Variation der Carbonat-Konzentration

500 ul einer 5-Ketogluconsdure-Losung (0,500 mol/I) und 100 pl einer Ammoniumvana-
dat-Losung (0,050 mol/l) werden mit dem entsprechenden Volumen (siehe Tabelle 7) einer
Carbonatpuffer (0,50 mol/lI) auf 5,0 ml aufgefiillt. Daraus ergeben sich Konzentrationen
von 0,050 mol/l an 5-Ketogluconsdure und 0,001 mol/l an Ammoniumvanadat. Die Reak-

tionsdauer betrigt 8 Tage bei 27°C und 180 Upm.
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Tabelle 7: Volumina der Carbonat-Stammlosung, daraus resultierende Carbonat-

Konzentrationen und TA-Konzentration nach acht Tagen bei der

Umsetzungen unter Verwendung von Carbonat-Konzentrationen (Abbildung

13).
Volumen Carbonat-Konz. TA-Konz.
ml] [mol/1] [mmol/1]
0,10 0,01 3
0,50 0,05 10
1,00 0,10 20
2,00 0,20 29
4,40 0,44 35

3.2.6 Umsetzungen in Gegenwart von zwitterionischen Puffern

500 ul einer 5-Ketogluconsdure-Losung (0,500 mol/I) und 100 pl einer Ammoniumvana-

dat-Losung (0,050 mol/lI) werden mit dem jeweiligen zwitterionischen Puffer TIS, HEPES,

MOPS und TRICIN (0,50 mol/l) auf 5,0 ml aufgefiillt. Daraus ergeben sich Konzentratio-

nen von 0,050 mol/l an 5-Ketogluconsidure, 0,001 mol/l an Ammoniumvanadat und

0,44 mol/l an Puffer. Die Reaktionsdauer betrigt 8 Tage bei 27°C und 180 Upm.
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Tabelle 8: Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung der Puffer TRIS, TRCIN,
HEPES und MOPS in Gegenwart von Vanadat bei pH 8 und 9 (Abbildung

15).
Puffer \% Dauer Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
ja/nein [d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
TRIS ja 0 50 0 0 0 8,0
ja 8 38 5 1 15 7.8
nein 0 50 0 0 0 8,0
nein 8 50 0 0 0 8,0
ja 0 50 0 0 0 9,0
ja 8 31 15 3 11 8,7
nein 0 50 0 0 0 9,0
nein 8 50 0 0 0 9,0
TRICIN ja 0 50 0 0 0 7,9
ja 8 47 2 2 3 7,9
nein 0 50 0 0 0 8,0
nein 8 50 0 0 0 8,0
ja 0 50 0 0 0 9,1
ja 8 25 20 4 16 8,7
nein 0 50 0 0 0 9,1
nein 8 50 0 0 0 9,0
HEPES ja 0 50 0 0 0 8,0
ja 8 22 12 19 9 7,6
nein 0 50 0 0 0 8,0
nein 8 50 0 0 0 8,1
ja 0 50 0 0 0 9,1
ja 8 12 19 21 37 7,9
nein 0 50 0 0 0 9,0
nein 8 50 0 0 0 8,7
MOPS ja 0 50 0 0 0 8,1
ja 8 30 7 13 8 7,6
nein 0 50 0 0 0 8,1
nein 8 50 0 0 0 8,1
ja 0 50 0 0 0 9,1
ja 8 25 16 15 18 7,9
nein 0 50 0 0 0 9,1
nein 8 50 0 0 0 8,8

3.2.7 Umsetzungen in Gegenwart von EDTA

500 ul einer 5-Ketogluconsdure-Losung (0,500 mol/I) und 100 pl einer Ammoniumvana-
dat-Losung (0,050 mol/l) und 500 ul EDTA-Losung (0,50 mol/l) werden mit Aqua bidest.
auf 5,0 ml aufgefiillt. Daraus ergeben sich Konzentrationen von 0,050 mol/l an 5-Keto-
gluconsdure, 0,001 mol/l an Ammoniumvanadat und 0,01 mol/l an EDTA. Die Reaktions-

dauer betrdgt 8 Tage bei 27°C und 180 Upm.
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Tabelle 9: Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von EDTA in Gegenwart

von Vanadat bei pH 10.

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/l] [mmol/1] [mmol/l] [mmol/l]
0 50 0 0 0 10,1
8 50 0 0 0 7,4

Tabelle 10:  Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung EDTA in Abwesenheit von

Vanadat bei pH 10.
Dauer Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,2
8 50 0 0 0 7,7

3.2.8 Umsetzungen mit weiteren Ubergangsmetall-Katalysatoren

500 ul einer 5-Ketogluconsdure-Losung (0,500 mol/I) und 100 ul einer Katalysator-Losung
(0,050 mol/1) werden mit dem entsprechenden Puffer/Losungsmittel auf 5,0 ml aufgefiillt
(siehe Tabelle 11). Daraus ergeben sich Konzentrationen von 0,050 mol/l an 5-Keto-
gluconsdure und 0,001 mol/l an Katalysator. Die Reaktionsdauer betrigt 8 Tage bei 27°C
und 180 Upm.

Die Losungen von K;MoO4 und K;WO,4 wird durch Losen von MoO3; bzw. WO3 in Kali-

lauge hergestellt.
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Tabelle 11:  Verwendete Puffer mit deren Konzentrationen.

Katalysator Puffer/Losungsmittel ~ Puffer-Konzentration
FeCl; Chloridpuffer 0,44 mol/l
TiOSO4*H,0 Schwefelsdure 0,88 mol/l
MnSO, Phosphatpuffer 0,44 mol/l
CoCl, Phosphatpuffer 0,44 mol/l
K,Cr,0, Phosphatpuffer 0,44 mol/l
K,CrO4 Carbonatpuffer 0,44 mol/l
K>;MoO, Carbonatpuffer 0,44 mol/l
K;Mo00O, Phosphatpuffer 0,44 mol/l
KyWO, Carbonatpuffer 0,44 mol/l

Tabelle 12:  Ergebnisse der Umsetzungen mit FeCl; als Katalysator in Chloridpuffer.

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/l] [mmol/1] [mmol/l] [mmol/l]
0 50 0 0 0 3,7
3 50 0 0 0 34

Tabelle 13:  Ergebnisse der Umsetzungen mit TiOSO,*H,0 als Katalysator in

Schwefelsdure.
Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 0,3
3 50 0 0 0 0,3
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Tabelle 14:  Ergebnisse der Umsetzungen mit MnSQOy4 als Katalysator in Phosphatpuffer.

Dauer  Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 33

3 50 0 0 0 34
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Tabelle 15:  Ergebnisse der Umsetzungen mit CoCl, als Katalysator in Phosphatpuffer.

Dauer  Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 33
3 50 0 0 0 34

Tabelle 16:  Ergebnisse der Umsetzungen mit K,Cr,07 als Katalysator in

Phosphatpuffer.
Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 3,3
3 50 0 0 0 3,4

Tabelle 17:  Ergebnisse der Umsetzungen mit K;CrOy als Katalysator in Carbonatpuffer
(Abbildung 17).

Dauer  Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,0
3 0 19 6 15 10,2

Tabelle 18:  Ergebnisse der Umsetzungen mit K;MoQOy als Katalysator in
Carbonatpuffer (Abbildung 17).

Dauer  Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,1

3 0 32 7 27 10,3
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Tabelle 19:  Ergebnisse der Umsetzungen mit KxMoQOy als Katalysator in Phosphatpuffer

(Abbildung 17).
Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,4
3 15 18 10 18 7,9

Tabelle 20:  Ergebnisse der Umsetzungen mit K; WOy als Katalysator in Carbonatpuffer

(Abbildung 17).
Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,2
3 0 35 9 33 10,3

3.2.9 Umsetzungen unter Variation der Temperatur

1000 pl einer 5-Ketogluconsdure-Losung (0,500 mol/l) und 200 ul einer Ammoniumvana-
dat-Losung (0,050 mol/l) werden mit Carbonatpuffer (0,50 mol/l) auf 10,0 ml aufgefiillt.
Daraus ergeben sich Konzentrationen von 0,050 mol/l an 5-Ketogluconsdure, 0,001 mol/I
an Ammoniumvanadat und 0,44 mol/l an Puffer. Die Umsetzung erfolgte bei 27°C, 40°C
und 50°C. Die Reaktionsdauer betrdgt 1 Tag bei 180 Upm.

Tabelle 21:  Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Carbonatpuffer bei

27°C (Abbildung 18).
Dauer  Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,0

1 17 18 5 11 10,0
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Tabelle 22:  Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Carbonatpuffer bei

40°C (Abbildung 18).
Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,0
1 6 24 13 30 9,8

Tabelle 23:  Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Carbonatpuffer bei

50°C (Abbildung 18).
Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,0
1 5 24 12 28 9,8

3.2.10 Umsetzungen unter Ultraschall-Einfluss

1000 pl einer 5-Ketogluconsdure-Losung (0,500 mol/l) und 200 pl einer Ammoniumvana-
dat-Losung (0,050 mol/l) werden mit Carbonatpuffer (0,50 mol/I) auf 10,0 ml aufgefiillt.
Daraus ergeben sich Konzentrationen von 0,050 mol/l an 5-Ketogluconsdure, 0,001 mol/l
an Ammoniumvanadat und 0,44 mol/l an Puffer. Die Reaktionsdauer betrigt 8 Tage bei
27°C und 180 Upm.

Die Umsetzungen werden wegen der starken Erwarmung der Losungen in einem wasserge-
kiihlten Reaktionsgefdl auf 27°C temperiert. Die Losung wird nun 6 h iiber eine Sonde
Ultraschall einer Leistung von 100 W ausgesetzt. Alle 60 min werden Proben entnommen

und chromatographisch analysiert.

Tabelle 24:  Ergebnisse der Umsetzungen unter Ultraschall-Einfluss in Carbonatpuffer

in Gegenwart von Vanadat (Abbildung 20).

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[h] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,0

6 33 3 2 4 9,9
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Tabelle 25:  Ergebnisse der Umsetzungen unter Ultraschall-Einfluss in Carbonatpuffer
in Abwesenheit von Vanadat (Abbildung 20).

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[h] [mmol/l] [mmol/1] [mmol/l] [mmol/l]
0 50 0 0 0 10,0
6 40 3 1 2 10,0

Tabelle 26:  Ergebnisse der Umsetzungen unter Ultraschall-Einfluss in Phosphatpuffer
in Gegenwart von Vanadat (Abbildung 20).

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[h] [mmol/l] [mmol/1] [mmol/l] [mmol/l]

0 50 0 0 0 10,1

6 39 2 2 3 8,7

Tabelle 27:  Ergebnisse der Umsetzungen unter Ultraschall-Einfluss in Phosphatpuffer
in Abwesenheit von Vanadat (Abbildung 20).

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[h] [mmol/l] [mmol/1] [mmol/l] [mmol/l]
0 50 0 0 0 10,1
6 44 2 1 1 8,7

3.2.11 Umsetzung unter Variation der Vanadat-Konzentration

500 ul einer 5-Ketogluconsdure-Losung (0,500 mol/l) und das entsprechende Volumen
(siehe Tabelle 28) einer Ammoniumvanadat-Losung (0,100 mol/l) werden mit 2,20 ul
Phosphatpuffer (1,00 mol/l) versetzt und mit Aqua bidest. auf 5,0 ml aufgefiillt. Daraus
ergeben sich Konzentrationen von 0,050 mol/l an 5-Ketogluconsdure und 0,44 mol/l an

Puffer. Die Reaktionsdauer betrigt 8 Tage bei 27°C und 180 Upm.
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Tabelle 28:  Volumina der Vanadat-Stammlosung, daraus resultierende Vanadat-
Konzentrationen und TA-Konzentration nach acht Tagen bei der
Umsetzungen unter Verwendung von verschiedenen Vanadat-

Konzentrationen (Abbildung 21).

Volumen V-Konz. TA-Konz.

[ul] [mmol/l] [mmol/1]
5,0 0,05 3
10,0 0,1 7
50,0 0,5 27
10,0 1.0 33
150 1,5 31
200 2,0 25

3.2.12 Umsetzungen unter Sauerstoffausschluss

Alle Losungen werden vor der Verwendung ca. 5 min mit Stickstoff gespiilt. In einem
10 ml MaBkolben werden ca. 8 ml des Puffers (0,5 mol/l) gegeben und mit Stickstoff ca.
1 min gespiilt. Dann gibt man nacheinander 200 ul einer Ammoniumvanadat-Losung
(0,050 mol/l) und 1000 pl einer 5-Ketogluconsiure-Losung (0,500 mol/l) dazu. Bei dem
Kontrollversuch wird statt des Vanadats das gleiche Volumen Aqua bidest. verwendet. Der
MaBkolben wird nun mit dem Puffer auf 10,0 ml aufgefiillt.

Die Losung wird sofort im Stickstoffgegenstrom in einen 50 ml Zweihalsspitzkolben iiber-
fiihrt. Der Kolben wird dreimal evakuiert und mit Stickstoff gespiilt. Dann wird im Stick-
stoffgegenstrom eine Probe zur Bestimmung des pH-Werts und zur chromatographischen
Untersuchung entnommen.

Konzentrationen in der Losung: 50 mmol/l 5-Ketogluconsdure, 1 mmol/l bzw. kein Am-
moniumvanadat und 0,44 mol/l Puffer.

Dann wird eine 200 ul Probe fiir die pH-Wert-Bestimmung und die chromatographische
Analyse im Stickstoffgegenstrom entnommen. Die Umsetzung erfolgt dann unter Riithren
tiber den entsprechenden Zeitraum (siehe Tabelle) unter Stickstoffatmosphire. Es werden
tiaglich im Stickstoffgegenstrom Proben von 200 pl zur Bestimmung der Konzentration an

5-KGA, TA, OA und GA entnommen.
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Tabelle 29:  Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Phosphatpuffer in

Gegenwart von Vanadat unter Sauerstoffausschluss (Abbildung 22).

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,1
1 40 0 1 0 10,1
2 33 0 1 0 10,1
3 28 0 1 1 10,0
4 24 0 1 1 9.9
5 21 0 1 2 9,7
6 19 0 2 3 9,5
7 19 0 2 3 9,5
8 18 0 2 3 9,5
9* 9 6 18 11 7,6

*an Luft

Tabelle 30:  Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Phosphatpuffer in

Abwesenheit von Vanadat unter Sauerstoffausschluss (Abbildung 22).

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,1
1 38 0 1 0 10,1
2 31 0 1 0 10,1
3 27 0 1 0 10,1
4 23 0 1 0 10,1
5 20 0 1 0 10,1
6 18 0 1 0 10,1
7 17 0 1 1 10,0
8 16 0 1 1 10,0
9* 15 10 2 2 9,2

*an Luft
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Tabelle 31:  Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Carbonatpuffer in

Gegenwart von Vanadat unter Sauerstoffausschluss (Abbildung 25).

Dauver Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/l] [mmol/1] [mmol/l] [mmol/l]
0 50 0 0 0 10,1
1 29 0 1 0 10,1
2 21 0 1 0 10,1
3 17 0 1 1 10,1
4 15 0 1 0 10,1
5 13 0 1 0 10,1
6 13 0 1 1 10,1
7 12 0 1 1 10,1
8 12 0 1 1 10,1
9%* 7 10 4 7 10,1

*an Luft

Tabelle 32:  Ergebnisse der Umsetzungen unter Verwendung von Carbonatpuffer in

Abwesenheit von Vanadat unter Sauerstoffausschluss (Abbildung 25).

Dauer  Konz. 5-KGA Konz. TA Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0 10,1
1 29 0 1 1 10,1
2 20 0 1 1 10,1
3 16 0 1 1 10,1
4 14 0 1 1 10,1
5 13 0 1 1 10,1
6 12 0 1 1 10,1
7 12 0 1 1 10,1
8 11 0 1 1 10,1
9% 5 8 10,1

*an Luft
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3.3 NMR-spektroskopische Untersuchungen

3.3.1 '*C-NMR-Spektroskopie

3.3.1.1 Untersuchung der Wechselwirkung von Vanadat mit Carbonat

In einen 1 ml MaBkolben werden der Reihe nach 0,5 ml Aqua bidest., 200 ul einer Kali-
umhydrogencarbonat-Losung (1,00 mol/l) und die der gewiinschten Konzentration entspre-
chende Menge einer Natriumvanadat-Losung (1,00 mol/l) gegeben. Nachdem 100 ul D,O
zugegeben worden sind, wird der Kolben mit Aqua bidest. auf 1 ml aufgefiillt. Anschlie-
Bend wird der pH-Wert der Losung bestimmt. Verwendete Volumina, die daraus resultie-

renden Konzentrationen sowie die pH-Werte konnen Tabelle 33 entnommen werden.

Tabelle 33:  Volumina der verwendeten Stammlosungen und Endkonzentrationen in den
Losungen fiir die Be NMR-Untersuchungen des Einflusses von Vanadat auf

Carbonat, sowie deren pH-Werte.

Carbonat- Carbonat- Vanadat- Vanadat- pH
Volumen Konzentration Volumen Konzentration
[ul] [mol/1] [ul] [mol/]
200 0,20 0 0 8,4
200 0,20 10 0,01 8,9
200 0,20 100 0,10 8,5
200 0,20 200 0,20 8,4
200 0,20 400 0,40 8,5

Tabelle 34:  Chemische Verschiebung des Carbonats im BC_.NMR bei Gegenwart

verschiedener Vanadat-Konzentrationen.

c(KHCO3) c(NaVOs) pH Chem. Verschiebung
[mol/1] [mol/1] [ppm] [Hz]
0,20 0 8,4 163,04 8204,6
0,20 0,01 8,9 163,49 8227,2
0,20 0,10 8,5 163,72 8238,8
0,20 0,20 8,4 163,75 8240,3

0,20 0,40 8,5 164,12 8258.,9
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3.3.1.2 Einfluss von Carbonat auf 5-Ketogluconséaure

In einen 1 ml MaBlkolben werden der Reihe nach 0,5 ml Aqua bidest., 500 ul einer Kali-
umhydrogencarbonat-Losung (2,00 mol/l) und 200 ul einer 5-Ketogluconsdure-Losung
(0,50 mol/l) gegeben. Nachdem 100 ul D,O dazugegeben worden sind, wird der Kolben
mit Aqua bidest. auf 1 ml aufgefiillt. AnschlieBend wird der pH-Wert der Losung be-
stimmt. Die Losung hat pH 10,0.

Zum Vergleich wird in gleicher Weise eine Losung ohne Kaliumhydrogencarbonat-Losung
hergestellt. Diese wird mit Kaliumhydroxid-Losung auf pH 10,0 eingestellt.

Daraus ergeben sich die folgenden Konzentrationen:

Kaliumhydrogencarbonat: 1,0 mol/l bzw. kein Kaliumhydrogencarbonat

5-Ketogluconsdure: 0,5 mol/l

Tabelle 35:  Zuordnung der Signale basierend auf [14] und [9]. Zur Bezeichnung der

einzelnen Formen siehe Abbildung 29.

ohne Carbonat mit Carbonat
o-Form B-Form keto-Form  o-Form B-Form keto-Form
Cl: 177.0 176,7 - - 176,6 -
C2: 83,7 79,8 73,3 - 79,9 73,2
C3: 80,2 77,0 73,4 77,7 77,0 73,3
C4: 77,5 76,7 76,5 77,3 76,5 76,1
Cs: 103,9 103,8 - - - -
Cé: 63,1 64,5 - 63,4 64,6 65,2

3.3.2 °'V-NMR-Spektroskopie

3.3.2.1 Einfluss von Phosphat, Arsenat und Carbonat auf die Bildung von
Methanol-Vanadat-Estern

Die Spektren werden auf einem Gerit der Fa. Bruker, Modell Advanced DRX 500 mit ei-
ner Messfrequenz von 113,48 MHz aufgenommen. Die Messungen erfolgen in 5 mm
NMR-Rohrchen ohne die Zugabe eines Logmittels.

In einem 5,0 ml MaBkolben werden nacheinander 500 ul HEPES-Puffer (0,20 mol/l),
1500 pul des entsprechenden Puffers und 400 ul Ammoniumvanadat-Losung (0,05 mol/l)
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gegeben. Bei den Messungen mit Methanol werden nun noch 1500 ul Methanol dazu ge-
geben. Die lonenstirke wird durch Zugabe der entsprechenden Menge Kaliumchlorid-
Losung (0,5 mol/l) auf 0,5 mol/l eingestellt. Dann wird mit Aqua bidest. auf 5,0 ml aufge-
fiillt und der pH-Wert gemessen.

Daraus ergeben sich die folgenden Konzentrationen:

Ammoniumvanadat: 4 mmol/l
HEPES: 20 mmol/l
Puffer: 150 mmol/1
Methanol: 7.4 mol/l

AuBerdem wird eine Losung ohne Puffer und eine ohne Puffer und ohne Methanol mit den

ansonsten gleichen Konzentrationen hergestellt und als Referenz vermessen.

Tabelle 36: pH-Werte der >’ V-NMR-Lisungen

ohne Methanol mit Methanol

Vanadat pH 8,5 Vanadat pH 8,3
Vanadat mit Phosphat pH 8,5  Vanadat mit Phosphat pH 89
Vanadat mit Arsenat pH 8,7  Vanadat mit Arsenat pH 9,0
Vanadat mit Arsenat pH9,2  Vanadat mit Arsenat pH 89
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Tabelle 37:  Zuordnungen der ' V-NMR-Signale zur Untersuchung des Einflusses von
Phosphat, Arsenat und Carbonat auf die Bildung von Methanol-Vanadat-
Estern laut [51] (Abbildung 32).
Spektrum S [ppm] Zuordnung
Vanadat -547,9 Vi
-5684 'V,
-575,7  Vyu
-583,0 Vs
Vanadat mit -543,1 VM,
Methanol -547,2 VM
-553,9 Vv,
-563,0 %V,M/V,M,
-570,6 'V,
-575,1 'V,
-581.4 Vs
Vanadat mit Phosphat -558,6 VP = V, + P (hochfeldverschoben gegeniiber ,ungestdrtem* V)
5701 yp == V,+P
5774V,
5847 Vs
Vanadat mit Phosphat 5614 yp == V,+P,VP = V,+P
und Methanol -5763 'V,
-582,0 Vs
Vanadat mit Arsenat 5491 yas = v,
5678 yvaAs = v,
-5763 'V,
-584,6 Vs
Vanadat mit Arsenat 5531 vAs = VM/VM, = V,(As AsM VAsM)
und Methanol -563,5  V,M/V,M,
570,7  V,
5778V,
-584,7 Vs
Vanadat mit Carbonat -547,8 VCM
und Methanol 5575 vC == V,+Cund/oder VC = V,+C
5675 Vs,
5734 vC == V,undloder VCM = V,+M
-5755 Vyu
Vanadat mit Carbonat -551,5 vVC
-566,8 'V,
-576,7 'V,
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3.3.2.2 Einfluss von Phosphat auf Vanadat als Funktion des pH-Werts

Vorbereitung der Proben ohne Phosphat

In einem 50 ml MaBkolben werden 1000 pl einer 50 mmol/l Ammoniumvanadat-Losung
gegeben und mit ca. 30 ml Aqua bidest. aufgefiillt. Dann wird der pH-Wert mit verdiinnter
Kaliumhydroxid-Losung auf den gewiinschten Wert eingestellt. Nun wird der Mallkolben

auf 50 ml aufgefiillt und der pH-Wert wird kontrolliert.

Tabelle 38:  Konzentrationen und pH-Werte der >'V-NMR-Proben ohne Phosphatzusatz

zur Untersuchung des Einflusses von Phosphat auf Vanadat.

Vanadium-Konz. pH
[mmol/1]
1 1,7
1 3,2
1 6,0
1 8,1
1 10,0

Vorbereitung der Proben mit Phosphat

In einem 50 ml MaBlkolben werden 1000 pl einer 0,050 mol/l Ammoniumvanadat-Losung
gegeben. Dann werden zuerst 30,0 ml Aqua bidest. und danach 10,0 ml der Phosphat-
Losung (0,50 mol/l) des entsprechenden pH-Werts dazugegeben. Nachdem der Kolben auf
50,0 ml aufgefiillt worden ist, wird der pH-Wert kontrolliert. Die pH-Werte der Puffer

werden nach den, bei den Proben ohne Phosphatzusatz, erhaltenen Werten ausgewihlt.

Tabelle 39:  Konzentrationen und pH-Werte der SV-NMR-Proben mit Phosphatzusatz

zur Untersuchung des Einflusses von Phosphat auf Vanadat

Vanadium-Konz. Phosphat-Konz. pH
[mmol/l] [mol/1]

1,0 0,20 1,7

1,0 0,20 3,2

1,0 0,20 6,0

1,0 0,20 8,1

1,0 0,20 10,0
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Tabelle 40:  Zuordnung der Signale der >’ V-NMR-Spektren mit und ohne Phosphat bei
verschiedenen pH-Werten (Abbildung 36).

ohne Phosphat mit Phosphat

pH o Zuordnung Ref. pH o Zuordnung * Ref.
[ppm] (ppm]

1.8 543 VO, [51][47] 17 -556  VO,*-P, [51][47]

32 508 H,Vi0s8” [51][47] 32 -564 P-V [51]
526 H,V0n8” [51][47]

6,0 -560  H,VOy4 [51][47] 6,0 -587  H,PVO,” [51]
572 HRV,07 [511[47]
577 V405" [51][47]

8.2 553  H,VO,/HVO,” [51][47] 8,1  -563 HVO, /H,V,0,” [51][47]
571  H,V,0.* [511(47] 576 V40,,"/HPVO,”  [51][47]
577 V0" [51][47)

9,8 -537  HVO,/” [51][47] 100  -539  HVO,” [51][47]

# Abkiirzungen: P-V = Phospho-vanadat mit unbekanntem P/V-Verhiltnis

3.4 Weitere Untersuchungen zum Mechanismus

3.4.1 Umsetzungen von Glycolaldehyd

500 ul einer Glycolaldehyd-Losung (0,500 mol/l) und 100 ul einer Ammoniumvanadat-
Losung (0,050 mol/l) werden mit Carbonatpuffer (0,50 mol/l) auf 5,0 ml aufgefiillt. Daraus
ergeben sich Konzentrationen von 0,050 mol/l an Glycolaldehyd, 0,001 mol/l an Ammoni-
umvanadat und 0,44 mol/l an Puffer. Die Reaktionsdauer betrdgt 1 Tag bei 27°C und
180 Upm.

Tabelle 41:  Ergebnisse der Umsetzungen von Glycolaldehyd (Abbildung 42).

Dauer Konz. OA Konz. GA pH
[d] [mmol/1] [mmol/1]
0 0 0 10,1

1 2 13 10,1
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3.4.2 Umsetzung von Tetrulose

An Luft:

500 ul einer Tetrulose-Losung (0,50 mol/I) und 100 pl einer Ammoniumvanadat-Losung
(0,050 mol/l) werden mit Carbonatpuffer (0,50 mol/l) auf 5,0 ml aufgefiillt. Parallel wird
eine Probe ohne Vanadat hergestellt, bei der statt des Vanadats 100 ul Aqua bidest. ver-
wendet wird. Daraus ergeben sich Konzentrationen von 0,050 mol/l an Tetrulose,
0,001 mol/l an Ammoniumvanadat bzw. kein Ammoniumvanadat und 0,44 mol/l an Puf-

fer. Die Reaktionsdauer betrégt drei Tage bei 27°C und 180 Upm.

Tabelle 42:  Ergebnisse der Umsetzung von Tetrulose an der Luft (Abbildung 46).

mit Vanadat ohne Vanadat

Dauer Konz. TET Konz. OA  Konz. GA pH Konz. TET Konz. OA  Konz. GA pH

[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 8,2 50 0 0 8,2
1 0 6 15 9,3 7 0 5 9,4
2 0 8 17 - 2 0 7
3 0 8 18 9,7 0 0 7 9,7
Inert:

Alle Losungen werden vor der Verwendung ca. 5 min mit Stickstoff gespiilt. In einem
10 ml MaBkolben werden ca. 8 ml Carbonatpuffer (0,5 mol/l) gegeben und mit Stickstoff
ca. 1 min gespiilt. Dann gibt man nacheinander 200 ul einer Ammoniumvanadat-Losung
(0,050 mol/1) und 1000 pl einer Tetrulose-Losung (0,500 mol/l) dazu. Bei dem Kontroll-
versuch wird statt des Vanadats das gleiche Volumen Aqua bidest. verwendet. Der MaB3-
kolben wird nun mit dem Puffer auf 10,0 ml aufgefiillt.

Die Losung wird sofort im Stickstoffgegenstrom in einen 50 ml Zweihalsspitzkolben iiber-
fithrt. Der Kolben wird mehrfach abwechselnd evakuiert und mit Stickstoff gespiilt. Dann
wird im Stickstoffgegenstrom eine Probe zur Bestimmung des pH-Werts und zur chroma-
tographischen Untersuchung entnommen.

Konzentrationen in der Losung: 50 mmol/l Tetrulose, 1 mmol/l bzw. kein Ammonium-
vanadat und 0,44 mol/l Carbonatpuffer.

Dann wird eine 200 ul Probe fiir die pH-Wert-Bestimmung und die chromatographische
Analyse im Stickstoffgegenstrom entnommen. Die Umsetzung erfolgt dann unter Riithren

tiber einen Zeitraum von vier Tagen unter Stickstoffatmosphire. Es werden tédglich im
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Stickstoffgegenstrom Proben von 200 pl zur Bestimmung der Konzentration an 5-KGA,

TA, OA und GA entnommen.

Tabelle 43: Ergebnisse der Umsetzung von Tetrulose unter Sauerstoff-Ausschluss

(Abbildung 47).
mit Vanadat ohne Vanadat

Dauer Konz. TET Konz. OA  Konz. GA pH Konz. TET Konz. OA  Konz. GA PH

[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 8,4 50 0 0 8,4
1 31 0 2 8,5 37 0 2 8,6
2 19 0 2 8,6 32 0 3 8,7
3 15 0 4 8,7 30 0 2 8.8
4 13 0 3 8,7 28 0 2 8,8
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4. Anhang

Tabelle 44:  Werte zu Abbildung 5
TA- 5-KGA- Selektivitit OA- GA-
Ausbeute Verbrauch Ausbeute Ausbeute
[%] [%] [%] [%] [%]
pH 1,4 (VP) 35 56 63 45 21
pH 2,0 (VP) 30 78 39 46 20
pH 3,5 (VP) 22 85 26 68 34
pH 7.1 (VP) 23 91 25 86 18
pH 8.1 (VP) 27 93 29 106 35
pH 9,0 (VP) 27 92 30 100 41
pH 10,2 (VP) 24 100 24 88 41
pH 8,1 (P) 10 36 27 10 12
pHO9,1 (P) 25 52 49 12 19
pH 10,3 (P) 25 71 35 9 15
Tabelle 45:  Werte zu Abbildung 6
Dauer 5-KGA TA OA GA
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0
1 5 6 26 16
2 3 8 33 16
3 2 9 35 17
4 1 10 38 18
5 1 10 39 18
6 0 10 39 18
7 0 11 42 20
8 0 12 44 20
Tabelle 46:  Werte zu Abbildung 7
Dauer 5-KGA TA OA GA
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0
1 31 5 2 2
2 26 7 2 3
3 23 8 3 4
4 21 9 3 4
5 19 10 3 5
6 17 11 4 6
7 16 12 4 7
8 15 13 5 8
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Tabelle 47:  Werte zu Abbildung 8

TA- 5-KGA- Selektivitit OA- GA-
Ausbeute Verbrauch Ausbeute Ausbeute
[%] [%] [%] [%] [%]
pH 8,7 (VA) 16 77 21 88 29
pH 8,7 (A) 4 38 9 6 7
pH 8,1 (VP) 27 92 30 100 41
pH 8,1 (P) 25 52 49 12 19

Tabelle 48:  Werte zu Abbildung 9

TA- 5-KGA- Selektivitit OA- GA-
Ausbeute Verbrauch Ausbeute Ausbeute

[%] [%] [%] [%] [%]
pH 8,2 (VC) 59 84 70 28 53
pH 9,0 (VC) 73 86 84 22 58
pH 10,0 (VC) 69 95 73 17 48
pH 13,0 (VC) 18 51 35 9 20
pH 8,2 (C) 29 61 48 7 14
pH 9.0 (C) 31 60 51 10 18
pH 10,0 (C) 33 77 43 8 16
pH 13,0 (C) 20 59 34 10 19

Tabelle 49:  Werte zu Abbildung 11

Dauer 5-KGA TA OA GA
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0
1 17 18 6 11
2 2 30 8 20
3 3 31 8 21
4 2 33 8 23
5 3 36 9 24
6 3 34 8 24
7 2 35 9 25
8 3 35 9 24
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Tabelle 50:  Werte zu Abbildung 12
Dauer 5-KGA TA OA GA
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 0
1 17 10 2 4
2 13 13 3 5
3 11 15 3 6
4 10 16 3 7
5 11 16 4 7
6 10 16 4 7
7 11 16 4 7
8 11 17 4 8
Tabelle 51:  Werte zu Abbildung 13
TA- 5-KGA- Selektivitit OA- GA-
Ausbeute Verbrauch Ausbeute Ausbeute
[%] [%] [%] [%] [%]
0,01 mol/l 4 14 26 4 8
0,05 mol/l 20 60 33 13 29
0,10 mol/l 40 84 48 16 43
0,20 mol/l 59 95 63 16 61
0,44 mol/l 69 95 73 17 48
Tabelle 52:  Werte zu Abbildung 15
TA- 5-KGA- Selektivitit OA- GA-
Ausbeute Verbrauch Ausbeute Ausbeute
[%] [%] [%] [%] [%]
TRIS pH 8,0 11 23 46 1 30
TRIS pH 9,0 29 38 76 6 23
TRICIN pH 7,9 5 6 77 3 7
TRICIN pH 9,1 46 50 91 8 26
HEPES pH 8,1 25 55 45 38 17
HEPES pH 9,1 37 75 49 54 43
MOPS pH 8,1 14 40 36 25 17
MOPS pH 9,1 33 50 66 31 36
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Tabelle 53:  Werte zu Abbildung 17

TA- 5-KGA- Selektivitit OA- GA-
Ausbeute Verbrauch Ausbeute Ausbeute
[%] [%] [%] [%] [%]
V pH 10,0 (C) 69 95 73 17 48
CrpH 10,3 (C) 51 100 51 14 38
Mo pH 10,3 (C) 64 100 64 18 33
W pH 10,3 (C) 47 100 47 20 49
V pH 10,0 (P) 25 99 25 74 26
Mo pH 10,3 (P) 36 71 51 21 35

Tabelle 54:  Werte zu Abbildung 18

TA- 5-KGA- Selektivitit OA- GA-
Ausbeute Verbrauch Ausbeute Ausbeute
[%] [%] [%] [%] [%]
27°C (VC) 37 67 55 11 23
40°C (VC) 48 89 54 25 60
50°C (VC) 48 90 53 23 56

Tabelle 55:  Werte zu Abbildung 20

TA- 5-KGA- Selektivitit OA- GA-
Ausbeute Verbrauch Ausbeute Ausbeute

[%] [%] [%] [%] [%]
pH 10,0 (C,V,U) 7 34 16 5 8
pH 10,0 (C,U) 7 21 33 3 3
pH 10,1 (P,V,U) 4 23 17 3 5
pH 10,1 (P,U) 4 11 34 2 2
pH 10,0 (C,V) 17 25 66 6 11
pH 10,0 (C) 14 25 57 3 5
pH 9,9 (P,V) 9 32 30 9 16
pH 9,9 (P) 7 19 35 2 2

Tabelle 56:  Werte zu Abbildung 21

A% TA
[mmol/1] [mmol/1]
0,05 3
0,1 7
0,5 27
1,0 33
L5 31

2,0 25
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Tabelle 57:  Werte zu Abbildung 22

TA 5-KGA OA GA

[%] [%] [%] [%]
VPI 0 18 2 3
PI 0 16 1 1
VPL 6 9 18 12
PL 4 14 2 2

Tabelle 58:  Werte zu Abbildung 24

TA-Ausbeute

OA-Ausbeute

GA-Ausbeute

[%] [%] [%]
PV 1 12 52 32
PV2 15 65 32
PVI 1 12 36 24
PVI2 15 50 26
P1 10 4 3
P2 13 5 5
PI'1 7 4 5
PI2 9 6 5
Tabelle 59:  Werte zu Abbildung 25
Dauer 5-KGA (V,0) 5-KGA (C)
[d] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 50
1 29 29
2 21 20
3 17 16
4 15 14
5 13 13
6 13 12
7 12 12
8 12 11
Tabelle 60:  Werte zu Abbildung 26
TA 5-KGA OA GA
[mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
VCI 0 12 1 1
CI 0 11 1 1
vC 10 7 6 11
C 8 5 4 7
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Tabelle 61:  Werte zu Abbildung 27
TA-Ausbeute ~ OA-Ausbeute  GA-Ausbeute
[%] [%] [%]
VC1d 37 11 23
vC2d 59 15 41
VCI1d 19 12 23
Cvi2d 28 16 35
Cld 20 4 7
c2d 27 6 11
CIld 16 8 13
CI2d 21 10 17
Tabelle 62:  Werte zu Abbildung 42
OA-Ausbeute  GA-Ausbeute
[%] [%]
GAL 2 13
5-KGA 5 11
Tabelle 63:  Werte zu Abbildung 46
Mit Vanadat Ohne Vanadat
Dauer TET OA GA TET (K) 0A (K) GA (K)
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 50 0 0
1 0 6 15 7 0 5
2 0 8 17 2 0 7
3 0 8 18 0 0 7
K = Kontrolle ohne Vanadat
Tabelle 64:  Werte zu Abbildung 47
Mit Vanadat Ohne Vanadat
Dauer TET OA GA TET (K) OA (K) GA (K)
[d] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1]
0 50 0 0 50 0 0
1 31 0 2 37 0 2
2 19 0 2 32 0 3
3 15 1 4 30 0 2
4 13 0 3 28 0 2

K = Kontrolle ohne Vanadat
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Tabelle 65:

Tabelle 66:

Werte zu Abbildung 48
GA-Ausbeute  TET-Verbrauch Selektivitit OA-Ausbeute
[%] [%] [%] [%]
pH 8,2 (V,C) 31 99 31 13
pH 8,2 (C) 10 86 12 1
pH 8.4 (V,C,) 4 39 10 0
pH 8.4 (C,)) 4 26 15 0
pH 10 (V,0) 25 99 25 4
pH 10 (C) 14 99 14 1
pH 10 (V.C.]) 3 64 5 0
pH 10 (C,D) 2 59 4 0
Werte zu Abbildung 49
GA-Ausbeute Verbrauch Selektivitit OA-Ausbeute
[%] [%] [%] [%]
pH 10 (T,V,C) 25 99 25 4
pH 10 (C) 14 99 14 1
pH 10 (K,V,C) 23 67 55 11
pH 10 (K,C) 7 66 30 4
pH 10 (T,V,C.D) 3 64 5 0
pH 10 (T,C.I) 2 59 4 0
pH 10 (K,V,C,D) 1 42 0 1
pH 10 (K,C.I) 1 42 0 1
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