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Sammendrag

Sammendrag

Crocetin @) ble syntetisert ved hydrolyse av crocin ined basen KOH. | tillegg ble crocetin

dannet ved mikrobiell hydrolyse mé&ladosporium cladosporioides

HO S N N X XX NoH

Crocetin (R, 2R-2-hydroksy-sykloheksan diesté) ple syntetisert med koblingsreagensen
PyCIOP sammen med basene DMAP og DIEA.






Forkortelser og symboler

Forkortelser

CD
DCC
DIEA
DMAP
DMF
DMSO
PyCloP
RT
THF
TLC
TMS

Symboler

0,
E c{%

R¢
A

xmax

circular dichroism
disykloheksylkarbodiimid
n-etyldiisopropylamin
4-dimetylaminopyridin
dimetylformamid
dimetylsulfoksid
klorotripyrrolidinofosfatiumheksaflourf@f
romtemperatur
tetrahydrofuran
tynnsjiktskromatografi
tetrametylsilan

absorpsjons koeffisient
retensjonsfaktor
balgelengde
absorpsjonsmaksimum
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Innledning

1. Innledning

1.1 Mal for oppgaven

| denne oppgaven skulle det tas utgangspunkt vdanlgselige karotenoiden crocit),(som

i forste steg skulle hydrolyseres til crocet Crocetin og 1R,2R-sykloheksandiol skulle sa
foresteres slik at bistR, 2R-sykloheksan dicrocetin diest@0) dannes. Dette skulle gjgres i
to trinn, med crocetinlR, 2R-2-hydroksy-sykloheksan diest&) om mellomprodukt.
Forbindelsel0 skulle da brukes som et modellmolekyl i kiralok¢istudier.

1.2 Generelt om karotenoider

Karotenoidene er en av de viktigste naturlige pigi@ee i naturen, og man finner dem bade i
planteriket og dyreriket? Det er derimot bare planter, enkelte bakteriealggr som kan
produsere dem. Dyr av hgyere orden ma fa karoteneidjennom dietten. | lapet av et ar
regner man med at det produseres 100 millioner kanotenoider i naturen. | dag kjenner vi
til cirka 750 ulike karotenoiderKarotenoidene tilhgrer gruppen terpener, og detdlaar 40

karbonatomer.

1.2.1 Litt historikk

Pa begynnelsen av 1900-tallet ble prosedyrer foarssjon og rensing av karoten, lykopen,
lutein, fucoxantin og bixin utviklet av Tswett ogiMstatter! Twett utviklet
kolonnekromatografi da han skulle separere klotafylkarotenoidgruppene fra blader. Etter
hvert ble ogsa den empiriske formelen for flereokemoider bestemt. Antall naturlige
karotenoider som var kjent steg fra 15 til 80 @@ 933 — 1948. |1 1950 ble den farste
karotenoidenB-karoten, syntetisert. Interessen for a syntetiset®ppf,p-karoten kom fra
dets provitamin A-aktivitet.

Retningslinjene som man i dag falger nar en kamtienskal navnsettes ble bestemt i
Trondheim i 1966 av en underkomité utnevnt av IUFAIR ble godkjent av IUPAC i 1974.
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O kantaxantin

Figur 1.2.1 Noen vanlige karotenoider.
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1.2.2 Antioksidant effekt

Antioksidanter er molekyler som uskadeliggjgr faeikaler ved at de donerer et elektron,
samtidig som de fortsatt er stabil&t fritt radikal er et ustabilt hgyt reaktivt ogezgirikt
molekyl som har uparede elektroner. Frie radikdéemes i kroppen bade som faglge av den
normale metabolismen og sykd8rgs& miljgforurensing er en kilde til frie radigasom

kan tas opp av levende organismer. Nar balanselomeksidanter og antioksidanter skyves
mot oksidantsiden kan det dannes reaktive oksygHestDisse kan bidra til gkt aldring og
kroniske sykdommer som kreft eller hjertelideldgktige antioksidanter er vitamin C,

vitamin E og karotenoider sofsp-karoten, lykopen, lutein og zeaxantin.

Karotenoider kan virke som antioksidanter ved abryger ned de frie radikalene og quencher
singlet oksygen. Karotenoider er livsviktige fotdsyntetiserende organismer. De fungerer

som lysabsorberede molekyler samt gir beskyttelsefotodestruksjor.

1.2.3 Quenching av singlet oksygen

Planter benytter sollys som energikilde til & omgjaorganisk karbonkilder til organiske
forbindelser, som for eksempel glukose. For atteiam skal kunne utnytte sollyset pa denne
maten har de kjemiske komponenter, sensitatorar,esdalsomme for sollys. Eksempler pa
disse er klorofyll, porfyrin, bilirubin og riboflan.®° Disse molekylene gjennomgar en
eksitasjon nar de blir bestralt av sollyset. Setsiene eksiterer til farste eksitasjonsniva

(*SENS) og gjennomgar deretter en overgang til silstiplett tilstand {SENS), se 1.
SENS— 'SENS— *SENS (1)

Energien til de eksiterte sensitatorene kan ovesfit andre molekyler. Triplett tilstanden
hos sensitatorene kan for eksempel reagere méettiifsygen i0,), og danne singlet
oksygen t0,), se 2.

3SENS +°0, — SENS +0, 2)
Singlet oksygen er farlig for cellene siden de f@styrre proteiner, enzymer og DNA-

molekyler. Karotenoidene er viktige i beskyttelsenceller og organismer mot skader
3
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fordrsaket av0,2°'0, kan bli deaktivert av karotenoider p& to ulike endkjemisk eller ved
en energioverfgringsreaksjon (fysikalsk quenchibgt er den sistnevnte som er mest vanlig,
der energioverfgringen av eksitert energi skjet@atil karotonoiden. Oksygenet vil da g&
over i grunntilstand, se 3. Karotenoiden kan derettiste energien i form av varme til

omgivelsene og dermed returnere til grunntilstaedi®

'0, + CAR— %0, + °CAR (3)
CAR — CAR + termisk energi ()

Quenchingen skjer ved interaksjoner, som rotasgowilarering, mellom karotenoiden og
lgsningen den befinner segMan kan si at karotenoiden virker som en katatysdit

molekyl §,8-karoten kan quenche opp til 1080,. Grunnen til at karotenoidene forbrukes,
selv om de fungerer som en katalysator i den fysileaquinchingen, er pa grunn av den lille
delen av kjemisk quenching som ogsé foré@&jemisk quenching er bare 5 prosent s& rask
som fysikalsk quenchint.Det har vaert eksempler pa at karotenoider, Bfrkaroten, ogsa
kan quenche triplette sensitatotdtlere studier har ogsa vist at n&r antall dobbedihger i
karotenoiden gker vil ofte hastigheten av quenainake. Altsa karotenoider med lengre
polyenkjede er mer effektive antioksidanter enmnéel kortere. Ogsa lipidradikaler i
biologiske membraner og peroksylradikaler kan bémchet av karotenoid&r.

1.2.4 Provitamin A aktivitet

Vitamin A er en viktig antiokisidant og viktig fammunforsvaret. Vitamin A er ogsa viktig
for synet, da det medvirker i produksjonen av niempellsene. Noen karotenoider kan
omdannes til vitamin A ved to ulike mekanismeEnten ved klgyving p& midten eller ved
klayving pa siden. N&,B-karoten blir klgyvd pa midten dannes det to ekienter av

retinal, mens ved klgyving pa sidene dannes awdi@o-karotener. Det er ca 50 karotenoider
som har provitamin A aktivitet! Figur 1.2.2 viser hvordan vitamin A (retinol e3teg
provitamin A karotenoidene blir omdannet til noende biologisk aktive formene av

vitamin A.
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Retinal

Vitamin A ester

Figur 1.2.2 Reaksjonsforlgpet i dannelsen av akfitamin A komponenter fra
vitamin A estere Bdkaroten.

1.2.5 Forekomst hos mennesker

Det er 40 ulike karotenoider tilstede i dietten,wv&en 90% av karotenoidebeholdningen i
kroppen bestar aw,- ogf,B-karoten B-cryptoxantin, lykopen og luteil?. Karotenoidene kan
forekomme badedis- ogtransform, men det eiransformen som er mest stabil og vanligst.

Man vet lite om den biologiske effekten av isomeniisgen.

Karotenoider blir tatt opp i fordgyelsessystemet aede innsluttes i miceller dannet av fett

og galle. | kroppen lagres karotenoidene i levergnfettvev'*
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1.2.6 Helseeffekter

En diett med stort inntak av frukt og grannsakéradusere risikoen for & utvikle ulike
kroniske sykdommer. Det er mulig at arsaken titelet at antioksidanter fra frukt og
grennsaker vil kunne motvirke skader fra de fridikalene, som produseres i kroppPehp-
karoten er en av karotenoidene som har fatt myenepgsomhet i den forbindelse, pa grunn
av dets provitamin A aktivitet og store forekomatange matvaréf | 1981 ble det gjort
studier som viste at gkt inntak p\B-karoten gjennom kostholdet var proposjonal med-blo
og vevinnholdet aﬂi&,ﬁ-karoten%5 Det viste seg at dette ikke gjaldt vitamin A pérgr av
homeostatisk regulering av blodkonsentrasjonenitamin A. Det var allerede klart at bade
vitamin A ogp,p-karoten hadde forebyggende effekt pa utviklingekraft. Denne studien
viste dermed at det var nettopji-karoten man matte gke inntaket av for & oppna
forebyggingen mot kreft. Slike oppdagelser gjordekdart at man matte forske mer pa

karotenoiders helseeffekt.

Ulike studier har vist at karotenoider kan forebgdmeft og hjertesykdommér?°Det er
vist at et hgyt innhold av karotenoider i serumaitgi en lavere risiko for & utvikle enkelte
hjertesykdommer. Det er gjort mye forskning paaliarotenoiders helseeffekt, blant annet

lykopen ogp,p-karoten.

Et gkt inntak av lykopen gir lavere risiko for &ilite kreft. Lykopeninnholdet i serumet hos
kreftsyke personer var signifikant lavere enn hizké!® Ogsa hjertekarsykdommer og
osteoporose kan forebygges av lykopen. | tillegy édat inntak av lykopen ogsa gi bedre

saedkvalitet.

Karotenoider beskytter klorofyll mot oksidasjfriNoen mener derfor @tp-karoten kan veere
med a behandle enkelte hudkrefttyper etter den samekanismen som i planter. Behandling
medp,B-karoten har vist seg & gke oksidasjonsbheskyttélesmpasienter med cystisk fibrose.
Lavt innhold aw3,B-karoten i plasmaet gir gkt risiko for & utviklengekreft. Andre

helseeffekt er gjennom "gap junction” kommunikasjaygulering av cellevekst, modulering
av genuttrykk, immunrespons og i modulasjone ae fagy fase Il i stoffmetabolske

enzymer*?
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Det gjenstar enna mye far man vet ngyaktig hvootpinhvilken grad karotenoider
forebygger kroniske sykdommé&tDet anbefales & spise mer frukt og grennsakek fike
inntaket av karotenoider, men det frarades at kattskal komme fra kosttilskudd. Dersom
man far mer sikre bevis pa karotenoiders positaledeffekt haper man at det skal fare til et
gkt inntak av frukt og grannsaker. Selv om detlartkav karotenoider gir en positiv
helseeffekt regnes de ikke som et essensielt nsstof§og har ikke noe offentlig anbefalt

dose!®
1.2.7 Bruk

De vansligste pigmentene i mat er karotenoidenayainins, porfyrins og klorofyfl’
Karotenoidene er ansvarlig for de gule, oransjezoig fargene man finner naturlig i mat.
Bade naturlige og syntetiske karotenoidene brukkegjisom fargestoff innen matindustrien.
Dyrekjatt og dyreprodukter farges indirekte vedsette karotenoider i dyreforet. Safran,
med karotenoidkomponenten crocin, har blitt brilld gi gulfarge til mat i arhundrer.
Fettholdig mat som margarin, oljer og smgr hat Hitget a\p,f-karoten. En annen viktig
arsak til at man tilsetter karotenoider til matvarefor a forlenge holdbarheten ved at
skadelig singlet oksygen brytes ned av karoten@idémdre viktige bruksomrader for

karotenoider er innen farmasien, til farging awvelatter, og kosmetikkindustrien.
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1.3 Hydrofile karotenoider

En hydrofil karotenoide defineres som en sveert teh&rbindelse med karakteristiske
hydrofile grupper® Av de 750 kjente naturlige karotenoidene er neatienhydrofobe. Noen
fa disyrer, sukkerestere og sulfater er hydrdfilzen eneste naturlige karotenoiden som er
regnet som helt vannlgselig er croclh $om er en disukkerester av den svaert umettaetisyr
crocetin @). Den syntetiske karotenoiden astalygindr ogsa sveert vannlgselig. Crocetin,
norbixin 3) og noen syntetiske karotenoider er ikke regnet ganmlgslige, men de viser

dispersjonsevne i varii.

all-trans crocin la
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Figur 1.3.1 Naturlige hydrofile karotenoider.
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*H3N
Ccr

HO{
1} /\/T\

lysofosfocholin 5

| Na*
B-apo 15'-karotensyresalt
6

Figur 1.3.2 Syntetiske hydrofile karotenoider.

1.3.1 Egenskaper i vann

Hydrofile karotenoider oppfarer seg som amfifilebiodelser i vann; de beveger seg opp til
overflaten der den hydrofile gruppen holder segrinfasen, mens den hydrofobe kjeden
holder seg utenfor vannfasen (i luft&Dette farer til at vannets overflateegenskapeikli
lzsninger av hydrokarboner, som har lavere ovedjanning enn vann. Nar hele
vannoverflaten er dekket med karotenoider vil daggerende karotenoidene danne
aggregater, der den hydrofile delen er ytterstagluydrofobe delen vender innover.
Aggregater defineres i denne sammenhengen somnggmhyv karotenoider i vann og er i
stgrrelsesorden en mellomting mellom enkle molekytekrystaller. Karotenoidaggregater
ble forst observert i 1931, da vann ble tilsattemming med,- og B,f-karoten i aceton’

Nar karotenoidene er lgst i polare lgsningsmidiem for eksempel aceton, metanol og
etanol, viser de fleste tre topper i et absorpgieker i det synlige omradet (420-48&Nar
man tilsetter vann til lasningen vil det ofte skjeforandring i spekteret pa grunn av
karotenoidenes aggregatdanning. Ut fra forandrimgan observerer i absorpsjonsspekteret
kan man fa en indikasjon pa hvordan karotenoideieaterer seg som aggregater.
Karotenoidene som har hydrofile funksjonelle gruppiebegge sidene kan ikke danne
miceller (rund form), for eksempel crocih) (0g astalysin4), men opptrer med mer kompleks
morfologi. Hydrofile karotenoider kan aggregere@alike mater i tillegg til micelledanning;

9
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horisontal "card-pack”- orientering danner H-aggtteg, mens "head-to-tail” orientering
danner J-aggregater, se figur 1.3:% De fleste karotenoidene orienterer seg pa begge
matene i ulik grad. Karotenoider som viser et &ttt i UV-spekteret foreligger ofte som H-

aggregater, mens de som viser et rgdt skift of@lifger som J-aggregater.

» * 5
"ty * -
: » - * »
. *»
¥ » . » »
Tan®
-
»
Micelle H-aggregat Jagqregat

Figur 1.3.3 Ulike aggregeringsmater hos karotenoide

Vannlgselige karotenoider som foreligger som morreme@agerer umiddelbart i
vannlgsning, mens karotenoider som har dannet gaignei vannfasen ikke er reaktive far
aggregatene er opplg§tkarotenoider som selv-aggregerer i vann og efilstal kunne
brukes til a farge vannholdige matvarer og les k.

1.3.2 Syntese av hydrofile karotenoider

Det har blitt utviklet flere metoder til farging awat og drikkevarer med karotenoid®r.
Karotenoider har for eksempel blitt koblet sammesdmakromolekyler som polyetylen
glykol, dextran, lignin, albumin og gelatii Et eksempel p& dette er farging av laksens kjatt
ved 4 tilsette et astraxantin-cyclodextrin-kompletaet. For & kunne bruke karotenoider
som fargestoff ma partikkelstarrelsen pa aggregategre mindre ennym. Det er derfor
utviklet teknikker, som for eksempel mikroniserifgy, & klare dette.

Siden de fleste karotenoidene ikke har funksjorgailgoper som er hydrofile, arbeider mange
med & syntetisere karotenoider der de fester k@ gtupper. Langt i fra alle karotenoider
med hydrofile funksjonelle grupper som har blith&tisert har vist seg & veere hydrofile.
Salter av enolisertg-diketoner og diosfenoler er vannlgselige til erss\grad. Etter hvert
som slike hydrofile karotenoider blir syntetiseittbruksomradene til karotenoidene kunne

utvides bade innen industrier som medisin, matfyrog kosmetikk.

10
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For de nye modifiserte hydrofile karotenoidene teeni bruk ma deres biologiske funksjon
kartlegges? S& langt er det bare en hydrofil modifisert kamotde som er blitt godkjent.

1.3.3 Saffran — kilde til den eneste virkelige vann  lgselige karotenoiden

Safran finner man i blomste®rocus sativus.. og fruktenGardenia jasminoideg 23
Kommersiell safran kommer fra det rgde arret@oscus sativus, som ogsa omtalles som
safrankrokus? Crocus sativus. tilherer irisfamilien og blir dyrket i land somdellas, India,
Iran, Kina, Tyrkia, Mexico og Egypt. Arlig blir 5nn safran utvinnet fra blomsten, med
verdi pa 50 millioner $. Hovedgrunnen til den hgyisen er at dyrkingen og innhgstingen
skjer for hand. For & produsere 1 kilogram safravés det 150 000 — 200 000 safrankrokus
og innhgstingen krever over 400 arbeidstifier.

Figur 1.3.4 Crocus sativus 12’

Safran har fra gammelt av og frem til i dag blitkt som krydder, til matfarging, til parfyme
og til og med som blek¥ | tillegg har safran blitt brukt innen folkemedieh, og blir ogsa i
dag ansett for & kunne gi en helseeffekt pa uljkd@mmer. Alle disse bruksomradene for
safran skyldes de ulike komponentene man finnafras. Den sterke fargen skyldes de ulike
crocetinglykosidene (crocin), den bitre smakend&glpicrocrocini) og lukten skyldes stort
sett safranald), se figur 1.3.5%%

11
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Picrocrocin 7 Safranal 8

Figur 1.3.5 De viktigste komponentene i safrafiedi til crocin (L).

Safran fraCrocus sativud.. og Gardenia jasminoideE. inneholder de samme
komponentene, men det som utgjar forskjellen ergdeforholdene mellom de ulike
komponentene. Skal man identifisere sammensetniagsafran ma man benytte seg av flere
ulike separasjons- og deteksjonemetdd@&e ulike komponentene foreligger b&decjsiog
trans-form, se figur 1.3.1. For hveitans-crocin fins det en korresponderergigisomer?®
Studier av de ulike isomerene er interessante smaEmtror at den biologiske aktiviteten til
disse molekylene skjer nar molekylet foreligger samovergangstilstand melloimans- og

cis-formen (1a og 1b).

Crocin har antioksidant aktivitet, radikal scaverggegenskaper, virker som oksygen
quencher, motvirker kreftcellevekst, leddbetennelg@eurodegenerative sykddiringen av
de andre crocetinsukkeresterne er like biologigkrakCrocin lgser seg i vann til en
monomer Igsning. Ved hgye konsentrasjoner vil mdézle danne nanometer sma
aggregater. Crocetin kan utvinnes av crocin veddiyde med enten base eller s§é°
Crocetin mister mye av lgseligheten i vann somiaromehar. Crocetin har derfor ikke
kunnet bli brukt til farging av mat og drikker siom crocin, men andre bruksomrader har
blitt utviklet. P& grunn av dets positive pavirkgiav hudens kollagenproduksjon og
immunsystem blir crocetin brukt i kosmetikkindustri Crocetin vil ogsa kunne brukes i
forebyggingen av lungekreft pa grunn av egensksger hindrer unormal cellevek&t.
Tilstedevaerelse av crocetin gker oksygentranspopkrsma> @kning av oksygendiffusjon
er en egenskap som ikke bare kan utnyttes i metisiformal, men ogsa i kommersielle og

industrielle sammenhenger.

12
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1.4 Circular dichroism (CD-spektroskopi)

Enatiomerer er kirale molekyler som er speilbilsehaerandre® Den eneste maten & skille
dem pa er ved & utsette dem for et kiralt miljgaks molekyler i en lgsning vil absorbere
venstre-vent og hayre-vent sirkuleert polarisertiljist.>* CD-spektroskopi er et mal pa dette
som en funksjon av bglgelengde, som regel i ddige/ng ultrafiolette omradét:** For at en
karotenoide skal kunne gi utslag i et CD-spektepaigienkjeden bli forstyrret av den kirale
delen p& molekylet! CD-spekteret viser malt absorbanse av venstrdarkpolarisert lys
minus absorbert hgyresirklulaert polarisert lys.

AA = Avenstre Anhayre (5)
Viktige variabler som man ma huske pa nar man akalysere CD-spektrer er lgsningens
temperatur og molekylets konfigurasjon. CD-spektops kan brukes til & bestemme
konfigurasjonene hos enkelte karotenoider, samimgpealio lgsninger som inneholder samme
karotenoide for sa & se om de er identiske ellanttomere og man kan bestemme

enantiomerisk renhet av et stoff.
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2. Syntese og diskusjon

2.1 Syntese av crocetin (2) (8,8-diapokaroten- 8,8 ’disyre)

Crocetin @) dannes ved hydrolysering av croci) thed alkalibaset Siden crocin er svaert
polart matte hydrolyseringen skje i et polart Iagsimiddel. Det ble forsgkt med etylenglykol
og vann som lgsningsmidler. Ved hydrolyse i etylgkg) ble det dannet mono- og diestere
mellom lgsningsmidlet og crocetin (X.3.1), hydra@gsmatte derfor gjentas i butanol. Vann er
derfor et mer effektivt Igsningsmiddel, siden hygsen blir gjort i ett trinn. Etter hydrolysen
ble det tilsatt svovelsyre. Crocetin begynner anéaaggregater og sma krystaller nar pH blir
lavere enn 7,5, dermed felte crocetin ut av lgsmiigLasningen matte filtreres for & samle
opp suspensjonen, en pasteaktig masse, som ineeleoidblanding av crocetin, lipider og
dekomponeringsprodukter som polyfenoler og sukkéekyter fra crocin® For at crocetin
skulle kunne brukes videre matte det renses vedyssiallisering av en metta lgsning i
DMF.

H

e
H
o

OH
/,,' ‘\\O
o)
o
o)
OH
"OH
OH
1

KOH (25%), H,O
1,5t, N, atm.
100C

HO
OH (0]
HO/,' \\\O AN AN A X X o
(0] (0]
HO
(0]
HO
(0]
HO\\\ "’//OH
OH

o}
HO\[H\/\)\/\/Y\/YJ\OH
o

2

Figur 2.1.1 Syntese av crocetid).(
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13 12 ppm

Ppm

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

Figur 2.1.2'H-NMR-spekter av crocetir?Yi DMSO.

3.5 3.0 25 20 ppm
|

Tabell 2.1.1, Resultat d-NMR-analyse av crocetir) (TMS, DMSO).

Posisjon Proton-skift (ppm)
OH 12.1 (bs, 2H)
C-30g C-3 7.21 (d, 2H)
C-4 og C-4' 6.62 (t, 2H)
C-5 og C-5’ 6.74 (d, 2H)
C-70g9 C-7’ 6.85 (d, 2H)
C-8 og C-8 6.5 (d, 2H)
C-9 og C-9’ 1.98 (s, 6H)
C-10 og C-10 1.92 (s, 6H)
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T T T IRRABAARA MAARARARAS SAREAGRS T T

I 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90

I

80

60 50

Figur 2.1.3*C-NMR-spekter av crocetif2) i DMSO.

Tabell 2.1.2 Resultat &VC-NMR analyse av croceti@)((TMS, DMSO).

Posisjon

Karbon-skift (ppm)

C-1o0gC-1
C-2,C-2', C-8 og C-8

C-30g C-3

C-4,C-4,C-5,C-5,C-6,C-6', C-70g C-7

C-9 0og C-9

C-10 og C-10’

169.6 (2C)
132.07 og 137.084C)
138.47 (2C)
143.76, 135.73, 127.37 og 124.54 (8C)
13.21 (2C)

12.96 (2C)
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Tabell 2.1.3 Karakteristiske absorpsjonsband friaanzd spektroskopi av crocetig)(**3°
Bglgenummer cnit Intensitet
OH strekk 3050-2400 Svak, bred
=C-H strekk 3029 Svak (Overlapper med OH)
C-H strekk (metyl) 2918 og 2848 Svak (overlappemeel OH)
C=0 strekk 1654 Sterk
C=C-C=C strekk 1581 Medium
OH bay 1427 Medium
C-O stekk 1266 og 1234 (dublett) Sterk
=C-H ut av plan bgy 958 Sterk
OH ut av plan bgy 934 Medium
0,45 -
0,4 -
0,35 - \J ——Vann, Amax: 420, 445 nm
% ——DCM, Amax: 434, 461 nm
-g
2 MeOH, Amax: 421, 446 nm
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
310 360 410 460 510 560
A (nm)

Figur 2.1.4 UV/Vis spekter av crocetid) { vann, DCM og MeOH.

Crocetin Igst i vann viser ingen tegn til aggregatung siden finstruktur er til stede og
absorpsjonsmaksima er tilnsermet lik crocetin lgsetanol, figur 2.1.4. Grunnen til at man
ikke observerer aggregatdanning kan veere lav korasgonen. Siden crocetin er lite lgselig i
vann er det usikkert om konsentrasjonen vil bli hgl til at aggregatdannelse vil oppsta.

Videre undersgkelser vil kunne avklare dette.

17
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2.2 Syntese av crocetin (1R, 2R)-2-hydroksy-syklohe  ksan diester (9)

Fremgangsmaten som ble valgt ved syntetetiseriagdarbindelse var & bruke en
koblingsreagens til & esterifisetER,2R-sykloheksandiol og crocetin. DCC ble farst fortsagk
benyttet med DMAP som katalytisk base. Denne sgmesoden gav tre produkter. MS-
analyse av disse tre forbindelsene tydet pa attiroear forestret, men hos hovedproduktet

var den gjenveerende hydroksylgruppen pa syklohelisiaelen blitt eliminert (X.3.2).

Koblingsreagensen PyCloP ble s& benyttet sammerbasmhe DMAP og DIEA, til & utfgre
forestringen. DCM ble benyttet som IgsningsmidBgICloP er en vanlig koblingsreagens
som brukes mye innen peptidkjemien nar nukleofilesterkisk hindret’ Denne reaksjonen

vil veere analog til koblingen av aminosyrer. Syateble fgrst utfgrt ved romtemperatur, men
da tok det 6 dager far reaksjonen var fullfgrtfaleble reaksjonsblandingen refluksert. Det
ble farst observert flekker p& TLC som var mer apehn produktet, men disse forsvant etter
hvert som produktet ble dannet. Det kan tenkessaedorbindelsene er intermediater.

Forbindelse var hovedproduktet.

0 HO/,,
HO AV S b Y e OH + /O
o) HO

2

PyCLOP, DIEA, DMAP, DCM
2d, N, atm.
40 C

0
O/O D I e N e
. O
OH
9 HO

Figur 2.2.1. Syntese &
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0
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e ——Y P T r——— . : ; ; ;
7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 ppm 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 17 16 pom

ppm

- 7.‘5 | 7l0 615 610 515 5‘.0 4.‘5 4f0 315 310 215 210 1‘.5 110 | ppm
B e 2 2 Gl
Figur 2.2.2'H-NMR-spekter a@ i CDCls.
Tabell 2.2.1, Resultat dH-NMR-analyse a® (TMS, CDC)).
Posisjon Proton-skift (ppm)
C-30g C-3’ 7.25 (d, 2H)
C-4,C-4,C-50g C-5’ 6.5 (m, 4H)
C-70g9 C-7 6.65 (d, 2H)
C-8 og C-8’ 6.3 (d, 2H)
C-9, C-9’, C-10 og C-10’ 1.9 (2s, 12H)
C-11 og C-11’ 4.6 (m, 2H)
C-12, C-12’, C-15 og C-15’ 2.0 og 1.65 (2q, 8H)
C-13, C-13, C-14 og C-14’ 1.6, 1.8-2.1 (skjult, 8H)
C-16 og C-16’ 3.55 (m, 2H)
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| COSY (X.2.1) ser man en kobling mellom karoterdeden og den alifatiske delen; mellom
protonene i posisjon C-3 og C-11. Protonene i pmsi€-11 og C-16 er tydelig multiplettey,
4,6 og 3,55, og i COSY (X.2.1) kan man se at belygse protonene kobler til protoner i
posisjon C-12d 2,0) og C-15§ 1,65). Disse toppene er multipletter, men detamskelig &

se pa grunn av darlig opplgsning. Man ser at topeelid 2,0 har flere skiftverdier og en form
som kan minne om en kvartett. Protonene i posiSidi8 og C-14 ligger nesten helt skjult
bak metylgruppenes topper 1,9) og den ene metylentoppenl(65). Fra HSQC (X.2.3) kan
man se at det er i dette omradet toppene for peoligger. Man ser ogsa at integreringen til
toppene som ligger her er hgyere enn de skal vaeesom er en indikasjon pa at det ligger

andre topper skjult bak.

T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm

Figur 2.2.3.2°C-NMR-spekter ag i CDCls.
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Tabell 2.2.2 Resultat &VC-NMR-analyse a9 (TMS, CDC}).

Posisjon

Karbon skift (ppm)

C-10gC-1’

C-2, C-2’, C-6 og C-6’
C-3,3,4,45,5,7, 7,800 8
C-9, C-9', C-10 og C-10’
C-11, C-11’

C-12, C-12', C-15 og C-15’
C-13, C-13’, C-14 og C-14’
C-16 og C-16’

142.96, 138,1130.38, 125.42 0og 122.77 (10C)

167.65 (2C)
135.75 og 134.44 (4C)

11.82 (4C)
77.41 (2C)
32.04 0g 29.07 (4C)
22.92 0g 22.75 (4C)
72.00 (2C)

Tabell 2.2.3 Karakteristiske absorpsjonsband friaanzd spektroskopi a9. 3%

Bolgenummer cmt Intensitet
OH strekk 3337 Medium, bred
=C-H strekk 3081 og 3050 Svak
C-H strekk (metyl/metylen) 2940 og 2855 Svak
C=0 strekk 1689 Medium
C=C-C=C strekk 1646 Sterk
OH bgy 1442 og 1391 Medium
C-O stekk 1067 og 1217 Sterk
=C-H ut av plan bgy 811 Sterk

0.8 436
0,7 463

0,6 -
0,5 -
04 -

Absorbans

0,3
0,2
0,1 1

310 410
A (nm)

510

Figur 2.2.4 UV/Vis spekter & i DCM.
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CD-spektroskopimalingene av forbindeBseiste ingen tegn til kiral forstyrrelse av
polyenkjeden (X.2.4). CD-spekteret hadde noen yorsser i omradet 195-230 nm, men de
samme utslagene oppsto ogséa i CD-spekterefl R2G-sykloheksandiol. Disse

forstyrrelsene kan skyldes at gitteret som ble tvak beregnet pa lys med bglgelengde <250.

2.3 Forsgk pa syntese av
bis-(1R, 2R)-sykloheksan dicrocetin diester ( 10)

Siden9 er sterisk hindret ble det ogsa i denne syntea#gt & bruke PyCloP som
koblingsreagen¥’ Reaksjonene ble overvaket daglig i 14 dager, rogsirfdelsel0ble ikke
dannet. Grunnen til dette kan vaere crocetins laselighet i DCM og/eller for lav temperatur
under reaksjonen. Dersom syntesen hadde blitttutésmer polart lasningsmiddel, med
hgyere kokepunkt enn DCM, ville muligeb8 blitt dannet.

(0]
O/O NN DR N,
oH° /O
OH
9 HO
+
(@]
HO \\\\\\\ OH
(@]

PyCLOP, DIEA, DMAP, DCM
14d, N, atm.
40 C

(0]
OWH\/\)\/VW%J\O/“
10 2N N Q
© A S S T S N W
(6]
10

Figur 2.3.1 Forsgk pa syntese Hy.
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2.4 Forsgk pa syntese av
(1R, 2R)-sykloheksan dicrocetin- monoester ( 11)

Siden det ikke lyktes a syntetisdi@ ble forbindelsd 1 forsgkt syntetisert. Denne
forbindelsen vil muligens ha lignende kiraloptisigenskapene soh® pa grunn av
hydrogenbinding mellom syregruppene. Ogsa ved dsymiesen ble PyCloP brukt som
koblingsreagens, men mengdeforholdet mellom cnoagjisykloheksandiol var forandret i
forhold til syntese a®. Crocetin ble her tilsatt i overskudd. Til tross Eette ble forbindelse
9 ogsa dannet her. Dette kan muligens skyldes dendseligheten til crocetin i DCM.
Andre Igsningsmidler som DMF, dioksid, dietyletdeeTHF, der lgseligheten til crocetin er

stagrre vil derfor kunne fungere bedre.

Pa grunn av tilgjengelighet og hayt kokepunkt bt-Tvalgt som nytt lasningsmiddel. Heller
ikke na blel1 dannet. Man hadde muligens fatt darfifetiersom reaksjonstiden hadde blitt
gkt. Forbindelsen som ble dannet var nesten likarsom crocetin og hadde et blatt skift i
UV/Vis i forhold til crocetin og®. Polyenkjeden viste ikke symmetri i NMR-spekte(Kes.3,
X.3.4) noe som indikerer at forbindelsen bestanlie grupper eller bare en gruppe forestret

med crocetin. Det lyktes ikke & karakterisere defori@indelsen.

0 HO,,.
o HO'

2

PyCLOP, DIEA, DMAP, THF
5d. N, atm.
66 °C

(0]

0 X N

X NN OH

(7T :
O\H/L§b/Q§y/i§b/a§y/<§7/a§y/ﬁ§7/ﬂ\oH
(6]

11

Figur 2.4.1 Forsgk pa synteselv
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3. Karakterisering av utgangsstoff

3.1 Karakterisering av (1R,2R)-sykloheksandiol

Tabell 3.1.1 Resultat 8¥H-NMR o0g™*C analyse av (1R,2R)-sykloheksandiol (TMS, GDCI

Posisjon Proton-skift Karbon-Skift
OH 2,35 (bs, 2H)
C-1 0og C-1’ 3.39 (m, 2H) 76
C-2 0g C-2' 1,98 0og 1,7 (m, 4H) 33
C-3 0g C-3’ 1,25 (m, 4H) 24

Figur 3.1.1'H-NMR-spekter av (1R,2R)-sykloheksandiol i CDCI
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80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 ppi

Figur 3.1.2'%C-NMR-spekter av (1R,2R)-sykloheksandiol i GDCI

3.2 Karakterisering av crocin (1)

. VAL

T T T T T T T T 1 T T Y A
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figur 3.2.1'H-NMR-spekter av crocirl) i DMSO.

'H-NMR-spekteret av crocin er sveert kompleks ogesfat ikke analysert fullt ut. Man ser

svake signaler av polyenkjeden i omrasl@t5-6.5. Ved 1.9-2.0 ser man signal av
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metylgruppene fra polyenkjedéhMan ser at crocin som ble brukt som utgangsstoff
inneholder forurensninger ndr man sammenligheNMR-spekteret medH-NMR analyser
annen litteratur. Ved hjelp av UV/Vis ble renhebastem til 5 %.

0,25
443 466
0,2 1
£ 0,15 -
£
2 01
@
0,05 -
0 T T T T T
310 360 410 460 510 560
A (nm)

Figur 3.2.2 UV/Vis av crocinlj i vann
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4 Eksperimentelt

4.1 Generelle metoder og instrumenter

4.1.1 Tarking av lgsningsmidler

DCM ble tarket over molekyleersiv, Unio Carbide ptdl4 A.
THF ble destillert far bruk.

4.1.2 Renseprosesser

Flashkromatografi
Flash kromatografi ble benyttet nar mengden ragkmdwversteg 50 mg. Det ble benyttet
silicagel 60, 0,040-0,063 mm, fra Merck. Eluentesesifisert ved syntesen.

Preparativ tynnsjiktskromatografi (TLC)
Tynnsjiktsplater, silikagel 6055, 0,2 mm filmtykkelse fra Merck, ble benyttet narngden

raprodukt var mindre enn 50 mg. Eluenten er spesifived syntesen.

Filterering
Filtetpapir fra Schleicher & Schull ble benyttéffilirasjon. Hvitt band ble benyttet til
filtrasjon av store krystaller (589 mens blatt band (58Pble benyttet ved sma krystaller.

4.1.3 Instrumenter til karakterisering og kvantitat  ive bestemmelser

Tynnsjiktskromatografi (TLC)
Tynnsjiktsplater, silikagel 6055, 0,2 mm filmtykkelse fra Merck, ble benyttet tib&ervake
de ulike syntesene. Eluenten er spesifisert ved énieelt syntese.

Retensjonsverdien for de ulike forbindelsene eedpeet ut fra formel &
R = Lo/Lmf (6)

der Ls er stoffets vandringslengde og:ler mobilfasens vandringslengde.

UV-Vis-spektrosfotometer

UV- spektrene ble tatt opp pa et Thermo Spectrbieidos UV-spektrofotometer. UV-

spektrene ble benyttet til kvalitativ og kvantitekiarakterisering av de ulike forbindelsene.
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Kvalitative bestemmelser kan utfgres med UV/Viegsi#tarotenoider fglger Beers Lov;
absorbansen er lineaer proporsjonal med konsentesg@v lasningen med karotenoider.
For & regne ut mengde stoff ut fra UV-Vis ma mae dien spesifikke absorpsjons

koeffisienten for stoffet, E?n.g’g Dersom den ikke er kjent kan den regnes ut dereamvet

Ellco/ﬁnfor et annet stoff med samme kromofor, formel 7.

ELE (A) = EL (B) x molvekt (B) / molvekt (A) )

Mengden karotenoide (X) kan man da regne ut finaéb 8.

X:1Oxvol.xfo/E;1£/r% (8)
der vol. er volum, f er fortynningsfaktoren og Aadrsorbansen.

Formel 7 og 8 er benyttet for & regne ut renhatraein (1) som ble benyttet.

Massespektrometer (MS)

Massespektrometeret som ble benyttet var av typ8roQR.

Kjernemagnetisk resonans spektroskopi (NMR)
NMR-spektrene ble tatt opp pa instrumentene BrikeX 300 MHz og Bruker DPX 400
MHz. Det deuturerte lgsningsmiddelet som ble beht spesifisert ved hver syntese. TMS

er brukt som intern referanse.

Infrargdt lys spektroskopi (IR)

IR-spekterne ble tatt opp pa et Thermo Nicolet RINexus spektrofotometer.

Circular dichroism spektroskopi (CD)
CD-spektrene ble tatt opp pa et Olis DSM 1000 C&kspfotometer.
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4.2 Synteser

4.2.1 Crocetin (crocetin- 8,8’Diapocaroten-8,8’-dio  ic syre) (2)

Metode 1

Crocin (Digentiobiosyl 8,8'—diapocarotene-8,8'di@g(1,9875 g, 2,1 mMol) ble tilsatt
kaliumhydoksid Igst i metanol (10 ml, 25 %) og etylykol (300 ml). Lgsningen ble
refluksert ved 100 °C i 1,5 time undeg-Btmosfaere. Svovelsyre {80, 25%, 20 ml) ble

tilsatt og lgsningen fikk std i 5 minutter far distt vann ble tilsatt (100 ml). Lasningen ble
rgrt i 30 minutter far produktet ble ekstrahertroM@CM i flere omganger. Volumet av
Ilgsningsmiddelet ble redusert. Den organiske fatenasket med destillert vann i 3
repetisjoner. Lasningen ble tarket over Na®@ lgsemidlet ble fiernet ved redusert trykk. Pa
TLC ble det observert biprodukt som ble identifig#ra veere mono- og diestere av

etylenglykol og disyren, s#i-NMR (X.3.1). Hydrolysen ble derfor gjentatt.

Produktblandingen ble tilsatt kaliumhydroksid lzstetanol (10 ml, 25%) og 1-butanol (150
ml). Lasningen ble refluksert ved 110 °C i 1 timmlar N-atmosfaere og lgsningsmidlet ble
fiernet. Det ble tilsatt BEBO, (25%, 20 ml) og deretter destillert vann (100 etter 5

minutter. Lasningen ble rgrt i 30 minutter far puktet ble ekstrahert over i DCM. Den
organiske fasen ble vasket med destillert vanom8anger og deretter tgrket over Na®Q
lasemidlet ble fiernet ved redusert trykk. Pa TUE det observert at biproduktet ikke lenger

var tilstede.

Produktet ble ikke renset derfor er det vanskebgréoe om utbytte.

Metode 2

Crocin (5 %) ble veid opp (1,9564, tilsvarende 8,090,1 mMol ren crocin) og lgst i
destillert vann (200 ml) og tilsatt kaliumhydroks$as$t i vann (8 ml, 30 %). Lasningen ble
refluksert ved 100 °C i 1,5 time undeg-Btmosfeere. k80, (25%, 16 ml) ble tilsatt og
crocetin felte ut. Lasningen fikk sta i cirka emd fgr suspensjonen ble filtrert ut med

filterpapir (blatt band) tre ganger til all suspemen var samlet opp.
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Rensing:
Suspensjonen ble lgst i DMF og varmet opp til 80vi€l refluks i 30 minutter. Lgsningen
ble avkjglt og plassert i fryseren over natt. Di&tystalliserte crocetinet ble filtrert og vasket

med kald etanol (96%) og tarket pa vakuumpumpen ioa.

Utbytte: 22 mg (67%)

R¢= 0,27 (Toulen/Aceton/Metanol, 6:1:1)

UV/VIS: Last i MeOH:Amax= 420 og 445 nm
Lagstivann: Amax= 421 og 446 nm
Lasti DCM: Amnax= 434 0g 461 nm

'H-NMR (DMSO, 400,13 MHz)8 7.21 (d, 2H, C-3,3"), 6.85 (d, 2H, C-7,7"), 6.7 @H, C-
5,5), 6.62 (t, 2H, C-4,4’), 6.5 (d, 2H, C-8,8")98.(s, 6H, C-9.9"), 1.92 (s, 6H, C-10,10’), se
figure 2.1.2

3c-NMR (DMSO, 100,6 MHz)8 169.6 (2C, C1,1"), 132.07, 137.08C, C-2,2'8,8’),
138.47 (2C C-3,3"), 143.76, 135.73, 127.37,12484, C-4,4',5,5",6,6',7,7’), 13.21(2C, C-
9.9), 12.96 (2C, C-10,10’), se figur 2.1.3

4.2.2 Syntese av crocetin ( 1R,2R)-2-hydroksy- sykloheksan diester (9)

Metode 1

En blanding av crocetin (46 mg, 0,14 mMol), DCC (84, ), (R, 2R-syklokheksandiol (67
mg, 0,58 mMol) og DMAP (4,0 mg, 0,033 mMol) og DQWDmI) ble satt pa regring i 1 dggn
ved RT under Matmosfeere. Det ble sa tilsats$0O, (25%, 5ml). Lasningen ble deretter
ekstrahert med vann og tarket over vannfri NaSS@parasjon av de ulike fraksjonene ble
utfgrt ved hjelp av flashkromatografi med heksagi@c gradient. @nsket produkt var ikke

hovedprodukt.

Metode 2

En blanding av crocetin (0,0385 gram, 0,117 mMdlR, 2R-sykloheksandiol (0,040 gram,
0,344 mMol ), PyCloP (0,156 gram, 0,70 mMol), DIEA7 gram, 0,542 mMol), DMAP
(0,007 gram, 0,057 mMol) og tarr DCM (20 ml) blduksert ved 40°C under Matmosfaere i
2 dagn. Det ble sa tilsatt,HO, (25%, 5ml). Lasningen ble deretter ekstrahert weath og
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tarket over vannfri NaS Separasjon av de ulike fraksjonene ble utfarthjetp av flash

kromatografi med toulen/aceton gradient.

Ubytte: 11 mg (18 %)
Rt = 0,39 (Toulen/Aceton/Metanol, 6:1:1)
UV/Vis i DCM Amax= 436 0g 463 nm

'H-NMR (CDCl, 400,13 MHz)3 7.25 (d, 2H, C-3,3"), 6.65 (d, 2H, C-7,7’), 6.5,(fH, C-
4,455), 6.3 (d, 2H, C-8,8"), 4.6 (m, 2H, C-11.}, 3.55 (m, 2H, C-16,16"), 2.0, 1.65 (2q,
8H, C-12,12',15,15"), 2.1-1.8, 1.6 (skjult, 8H), fgur 2.2.2

13C-NMR (CDC}, 100,6 MHz): 167.65 (2C, C-1.1), 135.75, 134.4€(C-2,2',6,6),
142.96, 138.12, 130.38, 125.42, 122.77 (10C, C&&.5,5',7,7',8,8), 77.41 (2C, C-
11,11’), 72.00 (2C, C-16,16), 32.04, 29.07 (4C1E42',15,15"), 22.92, 22.75 (4C, C-
13,13',14,14"), 11.82 (4C, C-9,9',10,10"), se figui2.3

4.2.3 Syntese av bis-( 1R, 2R)-sykloheksan dicrocetin diester (10)

En blanding a¥® (7 mg, 0,013 mMol), crocetin (11 mg, 0,034 mM®&yCloP (25 mg, 0,059
mMol), DIEA (0,14 mMol), DMAP (2 mg, 0,016 mMol) agirr DCM (10 ml) ble refluksert

ved 40 °C under Natmosfeere i 14 dager. Syntesen ble overvaket rh&€diglig. @nskelige
produkt ble ikke dannet.

4.2.4 Syntese av ( 1R, 2R)-sykloheksan dicrocetin monoester (11)

Metode 1

En blanding av crocetin (30 mg, 0.092 mModR( 2R-sykloheksandiol (5 mg, 0,043 mMol),
PyCloP (60 mg, 0,14 mMol), DIEA (30 mg, 0,23 mMd)MAP (2,5 mg, 0,02 mMol) og tarr
DCM (20 ml) ble refluksert ved 40 °C undes-&tmosfaere i 7 dager.,80O, (5 ml, 20 %) ble
tilsatt og lgsningen og deretter ekstrahert mecshvaéhomganger og tarket over vannfri
NaSQ. Separasjonen av de ulike produktene ble utfgd pneparativ TLC med toulen,
aceton og metanol (6:1:1) som eluent. Forbind@hsar blitt dannet, men ikke det gnskede

produktet.
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Metode 2

En blanding av crocetin ( 20 mg, 0,061 mMoDR( 2R-sykloheksandiol ( 2,3 mg, 0,02
mMol), PyCloP ( 37 mg, 0,088 mMol), DIEA ( 8 mgP82 mMol), DMAP ( 1,7 mg, 0,014
mMol) og tarr THF (20 ml) ble refluksert ved 40 @68der N-atmosfaere i 5 dager.,BO;, (3
ml, 20 %) ble tilsatt. Lasningsmiddelet ble damipatt og blandingen ble Igst i DCM og
lgsningen ble deretter ekstrahert med vann i 3 ogpgraog tarket over vannfri Nag0
Separasjonen av de ulike produktene ble utfgrt pneparativ TLC med kloroform og
metanol (9:1) som eluent. @nsket produkt ble ik&erbt.

Forbindelsen som var blitt dannet og forsgkt kamagert hadde:

Rt = 0,68 (Kloroform/Metanol, 9:1)
UV/Vis i DCM Amax= 428 0g 453 nm
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5. Reaksjonsmekanisme med PyCloP
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6. Mikrobiell hydrolyse av crocin

6.1 Innledning

En vannlgsning av crocin ble oppbevart ved 4 °Qoae uker. Ved en tilfeldighet ble det etter
hvert oppdaget at en mikroorganisme hadde begyokse i lasningen, figur 6.1.1.
Mikroorganismen ble identifisert, ved hjelp av nt&kop og molekyleere ITS typing (internal
transcriced spacer) ved det Karolinska Universigbckholm Mikroorganismen ble
identifisert som arte€ladosporium cladosporioidekgsningen ble undersgkt med TLC, og

det tydet pa at det var dannet crocetin i lgsningen

Crocetin blir vanligvis fremstilt ved kjemisk hydyse med syre eller en alkalibaSeEn
mindre vanlig fremgangsmate a produsere crocetier pad a utfgre hydrolysen ved hjelp av
et spesielt enzyrf. Dette kan muligens sees i sammenheng med soppéralyse av crocin.

Figur 6.1.1. Opphavskulturen.
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6.2 Enzymatisk syntese

Mange synteser innen organisk kjemi utfgres velp lye enzymer, og det er flere fordeler
ved bruk av disse framfor kjemikaler; de er effe&tkatalysatorer, miljgvennlige, virker ved
milde betingelser, er selektive og kan katalyseresttke reaksjonét: Enzymene deles inn i
seks grupper etter hvilke reaksjonstyper de kagadys Enzymatiske reaksjoner kan utfgreres
bade med isolerte enzymer eller hele cellesystealteziter reaksjonstype, betingelser og

skala.

Hydrolyse av ester- og amidbindinger kan enkeltegared enzymkatalyserte reaksjoHer.
De vanligste enzymene som brukes er proteaseassteg lipase. Mekanismen ligner veldig
pa den kjemiske hydrolyseringen med base. | déteaketet pa enzymet er det en nukleofil
gruppe som angriper karbonylgruppen pa esterennDileofile gruppen kan veere
hydroksylgruppen i serin, karboksylgruppen i aspayre eller tioldelen i cystein. I tillegg til
bruk av isolerte enzymer kan ogsa hele mikrobigdléer benyttes til dette formalet. Bade
bakterier, gjeersopp og sopp har vist gode result@tak av hele mikrobielle celler gjar
reaksjonen mer kompleks, men det har vist segaaisj@nene kan veere mer selektive.

6.2.1 Enzymatiske synteser med karotenoider

Fra naturens side produseres karotenoidene vednaizke reaksjoner i de ulike
organismené? Karotenoider har ogsé blitt syntetisert ved hplpenzymer "in vitro”. Bade
naturlige karotenoider og syntetiske karotenoiderhiitt syntetisert enzymatisk.
Enzymatiske synteser med karotenoider kan utfgeskisolert enzym eller med hele
cellekulturer. Majoriteten av karotenoider er hyfdlm®, noe som vanskeliggjer det a utfare
syntesene i vann. Nar enzymatiske reaksjoner stiggeorganisk lgsningsmiddel kan ofte

den katalytiske aktiviteten avta.

Den naturlige karotenoiden astaxantin, som blanegafinnes i laks, har blitt syntetisert ved
hjelp av gjaercellekultureX@ntophyllomyces dendrorhdufé E. Colier ogsa brukt i
enzymatisk syntetisering av karotenoidfevied & overfare gener fil. Coli, som gir opphav
til modifiserte enzymer, kan nye karotenoider psetes. En slik ny karotenoide er

dihydroksydiketo karotenoiden fillipsiaxantin, sdrar en dyp mgrkelilla farge. Isolert enzym
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har ogsa blitt brukt til & lage syntetiske og nigiemtiske karotenoider. Enzymgp-karoten

15, 15'-monooksygenase klgyygp-karoten regioselektivt i naturéhEnzymet har blitt

isolert fra slimhinnen i kyllingtarm. Et annen ekgeel pa enzymatiske reaksjoner med isolert
enzym er syntetiseringen av karotenoidglyseridan &ke finnes naturlig, med lipase fra
Candida Antarticd® Enzymatisk hydrolysering av karotenoidestere lysddlitt utfart:®*’

Et eksempel pa dette er hydrolysering av astaxdiesiter til monoesteren og fritt astaxantin.

Enzymatiske reaksjoner med karotenoider er ikkmetode med utstrakt bridRk De siste
arene er derimot metoden tatt i bruk i starre §faced & modifisere eksiterende enzymer fra
den naturlige karotenoidsynteseveien til & akseptge substrater kan ukjente karotenoider
syntetiseres. Denne utvidelsen av karotenoid-veied modifiserte enzymer kan gi opphav

til flere hundre nye karotenoider.

6.3 Sopp

Sopp defineres som en eukaryot heterotrof organgomeutvikler forgrenede filamenter og

reproduser seg ved hjelp av spdfer.

6.3.1 Cladosporium cladosporioides

Cladosporium cladosporioiddsarer til i klassen Deuteromycet@Det som kjennetegner
denne klassen er deres reproduksjon, som foregéaseksuelle sporer, conidfaDisse
soppene mangler altsa en seksuell fase i livssgklusg av den grunn omtales de ofte som
ufullstendige sopp. Det finnes om lag 17000 ulikerannenfor denne klassen. De fleste er
terrestriske, men finnes ogsa i vandig miljg. Médrenge arter samlet i gruppen er det stort
mangfold i egenskaper mellom artene. De flestestivar seg pa degdt organisk materiale eller
parasitter pa planter. Enkelte av soppene i deruqgpgn er parasitter for mennesker og dyr,
fordi de produserer giftstoffer i mat som kan vémeftfremkallende. Det finnes ogsa arter

som har positive egenskaper, og disse kan utnytiebruk, skogsdrift, industri og medisin.

Deutermycetesartene dekomponerer organiske mateoigler en gnsket organisme i
jordbruket fordi de kan resirkulere naeringsstotfdnnen medisinen brukes enkelte arter
kommersielt i produksjon av antibiotika, enzymeraoglre kjemiske forbindelser. De spiller
ogsa en sveert viktig rolle i fermenteringsindustrieforedling og farging av mat benyttes

ogsa slekter innen deutermycete.
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Deuteromycetes har som regel skillevegger i mysa#et er perforert slik at stremning av
cytoplasma og immigrering av cellekjerner kan gkjefra celle til celle®® De aller fleste
reproduserer seg ved hjelp av aseksuelle sporécddia, som produseres ved tuppen eller
pa siden av spesielle celler, conidiosporer. Sgokam bade forekomme som enkle sporer
eller samlinger av mange celler som sammen kanedalike former for "fruktlegemer”.
Sporene som produseres kan forekomme hver foffleeg etter hverandre eller i sma draper

av slim. De kan veere encellede, tocellede ellecéléede.

Cladosporium cladosporioidgghgrer familien Dematicea, der hyfene og coniuga en
mgark farge. Det hender at bare enten hyfene edleid@a er marke. | celleveggen kan det
veere forekomst av melanin og karotenoider somaggef* Disse soppene har ikke noe
organiserte "fruktlegemer® De aller fleste soppene i denne familien livnasesy p& dadt
organisk materiale, men det finnes noen plantejtimasg noen fa menneske- og
dyreparasitter. Dette gjelder ogsa for a®adosporium cladosporioidés Den har
olivengrenn til brunaktig farge og har bade sm&tegre conidosporer. Den er en sveert
utbredt muggsopp, og man finner den bade i lufoed; Cladosporium cladosporioides en
av de vanligste mikroorganismer man finner kontartinflaskevann, noe som viser hvor
utbredt den et* Ved vannlekkasjer kan store meng@éadosporium cladosporioidesppsta,
noe som kan fare til allergiske reaksjoner hos rasker, som hypersensitivitet og
respiratoriske sykdommer (for eksempel ast#judsykdommemhaeohyphomycosis
oppstar naCladosporium cladosporioidésnvaderer huden med hyfe- og gjeerliknende

celler®

Figur 6.3.1 Skisse av Cladosporium cladosporioides.
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6.3.2 Hydrolyse

| enkelte arter fra familien dematiaceous har memét enzymer som hydrolyserer alifatiske
epoxider’” Disse enzymene har vist seg & veere enatioselaldgiee derfor interessante nar
det kommer til rasemiske lgsninger av epoxidendarklassen hyfomycetidae finnes det arter
som produserer hydrolytiske enzymer. Eksemplergti@ dinner man i en del vannlevende
arter som bryter ned planterester ved hjelp avedésgymené® De har enzymer som bryter

ned de viktige plantekomponentene cellullose, pektiotein og lignin.

Cladosporium cladosporioidesar flere hydrolytiske enzymer med sveert hoy #etiv’ Et
eksempel pa dette er enzymet invert&s€(3.2.1.26 4-D- fructofuranosidasesom
katalyserer hydrolyse av sukkrose til invert suklegr ekvivalent mengde glukose og
fruktose®® Denne hydrolysen kan ogsa gjeres med syre, maredeaksjonene krever lav pH
og hgy temperatur slik at produktet far en ugnskaitk farge. Det har derfor blitt utviklet en
teknologi der nettop@ladosporium cladosporioidddir brukt i produksjonen, noe som gir
lave kostnader og gode resultater. De optimaleofdet for enzymet er en temperatur pa

70 °C og pH 6.
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6.4 Resultat og fremgangsmate

For & veere sikker pa at det var mikroorganismensadae utfart reaksjonene matte man
forsikre seg om at den var rédladosporium cladosporioiddsa crocin-lgsningen ble derfor
dyrket ved SINTEFs immunologilaboratorie ved Sl hospital i to uker. Der den ble
forsgkt dyrket pa ulike medium, bade ved 22 °C B§@. Soppen lot seg dyrke pa flere av
voksmediene, se tabell 6.4.1, men bare ved 228@peh som var dyrket frem kunne ansees

som ren, og videre undersgkelser kunne utfgres.

Figur 6.4.1. Cladosporium cladosporioides etterldgg.

Tabell 6.4.1. De ulike vekstmediene Cladosporiadasporioides ble forsgkt dyrket pa.

Vekstmedium (agar) Vekst
Potet glukose Ja
Blod Ja
Mycoplasma Nei
Sabouraud glukose Ja
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Ho “,, ~OH H,0O Cladosporium cladosporioides
OH

HO S

o 2

Figur 6.4.2. Mikrobiell hydrolyse av crocih

En del av mikroorganismen ble overfart fra petriské til erlenmeyerkolber som inneholdt
crocin Igst i vann. Tre paralleller ble lagd, megs fra hver av de ulike kulturene.
Lasningene fikk std markt ved romtemperatur i ea. likgsningen ble malt med UV-Vis

daglig, se figur 6.4.3.

0,3
0,25 - ——Dag 1, Amax: 441
02 | ——Dag 2, Amax: 433

a Dag 3, Amax: 428
5

g 0,15 - Dag 4, Amax: 422

.§ ——Dag 5, Amax: 421

0.1 I . —Dag 6, Amax: 422

0,05 - ~~ ——Dag 7, Amax: 423

0 T T T T 1
310 360 410 460 510 560

A (nm)

Figur 6.4.3. Utviklingen av UV/Vis resultat av chol@sning med sopp fra blodagarkulturen.

40



Mikrobiell hydrolyse av crocin

Man ser bade en svak hypsokromisk effekkgagar mot en lavere verdi og en tydelig
hypokromisk effekt (bl&tt skift) da absorbansenkein se figur 6.4.3% Det atAmaxminker er
en indikasjon pa dannelsen av crocetin, som haréaabsorpsjonsmaksimum enn crocin.
Minkende absorbans kan muligens ogsa indikere dsemav crocetin, men en slik kraftig
nedgang kan ikke skyldes det alene. Andre fakkmarha forarsaket dette, som
dekomponering pa grunn av oksygen og lys. Selvasnihgene hadde statt i market ble de
eksponert for lys daglig da UV/Vis malingene bléaut Pravene ble oppbevart ved vanlig
atmosfeere, altsa med tilgang pa oksygen. Muligédlesdekomponeringen veert mindre
dersom tilgangen pa oksygen hadde veert lavere twllparallellene viste samme utvikling i

UV/Vis.

Den nye forbindelsen som var blitt dannet i craasmlingen ble renset ved hjelp av preparativ

TLC og ble analysert med UV/Vis. Dette ble gjoteett lgsningen hadde statt i 14 dager.

0,45
0,4 -

0,35 1 —— Crocetin fra kjemisk hydrolyse,
w 0.3 Amax: 420 og 445 nm
c
@ 0,25
2 — Crocin, Amax: 443 nm
2 0,21 a
o]
<

0,15 -
0,1 - Crocetin fra mikrobiell hydrolyse,
005 Amax: 421 og 446 nm

310 410 510
A (nm)

Figur 6.4.4. UV/Vis spekter av crocefirsyntetisert av soppen, lgst i vann.

Crocetin dannet ved mikrobiell hydrolyse av craear identisk absorpsjonsmaksimum som
kjemisk hydrolysert crocetin, figur 6.4.4. | forkidiil utgangsstoffet, crocin, viser mikrobielt
hydrolysert crocetin et blatt skift og finstruksmm man ikke ser hos crocin. Skiftet mot en

laverermaxsammsvarer med malingene i figur 6.4.3.

Det ble ogsa undersgkt ditadosporium cladosporioiddginne hydrolysere bixin til

norbixin. Dette viste seg a ikke veere tilfelle,.6.4
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H,O Sopp

Figur 6.4.5 Forsgk pa mikrobiell hydrolyse av bixi2).

6.5 Videre arbeid

Selv om resultatene som man har fatt gjennom UViider pa aCladosporium
cladosporioidesydrolyserer crocin til crocetin burde det gjgilese analyser fgr dette kan
fastslas. Analyser som burde gjgres av forbindedsédiMR, IR og MS. NMR og IR krever

en starre mengde stoff enn det man isolerte gjerdiese forsgkene. Skal man klare a isolere

en stgrre mengde burde forholdene optimaliseregeeatur, voksmedium, pH og atmosfaere.
For eventuelle videre studier ville det ha veertiiessant & prave a isolere enzymet og utfare

hydrolysen "in vitro” for sa @ sammenligne effeltiéten mot kjemisk hydrolyse. Far dette

kan gjgres ma enzymet identifiseres og de optifiesl®ldene for hydrolysen ma kartlegges.
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X.1 NMR- og IR.spekter av crocetin (2)
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X.2 NMR-, IR- og CD-spekter av forbindelse 9
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X.3 Spekter av biprodukt
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