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Sammendrag

Med utgangspunkt i en rasemisk blanding av 1-(2.2-dibrom-1-1-metylsyklopropyl)etanol

har enantiomert rent dihalobisyklobutanol blitt forsøkt syntetisert og karakterisert.

Først ble en rasemisk blanding av (1R,1’R)-1a og (1S,1’S)-1b omestret enzymatisk med

Candida antarctica lipase B. Reaksjonen ble gjort i en risteinkubator ved 30◦C (200

rpm). Det gav (1R,1’R)-2a, som vist i Skjema 1. Reaksjonen ble fulgt med gasskro-

matografi, og etter 6 dager var all (1R,1’R)-1a omdannet til butanatester (1R,1’R)-2a.
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Skjema 1: Syntese av (1R,1’R)-dibrom-1-metylsyklopropyletylbuturat ((1R,1’R)-2a).

Den korresponderende esteren ble hydrolysert videre til (1R,1’R)-1a med samme en-

zym i fosfatbuffer (pH = 7.1) i en risteinkubator ved 30◦C. Reaksjonen ble fulgt med

gasskromatografi, og etter 5 dager var all omdannet til ren R-alkohol,(1R,1’R)-1a.

Videre ble alkoholgruppen i (1R,1’R)-1a erstattet med triflatgruppe, som gav (1R,1’R)-3.

Reaksjonen ble gjort ved -15◦C. (1R,1’R)-3 ble behandlet med metyl litium, hvor det var

ønskelig å syntetisere bisyklobutan (1R,3R)-4 (Skjema 2).
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Skjema 2: Forsøk på å syntetese av (1R,3R)-1-brom-2,3-dimetylbisyklo[1.1.0]butan ((1R,3R)-4)

iii



Abstract

Starting from a racemic mixture of 1-(2.2-dibromo-1-1methylcyclopropyl)ethanol, enan-

tiopure dihalobicyclobuthanol has been attempted synthesized and characterized.

Firstly, the racemic mixture of (1R,1’R)-1a and (1S,1’S)-1b was esterificated with Can-

dida antarctica lipase B. The reaction was preformed in a incubator shaker at 30◦C

(200 rpm) which gave (1R,1’R)-2a (Scheme 3). The reaction was controlled by gas chro-

matography, and after 6 days the butaneester was fully converted.
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Scheme 3: Synthesis of (1R,1’R)-dibromo-1-methylcyclopropylethylbutyrate ((1R,1’R)-2a)

The corresponding ester was hydrolyzed further to (1R,1’R)-1a with the same enzyme in

a phosphate buffer solution preformed in a incubator shaker at 30◦C. The reaction was

controlled by gas chromatography, and after 5 days the R-alcohol was fully converted,

(1R,1’R)-1a.

Further, the hydroxygroup of (1R,1’R)-1a was replaced by trifluoromethanesulfonate,

resulting in (1R,1’R)-3. The reactions was preformed by -15◦C. (1R,1’R)-3 was threated

with methyl lithium, which we hoped would give the bicyclobutane (1R,3R)-4 (Scheme 4).
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Scheme 4: Attempted synthesis of (1R,3R)-1-bromo-2,3-dimethylbicyclo[1.1.0]butane ((1R,3R)-
4)
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Omtalte forbindelser i oppgaven
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Kapittel 1

Innledning

Insektisider er pesticider som brukes for å drepe insekter. Pesticider er et fellesbegrep

på en forbindelse, eller en blanding av forbindelser, som har til formål å drepe skadedyr

[1].

Insektisider og pesticider har et bredt bruksområde; innenfor jordbruk og produksjon,

prosessering og lagring av mat, i treproduksjon og i dyrefor. Med så mange bruksom-

råder kan det oppstå noen uønskede bivirkninger som må taes alvorlig [2]. En slik

bivirkning, og et resultat av bruk av neonikotinoider i jordbruk, har fått noe av skylden

for at bier dør. Europakommisjonen vedtok i 2013 å forby bruken av tre pesticider som

tilhører neonikotinfamilien (clothianidin (1.1a), imidacloprid (1.1b) og thiametoxam

(1.1c) i to år [3]. Det er ikke bare i Europa bekymringen med neonikotinoider taes

alvorlig; i et memo fra U.S Fish & Wildlife Service (FWS) skrives det at de vil gradvis

slutte med neonikotinder i jordbruk, og fra januar 2016 skal all bruk av neonikotinoider

stoppes [4].

(a) Clothianidin (b) Imidacloprid (c) Thiamethoxam

Figur 1.1: Neonikotinfamilien

Neonikotinoider ble introdusert i 1990, og er dermed et relativt nytt insektisid. I EU

er det fem neonikotinoider som er tillatt: clothianidin (1.1a), imidacloprid (1.1b) og

thiametoxam (1.1c), som stammer fra N-nitroguanidingruppen (Figur 1.2), og thiaclo-
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KAPITTEL 1. INNLEDNING

prid og acetamiprid, fra N-cyanoamidingruppen. Det er de tre førstnevnte som brukes

mest, og er giftigere overfor bier enn de to andre.

Figur 1.2: N-Nitroguanidin

Neonikotinoider er utbredt i jordbruket for å beskytte avlinger mot pest, og i 2003 ble

salget av neonikotinoier anslått til 1 milliard dollar. De kan enten sprayes på avlinger

eller tilsettes direkte i frøene, slik at insektisidet blir tatt opp i planten. Insektisidet taes

opp i røttene til planten, og spres gjennom karstrengene til alle plantdelene, inklud-

ert nektar og pollen, som feks. bier tar opp. Det er vist at neonikotinene påvirker in-

sektenes nikotin acetylkolin reseptor (nAChR), som er skadelig for insektenes ryggrad

[5, 6]. I tillegg påvirker neonikotinoidene nervesystemet til biene, og dermed deres evne

til å navigere i luften. Dermed er det usikkert om de kommer tilbake til bolet sitt, hvor

de mater larver [7, 8]. Det er også vist at neonikotindene kan redusere vekstraten til

humler, i tillegg til at produksjon av nye dronninger kan reduseres med 85 % (!) [9].

Labratorieundersøkelser viser også at imidacloprid er meget giftig for humler [10].

Disse opplysningene kan være bekymringsverdig da neonikotinoidene holder seg i jorda

i opptil seks år etter det er tilsatt på avlinger. I tillegg er det avdekket resultater som

viser at planter som ikke er behandlet med neonikotinoider absorberer de restene av

neonikotinoider fra tidligere år [10].

Når en vet at bier er viktig for jordbruket for å pollinere mange ulike grønnsaker (ek-

sempelvis tomater, mais), i økosystemer og i biologisk mangfold, har Xerced Society for

Invertebrate Conservation presentert flere anbefalninger med tanke på benyttelsen av

neonikotinoider. Hovedessensen i disse anbefalingene er å virkelig revurdere bruken av

neonikotinoider i jordbruk før vi forstår risikoen med å bruke slike insektisider. Det er

enda ikke gjort mange studier av hvilke konsekvenser anvendelsen av neonikotinoider

i jordbruk, men konklusjonen fra Xerced Society er klar: bruken av neonikotinoider bør

være så lav som mulig til vi vet hvordan en kan få plantene til å bekyttes mot skadein-

sekter uten å skade nytteinsekter som pollinerer avlingene [10].
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KAPITTEL 1. INNLEDNING

Til tross for disse resultatene stiller ikke Rothamsted Research seg bak opplysningene

som vises fra flere forskere. Rothamsted Research er den forskningsinstitusjonen som

har forsket kontinuerlig på jordbruk i 170 år. De mener at en del av forskningen som

har blitt utført på bier ikke reflekterer den virkelige mengden neoniktotinoider bier blir

utsatt for, og dermed kan en ikke konkludere at det er neonikotinoidene som er årsaken

til bienes utryddelse [7].

Neonikotinoidene er bare et eksempel på hvor stor industri av fremstilling av insek-

tisider er, og det brukes over hele verden. Noen av insektisidene er naturprodukter, og

eksempeler på dette er pyretrin, insektisider som er funnet i planten Chrysanthemum

cinerariaefolium. Syklopropanringen er en bestanddel i pyretrinene, og ofte er slike

stoffer kirale. Disse insektisidene blir idag syntetisert industrielt i stor skala over hele

verden [11]. Pyretrinenes aktivitet avhenger av eksakt stereokjemi, så syntese av disse

forbindelsene kan være utfordrende.

Figur 1.3: Chrysanthemum cinerariaefolium

I insektsprayer holder det ofte ikke med det industriellt fremstillte insektisidet per-

metrin: i oversikten over ulike bekjempelsesmidler mot skadedyr på markede i Norge

finnes flere insektisidmidler som inneholder en blanding av permetrin og pyretrin [12].

Pyretrin og permetrin har ulik stereokonfigurasjon, se Figur 1.4. På grunn av deres ulike

stereokonfigurasjon vil de kunne virke på forskjellige plasser hos insekter, og dermed

være mer effektiv enn stoffene alene.
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KAPITTEL 1. INNLEDNING

R ∗∗

∗∗
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Figur 1.4: Struktur av Pyretrin og Permetrin

Motivasjonen for å syntetisere enantiomert rene insektisider er først og fremst for å

legge til rette slik at de virker på skadedyr og lar resten av økosystemet være uberørt. Det

er flere kirale insektisider som har høy aktivitet mot organismer som ikke skulle være

berørt [13], og bivirkninger av slike insektisider kan være fatale: giftig for mennesker,

dyr og miljøet [14]. Målet er å minske risikoen for slike bivirkninger, men samtidig være

selektiv mot skadedyrene.

Et av målene i denne oppgaven er å syntetisere enantiomert rene bisyklobutaner. Figur 1.5

viser strukturen til det ønskelige produktet.

H

H3C CH3

Br

Figur 1.5: Målmolekyl, (1R,3R)-1-brom-2,3-dimetylbisyklo[1.1.0]butan ((1R,3R)-4).

For å oppnå enantiomert rene forbindeler kan man i prinsippet gjøre en enantioselek-

tiv syntese eller en kinetisk oppløsning av en rasemisk blanding. Begge metodene har

sine kjennetegn, fordeler og ulemper. Enantioselektiv syntese kan i prinsippet gi 100%

utbytte av en ren enantiomer eller en rasemisk blanding som må separeres. Kinetisk

oppløsning kan gi enantiomert rene produkter, men gir bare maksimalt 50% utbytte av

den ønskede enantiomeren.

Sammenlignet med ikke-enzymatiske kjemiske katalysatorer, har biokatalysatorer (en-
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KAPITTEL 1. INNLEDNING

zymer eller hele celler) flere fordeler: effektive, miljøvennlige, katalyserer et bredt spek-

ter aav reaksjoner, og ikke minst viser de høy selektivitet (kjemo,- regio- og stereose-

lektivitet). Stereoselektiviteten som er observert av biokatalysatorer på naturlige sub-

strater kan benyttes i organisk syntese av enantiomert rene forbindelser. Disse forbind-

elsene kan være nyttige legemidler eller jordbruksjemikalier.

Enantiomert rene forbindelser er nødvendige i legemiddelindustrien, da enantiomere

former for kirale legemidler kan ha ulike farmakologiske egenskaper [15]. Menneskekrop-

pen klarer å skille mellom enantiomere forbindelser, og det skyldes at alle levende or-

ganismener er bygd opp av kirale byggesteiner som kun eksisterer i en enantiomer form.

Dette gjør at en enantiomer forbindelse kan passe inn og ha en effekt i kroppen, mens

den andre enantiomeren kan være inaktiv, eller ha uønskede effekter. Syntese av enan-

tiomert rene forbindelser er derfor svært viktig [16, 17], med tanke på medisiner og å

kunne finne insektisider som dreper en type insekter men ikke den andre.

Det er interesse både for mer forskning med bruk av biokatalysatorer i organisk kjemi,

og et sammarbeid mellom organisk kjemikere, biokjemikere og molekylærgenetikere er

nødvendig for å utarbeide bedre metoder enzymkatalyserte reaksjoner. I Norge finnes

det en av verdens mest avanserte bioraffineri i Borregård. I BALI-prosjektet deres benyttes

blant annet lipaser for å bryte ned cellulose.

Utgangsstoffet som benyttes i dette prosjektet er en rasemisk blanding av (1R,1’R)-(1S,1’S)-

dibrom-1-metylsyklopropyl-etan-1-ol ((1R,1’R)-1a og (1S,1’S)-1b), syntetisert av Kleve-

land og Skattebøl [18]. Det ble dannet dihalosyklopropaner ved addisjon av dihalokar-

bener. I slike reaksjoner benyttes en sterk base som kan generere karbenet, for eksem-

pel t-BuOK. Ved bruk av en faseoverføringsreagens, er det mulig å danne karbenet på

en enkel måte med feks. kloroform eller bromoform og vanndig natriumhydroksid.

Uten faseoverføringsreagenset vil tillagingen av dihalokarbenet være ineffektiv da hy-

droksidionet vil fungere som en felle for dihalokarbenet, som resulterer i at det kor-

responderende hydroksidet dannes. Med en faseoverføringsreagens vil CX–
3-ionet vil

overføres til den organiske fasen med et kvarternært ammoniumsalt før det omdannes

til dihalokarbenet, som kan brukes videre i syntesen [19].

Syntesen er delt opp i fire trinn, hvorav det første trinnet er en enzymatisk kinetisk opp-
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KAPITTEL 1. INNLEDNING

løsning. Som kiral katalysator brukes lipasen Candida antarcitca lipase B. Lipasene er

en enzymklasse som er mest brukt i organiske synteser. De trenger ingen kofaktorer,

og er derfor enkle å bruke. I naturen katalyserer lipasene hydrolysen av triglyserider. I

organiske reaksjoner med organisk løsningsmiddel, katalyserer lipasene den motsatte

reaksjonen, nemlig forestring av alkoholer (med tilsats av en acyldonor).

De resterende trinnene gjøres ikke-enzymatisk, men hydrolysetrinnet kan eventuelt

gjøres enzymatisk.

Det ønskede produktet (1R,3R)-4 har ingen (nåværende) kjent biologisk funksjon, men

kan være utgangsstoff for nye insektisider. Bisyklo[1.1.0]butylmetylamin har imidler-

tidig vært en byggestein i syntesen av en syklisk kvaternær ammoniumbyggestein til

daphniglacins, se Skjema 1.1 [20].

Skjema 1.1: Retrosyntetisk skjema for syntese til kvaternær ammoniumbyggestein til daph-
niglacins.

Daphniglacin ble isolert fra Daphniphyllum glaucescens, og karakteriseres som et alka-

loid, se Figur 1.6 [21].

Figur 1.6: Struktur av Daphniglacin, isolert fra Daphniphyllum glaucescens.
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KAPITTEL 1. INNLEDNING

Bisyklobutaner har en kalkulert ringspenning på 63.6 [22]. Det er flere måter å kunne

gå videre med bisyklobutaner: elektrofil addisjon, enten syrekatalyserte reaksjoner eller

addisjon av halogener [23]. Det vil kunne blant annet gi substituerte syklopropaner.

I tilegg er det mulig å danne et dien med en karben C-H innsetting [24]. Forskning

viser også at det er mulig å syntetisere relativt kompliserte bisykler fra bisykloaminer

(Skjema 1.2) i en intramolekylær sykliseringsreaksjon [25].

ents in the aryl group provide higher yields in this trans-
formation. Alternatively, bicyclobutanes 2 can be accessed by
addition of bicyclo[1.1.0]butyllithium to the activated imines
(Scheme 2).[11] Treatment of 3 with MeLi followed by trans-
metallation with tBuLi and addition to imines 4 furnished
bicyclobutanes 2d–f in high yields.

Based on the ease of insertion of zinc carbenoids into the
bicyclobutane scaffold,[7] we decided to explore the intra-
molecular cycloadditions with alkenes and alkynes.[12] Under
modified phase-transfer conditions[13] (allyl bromide,
Bu4NHSO4, 50% aq. NaOH, toluene), N-allylation of 2e
proceeded efficiently; however, instead of the expected
product, we found that the initial product underwent a
spontaneous formal ene reaction[14] to give spirocycle 5 in
63% yield as the only detectable diastereomer based on the
1H NMR spectroscopic analysis of the crude reaction mixture
(Scheme 3).[15]

For a further investigation of the scope of this novel
cascade process (Table 1), various bicyclobutane derivatives
were reacted with allyl, 2-methylallyl, crotyl, propargyl, 3-
phenylpropargyl, and 3-triisopropylsilylpropargyl bromides
(entries 1–6, respectively). The course of the reaction was
dependent on the substitution of the allyl moiety and the
electronic environment at the bicyclobutane ring. For exam-
ple, reaction of 2awith 3-bromo-2-methylbutene led to theN-
allylated intermediate (90% yield), which underwent con-
version into 7 in 80% yield under reflux conditions in toluene.
To directly convert 2a into 7, our initial conditions had to be
modified—the reaction was carried out at elevated temper-
atures in the presence of a mixture of powdered NaOH and
K2CO3 (entry 2).

[12] Interestingly, when bicyclobutanes 2 were
treated with cinnamyl bromides, the pathway changed from
an Alder ene reaction to a formal [2+2] cycloaddition, thus
leading to the first synthesis of 3-azatricyclo[5.1.1.01,5]nonanes
(Table 2).[16,17] Yields in this remarkable conversion ranged
from modest (32% with the pyridine-substituted 2c ; entry 2)
to excellent (93%; entry 1), and both aromatic and aliphatic
groups a to the pyrrolidine nitrogen atoms were well

tolerated. It is, however, important to note that with our
current experimental protocol only bicyclobutanes conju-

Scheme 2. Synthesis of bicyclobutanes by addition of bicyclo-
[1.1.0]butyllithium. PG=protecting group, Ts=p-toluenesulfonyl.

Scheme 3. Cascade N-allylation—an Alder ene reaction.

Table 1: Reactions of bicyclobutanes with allyl and propargyl bromides.

Entry Substrates Product Yield [%]

1 2a, allyl bromide 82

2
2a, 3-bromo-2-methyl-
propene

66[a,b]

3 2b, (E)-crotyl bromide 51[a]

4 2a, propargyl bromide 87

5
2a, 3-phenylpropargyl
bromide

49

6
2d, 3-triisopropylsilyl-
propargyl bromide

62

[a] The reaction was carried out in the presence of a mixture of powdered
NaOH and K2CO3. [b] Obtained as a 2.9:1 mixture of diastereoisomers; only
the major isomer is shown.

Table 2: Reactions of bicyclobutanes with cinnamyl bromides.

Entry Substrates Product Yield [%]

1 2a, (E)-cinnamyl bromide 93

2 2c, (E)-cinnamyl bromide 32

3
2d, 1-((E)-3-bromoprop-1-enyl)-
4-(trifluoro-methyl)benzene

68

4 2e, (E)-cinnamyl bromide 59

5 2 f, (E)-cinnamyl bromide 54

Angewandte
Chemie

4173Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 4172 –4175 ! 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.org

Skjema 1.2: Spirosyklisk forbindelse 5 syntetisert fra bisykloamin i en Alder-ene reaksjon [25].

8



Kapittel 2

Teori

2.1 Kiralitet

Kiralitet er en egenskap knyttet til flerdimensjonale objekter. Hvis et objekt ikke kan

overlappe sitt speilbilde (dvs. at objekte ikke har noen symmetrielementer, feks. speilplan

eller inversjonssenter) er objektet kiralt [26].

Det er flere eksempler på objekter som er kirale. En høyrehånd og en venstrehånd er

kirale, da de er speilbilder av hverandre, men ikke identiske. For kjemiske forbindelser

knyttes kiralitet til molekylets tredimensjonale struktur. Molekyler som er identisk og i

tillegg speilbilder av hverandre, kalles enantiomerer (Figur 2.1).

H2N CO2H
H HO2C

H NH2

Speilplan

(S)-alanin (R)-alanin

Figur 2.1: S og R-alanin.

Enantiomerer har identiske kjemiske egenskaper. Deres fysikalske egenskaper er også

identiske (løselighet, kokepunkt, retensjonstid, etc.), men de kan ha meget forskjellig

biologisk aktivitet (se over). En blanding med lik mengde R og S-enantiomer kalles en

rasemisk blanding. En rasemisk blanding er ikke optisk aktiv selv om enantiomerene

i blandingen er kirale. Blandingen vil også kunne ha forskjellige fysikalske egenskaper

9



KAPITTEL 2. TEORI

enn enantiomerene i blandingen [27].

Aminosyren alanin på Figur 2.1 har ingen symmetriplan, og er derfor kiral. Alanin kan

ikke ha noe symmetriplan, da molekylet også har et tetraedrisk karbonatom (NH2,CO2H,

CH3 og H). Det karbonatomet er et stereosenter, og vanligvis er det et tetraedrisk kar-

bonatom. Det finnes også eksempler på molekyler som er kirale selv om de ikke har et

tetraedrisk karbonatom. Stereogene akser gjennom molekylet (aksialt kiralt molekyl),

eller stereogene plan som ordner substituentene i en fast posisjon i rommet slik at de

ikke kan overlappe sitt speilbilde forekommer også (Figur 2.2).

NO2

CH3

H3C

O2N

Figur 2.2: Eksempel på en stereogen akse på et aksialt kiralt molekyl.

2.2 Enantiomert overskudd

Enantiomert overskudd (ee), er overskuddet av den ene enantiomeren med hensyn til

den andre, og uttrykkes i prosent [28]. Enaniomert overskudd er definert i likning 2.1.

ee =
[

(R−S)
(R+S)

]
×100% (2.1)

Enantiomert overskudd kan bestemmes med flere forskjellige måter; kiral kromatografi,

polarimetri og NMR.

2.3 Biokatalyse i organisk kjemi

Bruk av enzymer blir mer og mer utbredt i industriell fremstilling av mat, vaskemidler,

til syntese av legemidler, i produksjon av landbrukskjemikalier og i kosmetikkbransjen.
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Historisk sett har enzymene vært viktig i flere århundrer, blant annet i ostlaging og bryg-

ging av øl og vin [29].

Selv om enzymer har har en lang historie som naturlige katalysatorer, er det en viss

forskjell på formålet til forskerne nå enn før. Å kunne forklare biokjemiske prosesser og

enzymmekanismer har i mange tiår vært hovedmålet til forskere. Adrian Brown (1852-

1919) arbeidet med enzymkinetikk, og ble sitert av Leonor Michaelis og Maud Menten

når de publiserte sin teori i 1913 [30]. Gjennom 1980-tallet var det en økning i bruken

av enzymer i asymmetrisk syntese i den hensikt å omdanne ikke-naturlige organiske

forbindelser. På 1990 tallet økte interessen mer, og antall publiserte artikler økte vold-

somt [31].

Det er flere grunner for at biokatalyse er blitt populært i organisk kjemi, men det er

spesielt to hovedgrunner til dette[31]:

1. Enzymer reagerer under milde betingelser, og dermed regnet som miljøvennlige

2. Enzymer er har høy kjemo-, regio- og stereoselektivitet

I tilegg har enzymer vist seg å være meget effektive katalystatorer. De kan øke reak-

sjonshastigheten med en faktor på 108-1010, og det er blitt gjort eksperimenter hvor

enzymene økte reaksjonshastigheten med en faktor opp til 1020 [31, 32].

Grønn kjemi er et tema som er blitt mer og mer fokusert på de siste årene. Det er defin-

ert som kjemien som reduserer eller eliminerer bruken av miljøskadelige forbindelser

i design, produksjon eller bruken av kjemiske produkter [33]. Her stiller enzymer i en

egen klasse, da reaksjonene de inngår i utføres under milde betingelser (typisk pH 5-

8, temperatur 20-40◦ C). I tillegg kan enzymene brytes ned i naturen, i motsetning til

tungmetaller.

Det er også noen ulemper med bruk av enzymer som katalysatorer. Siden enzymene

fungerer best under milde betingelser, vil det være vanskeligere å variere betingelser,

da det kan endre aktiviteten til enzymene. Enzymer foretrekker vann som løsningsmid-

del, som en organisk kjemiker helst velger bort pga. det høye temperaturen og den høy

varme som kreves for fordaming. Ved å velge et organisk løsningsmiddel vil aktiviteten

til enzymene gå ned. I tillegg vil reaksjoshastighet i mange enzymreaksjoner reduseres
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KAPITTEL 2. TEORI

ved høye substrat eller produktkonsentrasjoner, da enzymeffektiviteten hemmes av sub-

stratet eller produktet. Det at enzymene er meget spesifikke, og ofte bare finnes i en

enantiomert ren form, er også en utfordring. Heldigvis blir nye enzymer oppdaget, og

det økes stadig i antall kommersielt tilgjengelige enzymer [34, 35].

2.3.1 Kinetikk og termodynamikk i enzymkatalyse

Kinetisk oppløsning

Det er i hovedsak tre forskjellige metoder å oppnå rene enantiomerer på: kjemisk trans-

formasjon av enantiorene naturlige produkter, asymmetrisk syntese og kinetisk oppløs-

ning. Felles for disse metodene er at det er enzymer som katalyserer reaksjonene. Valget

for hvilken metode en skal bruke, avhenger av faktorer som substrat, antall syntetrinn

og hvilken teknologi som er tilgjengelig. [36].

I reaksjoner hvor enzymer er katalysatorer i rasemiske blandinger, har den ene enan-

tiomeren høyere spesifikk konstant ( kkat
KM

). Dette resulterer i en lavere aktiveringsenergi

(∆G#) for overgangstilstanden for denne enantiomeren (Figur 2.3). En slik reaksjon er

definert som kinetisk oppløsning.

E

EA

EB

E + P

E + Q

k1

k-1

k1

k-1

+B

+A

Figur 2.3: Enzymkatalysert enantioselektiv reaksjon. E = enzym, A og B = enantiomerer i et
rasemisk substrat, EA og EB = enzymsubstrat komplekser, P og Q = enantiomere produkt.

Det enantiomere forholdet, E

Det enantiomere forholdet (E) beskriver enantioselektiviteten til et enzym i kinetisk op-

pløsning. E beskriver forholdet mellom hastighetskontantene for to enantiomerer, og

vil holdes konstant for hele reaksjonen, hvis ikke KM eller kkat endrer seg [37]. Dette er
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imidlertidig ikke helt fundamentalt; i enkelte hydrolyse- og omestringsreaksjoner med

Novozym 435 og Novozym 525F har det vist seg at E-verdien varierte. Det er foreslått

at denne endringen skyldes en binding mellom enzymet og en ligand. Dette kan føre

til en konformasjonsendring i enzymet, slik at enzymet får en endret affinitet for enan-

tiomerene [38, 39].

For en irreversibel reaksjon, kan Michaelis-Menten kinetikk beskrive hvordan en reak-

sjon med to enantiomere substrater reagerer med enzymet (Figur 2.4).

E + A [EA] [EP]

E + B [EB] [EQ]

(KM)A

(KM)B

(kkat)A

(kkat)B

Figur 2.4: Irreversibel kinetisk oppløsning. A og B = enantiomere substrater, E = enzym, [EA] og
[EB] = diasteromere enzymsubstrat komplekser, P og Q = enantiomere produkt.

Det enantiomere forholdet kan regnes ut ifra eksperimentelle kromatografiske verdier,

hvor ees og eep er enantiomert overskudd av henholdsvis substrat og produkt (2.2, 2.3).

E = ln[(1− c) (1−ees )]

ln[(1− c) (1+ees )]
(2.2)

E = ln
[
1− c

(
1+eep

)]
ln

[
1− c

(
1−eep

)] (2.3)

c er omsetningen av reaksjonen, og uttrykkes med enantiomert overskudd 2.4:

c = ees

ees +eep
(2.4)

Likningene 2.2 og 2.3 er ikke holdbar for reaksjoner som har veldig lav eller høy omset-

ning på grunn av usikkerheter som kan oppstå. For disse reaksjonene benyttes 2.5, der

en bruker målinger fra enantiomert overskudd av produkt (eep ) og substrat (ees ) [40].
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E =
ln

[eep (1−ees )]
(eep+ees )

ln
[eep (1+ees )]

(eep+ees )

(2.5)

Utregning av det enantiomere forholdet kan blant annet gjøres på dataprogrammet

E & K calculator. Her beregnes E og likevektskonstanten ut i fra en Ping-Pong Bi-Bi

mekanisme [41, 42].

Likning 2.5 gjelder bare for et substrat som gir et produkt. En kinetisk oppløsning med

to substrater som genererer to produkter, kalles for en bi-bi reaksjon. Bi-bi reaksjonene

kan utledes med en ping-pong mekanisme. I en ping-pong mekanisme binder enzymet

seg kovalent med det første substratet, frigir produktet før det reagerer med det andre

substratet. For en omestringsreaksjon vil en ping-pong bi-bi mekanisme forløpes slik:

enzymet (E) binder seg til acyldonoren (A), og danner et acyl-enzymintermediat. Alko-

holen (P) frigis, og acyl-enzymet kan reagere med den neste alkoholen (B). Til slutt vil

den acylerte alkoholen (Q) frigis med enzymet Figur 2.5.

E (EA E'P) E (E'B EQ) E

A P B Q

Figur 2.5: Ping-pong bi-bi mekanisme. E = enzym, E’ = acylenzym, A og B = substrater, P og Q =
produkter.

Asymmetrisk syntese

En annen måte å oppnå enantiomere produktblandinger er asymmetrisk syntese. I

en slik reaksjon er substratet akiralt, og produktet er en blanding med ulik mengde

stereoisomerer. Målet er å få høyest mulig ee (Figur 2.6), og teoretisk er det mulig å få 100

% utbytte. Dette avhenger av selektiviteten og aktiviteten til katalysatoren (enzymet). I

en asymmetrisk syntese er det enantiomere forholdet konstant, da ee er uavhengig av

graden av konvertering eller omsetning [43].
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S

PR

Ps

kr

ks

Figur 2.6: Et akiralt substrat S konverteres til enantiomerer Pr og Ps , kr og ks er hastighetskon-
tanter. Selektiviteten avhenger av forholdet mellom kr og ks .

For å få et akseptabelt utbytte i asymmetrisk syntese bør selektiviteten være høy, og

katalysatoren bør være enkel å separere fra produktet. I valget mellom å gjøre en asym-

metrisk syntese eller en kinetisk oppløsning må en vurdere hvilken katalysator, hvilket

substrat og kostnaden på reaksjonen opp mot hverandre.

2.3.2 Enzymklassifisering

Enzymer er delt inn i seks kategorier, basert på hvordan reaksjon de katalyserer (se

Tabell 2.1).

Tabell 2.1: Klassifisering av enzymer [31]

Enzymklasse Reaksjonsklasse

1. Oksidoreduktaser Oksidasjon - reduksjon

2. Tranferaser Overføring av grupper: acyl, fosforyl, metyl, sukker, etc.

3. Hydrolaser Hydrolysering av ester, amider, peptider, nitriler, etc.

4. Lyaser Addisjon - eliminasjon av små molekyler til dobbelbindingg
(C=C, C=N, C=O, etc.)

5. Isomeraser Isomerisering (rasemisering, epimerisering, omorganisering)

6. Ligaser Tilaging av C-O, C-S, C-N

Omtrent to tredjedeler av biotransformasjonene i organisk kjemi kan kategoriseres som

hydrolysetransformasjoner med ester eller amidbindinger ved bruk av proteaser, es-

teraser eller lipaser [44].
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2.3.3 Hydrolyse- og omestringsreaksjoner

De mest populære og mest brukte enzymene i organisk kjemi er hydrolasene. De blir

brukt i hydrolyse av estere, amider, laktoner og epoksider. I tillegg kan de brukes i syn-

tese av estere, gitt at det ikke er vann til stede. En grunn til at hydrolasene blir brukt

i stor grad er at de er selektive for estere som funksjonell gruppe, men ikke selektiv

for den generelle strukturen til substratet. I tillegg er mange hydrolaser kommersielt

tilgjengelige, enkle å bruke og kan brukes i organiske løsningsmidler [36].

For å gjøre en omestringreaksjon kreves det en acyldonor som danner et acylenzym.

Mekanismen for en omestringsreaksjon er vist i Figur 2.7 med Candida antarctica som

katalysator.

Omestringsreaksjoner uten acyldonorer tradisjonelt reversible, da reaktantene ofte er

i lave konsentrasjoner. For å unngå reversibilitet må man bruke vinylestere som acyl-

donor. Derfor er valget av acyldonor viktig, da en ønsker en irreversibel reaksjon og

høyest mulig E-verdi. Det har vist seg at vinylestere gjør reaksjonen irreversibel da den

utgående alkoholen blir tautomerisert til et keton eller aldehyd (Skjema 2.1) [45].

R

OH

R

O

Skjema 2.1: Tautomeriseing av vinylalkohol til korresponderende keton eller aldehyd.

Ved bruk av vinylbutanat vil acetaldehyd produseres etter tautomerisering, som ikke

har noen nukleofile egenskaper.

Det naturlige løsningsmiddlet til enzymene er vann, og tradisjonelt gjøres enzymreak-

sjoner i nettopp vann. I organiske reaksjoner kan det være en utfordring, da substratene

ofte ikke er vannløselige. For å unngå dette problemet, gjøres ofte reaksjonene i et to-

fasesystem [46].

Hydrolasene derimot er de eneste enzymene som kan benyttes i tørre løsningsmidler.

Arbeid i organiske løsningsmidler har flere fordeler: enkel opparbeidelse, bedre løse-
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lighet for substrat og produkt, og likevekten er forskjøvet mot syntesen og ikke hydroly-

sen [47].

I en omestringsreaksjon vil det være fem ulike likevekter i samme system, se Skjema 2.2.

To av reaksjonene er irreversible, da det er en vinylester som acyl donor til stede. Vann

fører til at hydrolysen er reversibel. Hydrolyse av acyldonor vil også senke omestringsreak-

sjonen, og evt. stoppe den helt, som vil senke både ees og eep . Valget av organisk løs-

ningsmiddel er derfor viktig med tanke på enantioselektiviteten, siden vanninnholdet

varierer ut ifra polariteten av løsningsmiddlet.
1 INTRODUCTION

Rs-OH O

O

R O

O

RRs OH

O

O

R O

O

RRR OHRR-OH

O

O

RRs H2O
HO

O

R Rs-OH

O

O

RRR H2O
HO

O

R RR-OH

O

O

R
H2O

HO

O

R OH

Scheme 1.3: Equilibria present in reaction system of transesterification. Using vinyl ester as acyl

donor contributes to irreversibility of the two top reactions since the alcohol products tautomerize to

the corresponding aldehyde.

Besides water content of the solvents, it is also important to consider the water activity,

aw. It is defined relative to pure water (aw = 1) at constant pressure and temperature.27

The aw determines the amount of water bound to the enzyme.28 Water is only able to

shift the equilibrium and favor product formation in hydrolysis when aw<1 .27

Water in the reaction system might cause separation of enzyme and substrate.20 The

solvent is not able to accomodate the water and the hydrophilic enzyme will gradually

get surrounded by an aqueous phase separating it from the substrate. Chemical drying

via addition of molecular sieve can be employed to minimize this problem. Futhermore,

since the enzyme is not soluble in organic solvents, it might aggregate causing di↵usion

limitations.18 Immobilization of enzymes improves the accessibility to the catalytic cen-

ters. The stability of the enzyme might also be improved by immobilisation. Di↵erent

kinds of immobilized enzymes are avaliable on the market.

1.2.4 Candida antarctica lipase A

Lipases are one subgroup of the hydrolases which in the nature hydrolyse triglycerides

into fatty acids and glycerol for use as energy source.20 The yeast Candida antarctica

produces two di↵erent lipases, lipase A (CALA) and lipase B (CALB). CALA is the most

thermostable of the two and can be applied in a broader pH range than CALB.29 CALA

has been reported to work e�ciently at >90 �C, making it the most thermostable lipase

known.30 Despite this fact, more attention has been paid to CALB. Requirements of a

12

Skjema 2.2: Likevekt for en omestringsreaksjon.

For å oppnå et vannfritt system må man bruke tørre løsningsmidler. Tørking ved bruk

av molekylærsiv kan brukes for å minimalisere risikoen for at enzymet vil bli omringet

av en vannfase, som gjør at enzymet og substratet blir separert fra hverandre [36].

2.3.4 Isolerte enzymer eller hel celle som katalysator

Det er i hovedsak to forskjellige måter å bruke enzymer i organiske reaksjoner på: isol-

erte enzymer eller hele celle som katalysatorer.

Isolerte enzymer har den fordelen over hel celle at det valgte enzymet katalyserer kun
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en reaksjon, og uønskede reaksjoner observeres sjelden. Hel celle kan inneholde flere

enzymer, og det kan oppstå situasjoner der det dannes uønskende biprodukter. I tillegg

kan rene enzymer brukes i mindre løsningsmiddel enn hel celle, og dermed er også det

enklere å opparbeide reaksjonen.

Hel celle krever ofte store mengder vann. Dermed kan vannløselige produkter være

vanskelig å ekstrahere. På den andre side er også hel celle enzymer billigere enn isolerte

enzymer. Dessuten trenger en ikke hel celle enzymer kofaktorer, da de allerede er i

cellen.

Rene enzymer trenger kofaktorer for å fungere, med unntak av hydrolasene. Eksem-

pelvis trenger oksireduktasene kofaktorer som nikotin adenin dinukleotid (NAD) og

nikotin adenin dinukleotidfosfat (NADP) for å fullføre reaksjonen. Disse kofaktorene

er ekstremt dyre, men det kan benyttes et regenereringssytem, slik at kofaktorene kun

blir regenerert [48].

2.3.5 Lipaser som katalysatorer

Lipaser (triacylglycerol hydrolaser) er enzymer som katalyserer hydrolysereaksjoner av

triglyserider til fettsyrer og glyserol. Lipasene brukes industriell fremstilling av pacli-

taxel (taxol) derivativer og til produksjon av kirale aminer, som kan være byggesteiner

til andre bioaktive molekyler. Eksempelvis produserer BASF kirale aminer i storskala

opp til flere hundre tonn, blant annet S-metoksyisopropylamin, som er en byggestein

for det optiske kornugressmiddlet Frontier x2 [49–51].

Lipasene skiller seg ut fra andre hydrolytiske enzymer (feks esteraser, proteaser) er at de

ikke følger den vanlige Michaelis-Menten kinetikk: hvis konsentrasjonen til substratet

øker, øker også enzymaktiviteten. Dette gjelder altså ikke lipasene, som viser nesten

ingen aktivitet så lenge substratet er løst i en enkelt system. Først når substratkon-

sentrasjonen blir så høy at det lenger ikke er løselig i reaksjonsmediet, øker lipaseak-

tiviteten. Dette punktet hvor aktiviteten øker, kalles for en kritisk micelle - konsen-

trasjon, da det er her substratet danner en lipofil fase [31].

Det er en omleiringsprosess som er forklaringen på dette fenomenet. Det er vist at
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det aktivet stedet til lipasene er dekket av et lokk (en α-helix). Når enzymet kommer

i kontakt med vann - oljefasen blir denne α-helixen foldet tilbake, og dermed åpner

det aktive hulrommet seg, slik at substratet kan nå inn og katalysen kan starte. Dette

fenomenet kalles for "interfacial activation" [52].

Lipasene viser mindre aktivitet i organiske løsningsmidler enn når de reagerer i vann

som løsningsmiddel. I organisk fase vil ikke enzymene komme i kontakt med vann -

olje fasen, og dermed vil α-helixen blokkere det aktive stedet [51]. Det finns unntak

som er observert, og det er lipase B fra Candida antarctica og lipase fra Pseudomonas

aeruginosa [50].

Mekanismen til lipasene er tilsvarende til serinproteasenes mekanismer. Aminosyrene

serin, aspartat og histidin utgjør en katalytisk triade. På grunn av den romlige struk-

turen av disse aminosyrene, vil pKa-verdien av OH-gruppen på serin senkes, og fun-

gerer deretter som en nukleofil overfor acyldonor-substratet. Det dannes et tetraedisk

intermediat, og den korresponderende alkoholen til acyldonoren spaltes av. Acyl-enzymkomplekset

er åpent for et nytt nukleofilt angrep, enten av vann (hydrolyse) eller alkohol (omestring),

og enzymet blir frigjort sammen med produktet.
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Figur 2.7: Mekanisme for lipasekatalysert forestring av alkoholer [53].
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Det har vist seg at lipasene viser en større stereospesifisitet for sekundære alkoholer

som har substituenter av forskjellig strørrelse rundt stereosenteret. Både for hydrolyse-

og omestringsreaksjoner kan man forutsi hvilken enantiomer som reagerer raskest. Un-

dersøkelser har vist at (R)-enantiomeren, gitt at den store gruppen (L) har prioritet over

den lille (S), vil reagere raskere enn (S)-enantiomeren (Figur 2.8) [54, 55].

HHO

S
L

Figur 2.8: Orientering av substituentene rundt et stereosenter til den raskest reagerende enan-
tiomeren hos en sekundær alkohol. S = lille substituenten, L = store substituenten.

Candida antarctica lipase B (CALB)

Soppen Candida antarctica produserer to lipaser; lipase A og lipase B. Gjærsoppen

ble først funnet i Antarktis for å finne enzymer med ekstreme egenskaper. Begge li-

pasene er renset og karakterisert [56, 57], og de har ganske forskjellige egenskaper. Li-

pase A er kalsiumavhengig og termisk stabil, mens lipase B er mindre termisk stabil og

kalsiumuavhengig. I tillegg er lipase A aktiv mot triglyserider, mens lipase B er aktiv

mot estere, amider og tioler, og er mindre aktiv mot triglyserider. CALB består av 317

aminosyrer, har en molekylvekt på 33 kD, og det isoelektriske punktet er 6.0 [58].

Som andre lipaser følger CALB den samme mekanismen som serinproteasene Figur 2.7,

men det er ikke blitt observert "interfacial activation" hos Candida antarctica. CALB

kan derfor sees på som en mellomting av lipaser og esteraser [59]. CALB har litt mindre

åpning til det aktive stedet enn andre lipaser. Tidligere forskning viser at CALB også har

etα-helix lokk over det aktive stedet. Det er antatt at det er dette lokket som kontrollerer

inngangen til det aktive stedet [60]. Dette, kombinert med den lille åpningen, som gjør

at CALB har så høy enantioselektivitet. Dette gjelder spesielt overfor sekundære alko-

holer med en liten og en stor gruppe bundet til stereosenteret. [57, 59].
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CALB er 30 × 40 × 50 Å, og den optimale pH-verdien for katalysatoren er 7. Likevel er

CALB stabil i vanndig fase fra pH 3.5 - 9.5. I tillegg er katalysatoren termisk stabil, da

den kan bli brukt i et temperaturområde helt opp til 80◦C uten å miste aktivitet [61, 62].

2.4 Analytiske metoder for å bestemme enantiomert over-

skudd

Som nevnt over har enantiomer like fysikalske egenskaper, og kan kun skilles i et ki-

ralt system. Måling av optisk renhet i et polarimeter er også mulig, men da må en ha

homogene, enantiomert rene produkter og høy konsentrasjon [63].

2.4.1 Kromatografi

For måling av enantiomert overskudd (ee) brukes gass-væske kromatografi (GLC) eller

væskekromatografi (HPLC). GC brukes for termisk stabile og flyktige enantiomerer, mens

HPLC er den viktigste teknikken for vannløselige enantiomerer med lav flyktighet.

Den stasjonære fasen som benyttes er kiral, og raske reversible diastereomere inter-

aksjoner fører til separasjon for enantiomerene [64]. Denne mekanismen blir opp-

summert i det som kalles for tre-punkts interaksjonsmodell. Med det menes det at

enantioselektivitet krever minimum tre interaksjoner mellom en kiral stasjonærfase og

(minst) en enantiomer samtidig, hvor minst en av disse interaksjonene er stereokjemisk

bestemt. Vanligvis oppstår en slik stereokjemisk interaksjon med hydrogenbinding, ulik

ladning, dipol-dipol, hydrofobisk eller elektrostatisk interaksjon [65, 66].

I Figur 2.9 vises to enantiomerer som påvirkes gjensidig med en kiral stasjonærfase. Her

er det enantiomer I som danner en tre-punkts interaksjon med den kirale stasjonær-

fasen, mens enantiomer II bare danner en to-punkts interaksjon, pga. forskjellig kon-

figurasjon. Resultatet blir at enantiomer I danner et mer stabilt kompleks enn enan-

tiomer II, og dermed kan de separeres.
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Figur 2.9: Stereoselektiv tillaging av diastereomere komplekser mellom to enantiomerer og en
kiral stasjonærfase i.h.t. tre-punkts interaksjonsmodellen [66].

2.4.2 Kiral gasskromatografi

Gasskromatografi er en viktig analysemetode å separere enantiomerer på, da meto-

den ikke påvirkes av urenheter, er enkel å bruke og er sensitiv [63]. En vanlig akiral

kolonne vil naturligvis ikke kunne skille enantiomerene fra hverandre, så det er nød-

vendig med en kiral kolonne. I gasskromatografi er de mest vanlige stasjonærfasene

enten aminosyre- derivater, metall chelater eller syklodekstrinderivater.

Syklodekstriner er naturlige oligosakkarider med 6α, 7β eller 8γD-glukosemonomerer.

Glukosemolekylene er ordnet som en avkortet kjegle, med en hydrofob hul indre del og

en polar ytre del. De primære C-6 hydroksygruppene ligger i den minste delen av kjegla,

hvor de kan rotere fritt og dermed blokkerer denne inngangen. De sekundære C-2 og

C-3 hydroksygruppene er lokalisert i den store åpningen av kjegla. De er mer rigid, og

spiller en viktig rolle i enantioselektiviteten til syklodekstrinene.

Syklodekstrin er enten løst i, eller kjemisk bundet til en poly(siloxan)-stasjonær fase.

Vanligvis er de løst i en mild polar viskøs poly(siloxan) stasjonærfase, og retensjonstiden

og enantioselektiviteten avhenger av poly(siloxan) løsemiddlet, samt konsentrasjonen

av syklodekstranderivaten [66].

22



KAPITTEL 2. TEORI

Syklodekstrinderivater har vist seg å være effektive for å separere mange ulike forbindelser:

små alkoholer, aminer, aminosyrer, epoksider, karboksylsyrer, estere, laktoner, etere,

haloalkaner og hydrokarbonenantiomerer. Flere av disse er vanskelig eller umulig å se-

parere på andre måter [66, 67].

En forutsetning for å bergene ee er at toppene for enantiomerene er grunnlinjeseparert.

Kromatografisk oppløsningsevne, Rs , utregnes ut ifra likning 2.6, og må være større enn

1.5. Oppløsningsevnen er forskjellig fra en akiral kolonne, og for Chirasil Dex kolonner

er den gitt som:

Rs = 1.177(t2 − t1)

W1 +W2
(2.6)

hvor t1 og t2 er retensjonstid til komponent 1 og 2, W1 og W2 er halvhøydebredden til

toppene.

Bæregassen sin oppgave er å transportere prøven gjennom den kirale kolonna. Gassen

må være inert slik at den ikke påvirker prøven eller den stasjonære fasen. De vanligste

bæregassene er nitrogen, hydrogen og helium. Hvilken gass en bruker påvirker tiden

og effektiviteten til analysene.

Temperaturen påvirker retensjonstiden. Jo høyere temperatur, jo kortere retensjonstid.

Temperaturprogram utvikles for å finne den optimale kombinasjonen mellom reten-

sjonstid og separasjon. Et optimalt program kjennetegnes med tynne, spisse og sym-

metriske topper med en analysetid som er mindre enn en isoterm analyse [68].

Gasskromatografi har også noen begrensninger: prøven må være flyktig og termisk sta-

bil ved de temperaturene som skal brukes i analysen. I tillegg må prøven være kvantita-

tivt oppløst (evt. bundet til) i en viss grad på stasjonærfasen [63].

Kvantitative undersøkelser med god reproduserbarhet i gasskromatografi har vist seg å

være vanskelig. Kvantitative undersøkelser baserer seg på mengde stoff som går gjen-

nom kolonna, og detektorresponsen for den mengden. For å kompensere for vari-

asjonene som kan oppstå, brukes en intern standard. Intern standarden og prøven som

skal analyseres må være mest mulig lik (responstid, ved inndamping, ved ekstraksjon

og derivatisering), og blir injisert samtidig. Arealet under toppene sammenlignes mot
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standardtoppene, og konsentrasjonen av prøven kan bestemmes [69].

2.4.3 Polarimetri

En klassisk metode å bestemme enantiomert overskudd på er polarimetri. Enantiomerer

har den egenskapen at de dreier polarisert lys, og en blanding av ulike mengder enan-

tiomerer beskrives som optisk aktiv.

Målingen av dreining skjer under standariserte betingelser, det vil si at temperatur, bøl-

gelengde av lyset, løsningsmiddel og konsentrasjon er definert. Målingen er rask og

enkel: prøven løses i et akiralt løsningsmiddel og plassert i en celle med kjent lengde fra

lyset. Den optiske dreiningen regnes ut fra likning 2.7.

[α]t
γ =

100 ·α′

l · c
(2.7)

hvor [α] er optisk dreining, t er temperatur, l er lengde av celle i dm, c er konsentrasjon

av løsemiddel i g/dl, γ er bølgelendre til lyskilden (nm) og α
′

er observert rotasjon.

For å bestemme ee sammenlignes den målte optiske dreiningen med dreiningen til den

rene enantiomeren ([α]0) (2.8, [63]):

ee =
[α]t

γ

[α]0
(2.8)

2.4.4 Kjernemagnetisk resonansspektroskopi, NMR

Et NMR spektrum av to enantiomerer vil være helt like. Derfor må enantiomerer om-

dannes til diastereomerer ved å tilsette et kiralt diamagnetisk eller paramagnetisk de-

riatiseringsreagens. Diastereomerere forbindelser har forskjellige egenskaper, og vil

dermed gi forskjellig NMR-spekter. De enantiomere overskuddet kan regnes ved å inte-

grere toppene [63, 70].
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Resultat og diskusjon

Dette kapitlet handler om syntesen av målmolekylene, mellomprodukter og biproduk-

ter. Det blir også tatt opp noen problemstillinger som omhandler hvert trinn i syntesen

mot målmolekylene.

3.1 Planlagt synteserute for arbeidet

Skjema 3.1 viser planlagt synteserute for oppgaven.
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Skjema 3.1: Planlagt synteserute for syntese av enantiomert rent halogenere bisyklobutaner.
Trinn (1) kinetisk oppløsning med CALB, (2) hydrolyse, (3) triflatsubstitusjon , (4) syklisering.

Trinnvis synteserute for målprodukt er vist i Skjema 3.1. Trinn 1 er enzymatisk op-

pløsning, og prosedyre er kjent fra før [71]. Trinn 2 er utført både enzymatisk og ikke-

enzymatisk. I trinn 3 introduseres en triflatgruppe, som er en god utgående gruppe, før

det siste trinnet 4 hvor selve sykliseringen antas å skje.
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En foreslått reaksjonsmekanisme for (4) er vist i Skjema 3.2.
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Skjema 3.2: En foreslått mekanisme for syklisering av 3 til 4

Drivkraften for brom-litium utskiftningen er dannelse av et mer stabilt organo-litium

forbindelse. Triflatgruppen er en god utgående gruppe, som vil være nødvendig for

at sykliseringen skal kunne skje. Stereokjemien til 4 må nødvendigvis bli slik det er

presentert, med brom gruppen stående cis til metylgruppen. Hvis feks. bromgruppen

skulle stå trans til metylgruppen ville det blitt et mye mer spent molekyl. Det er gjort

3D-simulering av 4 på ChemDraw, og det bekrefter stereokjemien. I tillegg er det laget

fysisk modell av molekylet med molekylbyggesett, og er trolig bare denne stereokonfor-

masjonen som er fysisk mulig

3.2 Diskusjon

3.2.1 Syntese av 1-(2.2-dibrom-1-1metylsyklopropyl)etanol (6)

1-(2.2-dibrom-1-1metylsyklopropyl)etanol (6) ble syntetisert fra 5 via en karbenreak-

sjon med 50% NaOH, CHBr3 og trietylbenzylammoniumklorid (TEBA) som faseover-

føringsreagens (Skjema 3.3).

Br Br

OH
OH

5 6

50 % NaOH
CHBr3

TEBA

Skjema 3.3: Syntese av 1-(2.2-dibrom-1-1metylsyklopropyl)etanol (6).
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Etter kraftig røring i 19 timer ble reaksjonen opparbeidet, med et utbytte av 6 på 6%.

Tidligere er det obsertvert et ubytte på hele 62% ([18]). Reaksjonen ble bare forsøkt en

gang, og et forsøk til med endrede betingelser ville kunne medført bedre utbytte.

Reaksjonen avhenger av kraftig røring. Med lite utgangsstoff og lite reagenser kan det

rett og slett ha vært vanskelig at det har vært nok røring, slik at ikke all CBr–
3 har blitt

overført til den organiske fasen. Lars Skattebøl er spesialisten på karbenreaksjoner, og

ved bedre tid ville det vært hensiktsmessig å konsultere han.

3.2.2 Syntese av (1R,1’R)-dibrom-1-metylsyklopropyletylbutanat ((1R,1’R)-

(2a)

Omestringsreaksjon av rasemisk blanding av (1R,1’R)-1a og (1S,1’S)-1b

(1R,1’R)-dibrom-1-metylsyklopropyletylbutanat (1R,1’R)-2a ble dannet i en enzymatisk

kinetisk oppløsning med Candida antactica lipase B som katalysator og med tørr hek-

san som løsningsmiddel (Skjema 3.4). Det ble benyttet vinylbutanat som acyldonor.

Det kan tenkes at en mindre vinylester, feks vinylpropanat, vil orientere seg seg dårligere

i forhold til det aktive stedet hvor serin utfører det nukleofile angrepe på acyldonor-

karbonatomet. En større vinylester vil kunne gjøre orienteringen lettere. Denne reak-

sjonen har også blitt gjort med vinylacetat som acyldonor, som gav god selektivitet [72].
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Skjema 3.4: Syntese av (1R,1’R)-dibrom-1-metylsyklopropyletylbutanat ((1R,1’R)-2a)

Omestringsreaksjonen ble gjort i en risteinkubator ved 30◦C, og ee av gjenværende alko-

hol og produkter ble analysert med gasskromatografi fra ca 20% omsetning til reaksjo-

nen stopped ved 50% omsetning. Etter 6 dager var all (1R,1’R)-1a konvertert. Enzymet

gav meget god enantioselektivitet (E = 1000), se Figur 3.1. Utregning av enantiomert
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overskudd ble basert på ping-pong-bi-bi kinetikk, og utført på dataprogrammet E&K

Calculator 2.1b0PCC [42].

Figur 3.1: Grafisk fremstilling av enantiomert overskudd av produkt (eep , rød kurve) og gjen-
værende substrat (ees , blå kurve)

Separasjon av (1S,1’S)-1b og (1R,1’R)-2a

Enzymet ble filtrert fra reaksjonsblandingen og renset på silikagelkolonne. Da det ikke

ble godt nok separert ble det gjort på gravimetrisk kolonne (petroleumeter/etylacetat,

8:2). Det gav god separasjon (R f = 0.6 (1R,1’R)-2a, R f = 0.3 (1S,1’S)-1b), med utbytte på

48.5%.

Da det var flere fraksjoner som inneholdt både (1R,1’R)-2a (1S,1’S)-1b ble det gjort flere

forsøk på å separere enantiomerene. Ny mobilfase (petroleumeter/aceton, 8:2) gav

høyere utbytte. GC-analyser viste at det var 10% (1S,1’S)-1b igjen i løsningen, men på

grunn av tidsnød ble videre syntese utført med denne reaksjonsblandingen. Det vil bety

en lavere ee for videre reaksjoner.
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Som fremkalling av (1S,1’S)-1b på tynnsjiktskromatografi (TLC) ble det sprayet en 50%

H2SO4-løsning på en silikagelplate. Deretter ble platen varmet forsiktig på en varme-

plate. Det var noen problemer knyttet til fremkalling av alkoholen på TLC, så det ble

forsøkt noen andre metoder: vanilin i svovelsyre, cerium ammonium molybdat-løsning

(CAM) og jodkammer. Vanilin viste ingenting, men cerium ammonium molybdatløs-

ningen og jodkammeret ga tydelige flekker som antas å være alkoholen.

Identifikasjon av alkohol- og esterenantiomerer for GC-analyser med smørsyrean-

hydrid og dimetylaminopyridin (DMAP)

Forbindelsene i syntesen av (1R,1’R)-2a ble identifisert ved å sammenligne med en

derivatisert prøve av (1R,1’R)-1a og (1S,1’S)-1b analysert med kiral kolonne med gasskro-

matografi. Reaksjonen ble gjort ved å bruke dimetylaminopyridin (DMAP) som katalysator.

En foreslått mekanisme er vist i Figur 3.2.

N

N

O

O

N

N

O

O R

ROH

OH

Otautomerisering

acetylert produkt

enol
acetalaldehyd

DMAP

Smørsyreanhydrid

O

Figur 3.2: Foreslått katalytisk syklus for acetylering av en alkohol med vinylbutanat som acyl-
donor og DMAP som katalysator. Utgående enol tautomeriseres til acetalaldehyd.

Det ble observert to topper etter 17,5 min og 19 min (RS = 4.2). Fra tidligere forskning

kan vi anta at disse signalene tilhører henholdsvis (1R,1’R)-1a og (1S,1’S)-1b [71]. Det

ble også observert to topper etter 29.8 min og 30.2 min, (RS = 1.30) som er henholdsvis

(1R,1’R)-2a og (1S,1’S)-2b. Videre optimalisering ble forsøkt uten hell.

Signalene til textit(1R,1’R)-1a og (1S,1’S)-1b og (1R,1’R)-2a og (1S,1’S)-2b er noe forskjel-
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lig fra det som tidligere er registrert [71]. Det antas at det skyldes forskjellig betingelser

under GC-analyser. Det ble brukt helium (He) som bæregass i dette arbeidet, mens

tidligere er det brukt hydrogengass (H2, 5.0). Kromatogram ligger i vedlegg A.

3.2.3 Syntese av (1R,1’R)-dibromo-1-metylsyklopropyl-etan-1-ol (1a)

Hydrolyse av (1R,1’R)-2a

(1R,1’R)-dibrom-1-metylsyklopropyletyl-1-ol (1R,1’R)-1a ble dannet i en enzymatisk hy-

drolyse i fosfasbuffer (pH = 7.1). Ikke-enzymatisk hydrolyse ble først utført med 1 M

NaOH, under reflux i 90◦C i 17 timer (Skjema 3.5).
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Skjema 3.5: Hydrolyse av (1R,1’R)-dibromo-1-metylsyklopropyl-etan-1-ol (1a).

Kiral GC-analyse viser at det ble dannet et biprodukt, som antas å være et resultat av

E2-eliminasjon av brom, se Skjema 3.7. Videre viste GC-kromatogrammet at 48% av

utgangsstoffet ikke var omsatt.
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Skjema 3.6: Produkter og biprodukter dannet fra hydrolyse av (1R,1’R)-2a.

Det ble dannet et brunt bunnfall som ble filtrert vekk. Bunnfallet antas å være NaBr,

som styrker antakelsen for at det har skjedd en eliminasjon. Det antas at 1c og (1R,1’R)-
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1a er vanskelig å separere. Forskjellen i retensjonstid er bare på 1 minutt. Det styrker

også antakelsen for at det ikke er en syklopropenester, siden den ville mest sannsyn-

lig hatt en lengre retensjonstid. Retensjonstidene til (1R,1’R)-1a, (1R,1’R)-2a og 1c ble

registrert til henholdsvis 17.6 min, 29.4 min og 19.2 min, og ligger i vedlegg B.

1c er et molekyl som ikke har blitt registrert før og kan være utgangsstoff for nye produk-

ter. Syklopropenringen forekommer også i naturstoff: syklopropenringen en bestand-

del i sterculisyre, isolert fra Sterculia foetida [73].

På grunn av problemet med eliminasjon gjøres videre hydrolyser enzymatisk i fosfat-

buffer. Det ble ikke gjort forsøk på å skille 1c fra (1R,1’R)-1a. Ny hydrolyse av denne

reaksjonsblandingen ble utført med CALB som katalysator.

Det ble gjort et forsøk på å idetifisere (1R,1’R)-1a, (1R,1’R)-2a og 1c med GC/MS, men

uten resultat. Det antas at elektron impakt (EI) som ioniseringsmetode er for kraftig,

slik at molekylene ødelegges. Det vises heller ingen bromfragmenter på GC/MS, men

dette vises klart på MS spekteret av (1S,1’S)-1b.

3.2.4 Hydrolyse av (1R,1’R)-dibrom-1-metylsyklopropyletyl- butanat

(1R,1’R)-2a til (1R,1’R)-dibromo-1-metylsyklopropyl-etan-1-ol

(1R,1’R)-1a

(1R,1’R)-1a ble dannet i en enzymatisk hydrolyse med CALB som katalysator. Reaksjo-

nen ble utført i fosfatbuffer (pH = 7.1) med metanol (5 mL) som ko-solvent, se Skjema 3.7.
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Skjema 3.7: Hydrolyse av esteren (1R,1’R)-2a til (1R,1’R)-1a.

Reaksjonen ble gjort i en risteinkubator, og kiral GC-analyse viste 100 % omsetning etter

5 dager. Det ble brukt et 1:2 forhold med substrat og enzym. GC-kromatogrammet
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viser at syklopropenalkoholen fortsatt er til stede, og det er et forhold på 60:40 med

henholdsvis (1R,1’R)-1a og 1c. Da produktet ikke er rent ble det ikke tatt opp NMR-

spektra av løsningen.

3.2.5 Syntese av (1R,1’R)-dibromo-1-metylsyklopropyl- etyl trifluormetan-

sulfonat (1R,1’R)-3

Til reaksjonsblandingen med (1R,1’R)-1a og 1c ble det tilsatt trifluormetansulfonsyre

anhydrid med tørr THF og Et3N ved -15◦C.
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Skjema 3.8: Syntese av (1R,1’R)-3

Det ble dannet et mørkt, oljete produkt. GC-analyser viser at det er en omsetning

på 70% av (1R,1’R)-3 (retensjonstid: 25.0 min). Det ble forsøkt å analysere (1R,1’R)-3

på GC/MS, men GC/MS-kromatografi viste ikke sannsynlig produkt. Det kan skyldes

den kraftige ioniseringsmetoden (EI), slik at det er blitt fragmentert i analysen. FID-

detektoren og MS-detektoren er ikke identisk, så det kan være en rimelig antakgelse.

Det ble i tillegg bare prøvd en gang med GC/MS, da instrumentet ikke var tilgjengelig

før sent i november. Det er nødvendig å gjøre analysen på nytt med en chemical ion-

ization (CI) som ioniseringsmetode, men instrumentet er ikke tilgjengelig for bruk.

3.2.6 Forsøk på syntese av (1S,3R)-1-brom-2,3-dimetylbisyklo[1.1.0]-

butan ((1R,3’R)-4)

Til triflatesteren (1R,1’R)-3 ble det tilsatt metyllitium i tørr dietyleter. Sykliseringsreak-

sjonen ble utført på kjølebad (tørris i aceton til -78◦C). Metyllitium var løst i eter med

konsentrasjon på 1.6 M.
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Skjema 3.9: Syntese av (1R,3’R)-1-brom-2,3-dimetylbisyklo[1.1.0]butan.

Reaksjonsblandingen som ble dannet var en mørkbrun, oljete løsning. Blandingen er

noe mørkere enn triflatesteren (1R,1’R)-3. GC-analyser viser en topp etter 24.7 minut-

ter, og har en renhet på 88%. Det ble tatt NMR og MS av produktet. Høytoppløselig MS

viser ikke m/z 160 eller 162 som molmassen til (1R,1’R)-4, og syntesen er derfor ikke

vellykket. NMR-spektra viser ikke topper som kan korrelerer til de estimerte spektra fra

ChemDraw. Det tyder på at (1R,3’R)-4 ikke har blitt syntetisert. En mulig forklaring på

at brom ikke sees i MS kan være at begge bromatomene ble byttet ut med MeLi, og at

sykliseringen ikke skjedde på grunn av det.

3.3 Strukturoppklaring av synteseprodukter

Forbindelsene (1R,1’R)-1a, (1S,1’S)-1b og (1R,1’R)-2a er tidligere kjent [18, 71]. 1H-

NMR og 13C-NMR ble benyttet for å tilordne skiftsverdiene for alle forbindelsene. I

tillegg ble forbindelsene (1S,1’S)-1b og (1R,3R)-4 analysert med massespektroskopi, IR

for forbindelse (1S,1’S)-1b og optisk rotasjon ble målt for (1R,1’R)-1a, (1S,1’S)-1b og

(1R,1’R)-2a.

3.3.1 Strukturoppklaring av 1-(2.2-dibrom-1-1metylsyklopropyl)etanol

(6)

Forbindelsen ble karakterisert med MS, kokepunkt og analysert ved gasskromatografi.
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Høyoppløselig MS viser m/z 240.9059 [M]+ med tap av OH for forbindelse 6 (vedlegg D).

Den teoretiske verdien for 6 er 257.9645, men vises ikke. Antakeligvis er det på grunn av

ustabilitet av molekylet under analysen.

Kokepunkt

Kokepunktet for 6 var 50.5 ◦C. Det ble utført tre paralleller, og stemmer med tidligere

rapporterte data [18].

Gasskromatografi

Det ble registrert to topper på henholdvis 17.25 min og 18.70 min. Det stemmer ov-

erens med utgangsstoff rasemisk blanding av (1R,1’R)-1a og (1S,1’S)-1b) for trinn (1),

med retensjonstider på henholdsvis 17,5 min og 19 min. Det tyder på at (1R,1’R)-1a og

(1S,1’S)-1b er dannet, og ikke de andre to isomerene.

Det også vises en topp etter 54 min, som vises på vises på de fleste kromatogrammene.

Det antas å være på grunn av dibromerte prøver som henger igjen i kolonna. Se ved-

legg C for kromatogram for 6.

3.3.2 Strukturoppklaring for (1S,1’S)-dibrom-1- metylsyklopropyle-

tanol ((1S,1’S)-1b)

Forbindelsen ble karakterisert med NMR, MS, IR og optisk rotasjon. Strukturen til forbindelse

(1S,1’S)-1b med nummerering er vist i Figur 3.3.
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Figur 3.3: Nummerering av forbindelse (1S,1’S)-1b

Massespektroskopianalyser av (1S,1’S)-1b

Høyoppløselig MS viser m/z 238.9071 [M]+-H2O for forbindelse (1S,1’S)-1b (vedlegg E).

Den teoretiske verdien for (1S,1’S)-1b er 257.9645, men vises ikke. Antakeligvis er det

på grunn av ustabilitet av molekylet under analysen. Det ble gjort en analyse av ut-

gangstoffet (6), som viser helt likt fragmenteringsmønster, og bekrefter dermed molekyl-

formelen.

NMR-analyser av (1S,1’S)-1b

1H-NMR og 1C-NMR-spektra for (1S,1’S)-1b er blitt sammenlignet med estimerte verdier

fra Chem Draw. Ekspermientelle data for forbindelse (1S,1’S)-1b stemmer overens med

dette. 1H-NMR og 1C-NMR data er gitt i Tabell 3.1. Vedlagt ligger henholdsvis 1C-NMR,

1H-NMR, COSY og HMBC spekter i vedlegg F, vedlegg G, vedlegg H og vedlegg I.

Tabell 3.1: 1H-NMR og 1C-NMR for forbindelse (1S,1’S)-1b

Posisjon 1C [ppm] 1H [ppm] Multiplisitet Integral

1 73.71 3.40, 2.02 (OH) q 1 H
1’ 38.03 - - -
2’ 34.22 - - -
3’ 32.79 1.51, 1.45 d 2 H
4 19.19 1.32 d 3 H
5 15.63 1.42 s 3 H
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Infrarød spektroskopianalyser av (1S,1’S)-1b

IR analysen av forbindelsen (1S,1’S)-1b viser karakteristisk absorpsjon for en hydroksyl-

gruppe 3500-3200 cm−1, OH. C-H strekk fra metylgruppen vises på 2800-3000 cm−1. En

sterk absorpsjon vises på 686 cm−1 på grunn av C-Br strekk.

Optisk rotasjon

Optisk rotasjon for (1S,1’S)-1b ble mål til +0.01, som gir [α]20
γ +22.2 (c 0.045, CHCl3). Det

stemmer overens med hva som tidligere er observert [71].

3.3.3 Strukturoppklaring for (1R,1’R)-dibrom-1-metylsyklo propyletyl

butanat ((1R,1’R)-2a)

(1R,1’R)-2a ble karakterisert med NMR og optisk rotasjon. Strukturen til forbindelse

(1R,1’R)-2a med nummerering er vist i Figur 3.4.
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Figur 3.4: Nummerering av forbindelse (1R,1’R)-2a

NMR-analyser av (1R,1’R)-2a

1H-NMR har blitt sammenlignet med tidligere rapportert data [71]. Ekspermientelle

data for forbindelse (1R,1’R)-2a stemmer overens med dette. 1H-NMR er gitt i Tabell 3.2.

1H-NMR spekter ligger i vedlegg K.
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Tabell 3.2: 1H-NMR for forbindelse (1R,1’R)-2a

Posisjon 1H [ppm] Multiplisitet Integral

1 1.48 (CH3), 4.8 d, q 3H, 1 H
1’ 0.9 s 3 H
2’ - - -
3’ 1.57, 1.37 s, d 2 H
4 - - -
5 2.32 t 3 H
6 1.7 sekst 4 H
7 0.98 t 3 H

Integralene tyder på at forbindelsen ikke er helt ren, og det antas å være rester fra acyl-

donoren til stede. Flere av signalene til vinylbutanaten interfererer med signalene til

(1R,1’R)-2a.

Optisk rotasjon

Forbindelsen hadde en målt rotasjon på +0.03, som gir [α]20
γ +38.5 (c 1.1, CHCl3). Dette

stemmer ikke helt overens med hva som tidligere er observert (+45.2) [71]. Det kan tyde

på at produktet ikke er helt rent, som også sees på NMR.

3.3.4 Strukturoppklaring av urent produkt etter forsøk på syklisering

av (1R,1’R)-3 med MeLi

Etter opprensing ble reaksjonsproduktet analysert ved NMR og MS.

Massepektroskopianalyser av (1R,3R)-4

Høyoppløselig MS viser ikke m/z på 160.04 eller 162.04, og heller ingen tegn til at brom

er tilstede. Det signalet med høyest intensitet har m/z 300.0333. Det kan være mulig at

det har skjedd en polymerisering etter at (1R,1’R)-4 ble dannet. En anionisk polymeris-

ering med alkyl litiumforbindelser som initiator er mulig. Tradisjonelt er de mest van-

lige forbindelsene som polymeriseres under en anionisk mekanisme alkener, men det
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er også mulig med andre forbindelser, som etylenoksid og tetrahydrofuran [74]. Forskn-

ing har vist at det er mulig å gjøre en anionisk polymerisering med metyl-bisyklobutan-

1-karboksylat (MBCB) med t-butyl litium (t-BuLi) og bis(2,6-di-tert-nutylfenoksy)etylaluminium

(EtAl(ODBP)2) med høyt utbytte [75]. MS spekter ligger i vedlegg L.

NMR-analyser av (1R,3R)-4

Det vises lett tydelig fra spektrene at stoffet (1R,3R)-4 ikke er dannet.1H-NMR og 1C-

NMR har blitt sammenlignet med estimerte verdier av forbindelsen (1R,3R)-4 fra Chem-

Draw. 1H-NMR,1C-NMR spekter, COSY og HSQC-spekter samt estimerte spekter fra

ChemDraw ligger henholdsvis i vedlegg M, vedlegg N, vedlegg O, vedlegg P vedlegg R

og vedlegg Q.

De simulerte NMR-spektraene for (1R,3R)-4 stemmer ikke overens med observerte spek-

tra. Datasimuleringer av spekter trenger ikke nødvendigvis å være rett, men kan gi en

pekepinn på hvordan spektret skal se ut. Det at produktet som er blitt syntetisert har

høy molekylmasse på MS, kombinert med NMR-spekter som ikke korrelerer med es-

timerte verdier, tyder på at det er en blanding av stoffer i løsningen.

Tidligere forskning viser at i reaksjoner med dihalogenerte syklopropanringer og metyl-

litium dannes det flere biprodukter [76]. Når MS-spekteret i tillegg ikke viser at det er

brom til stede i blandingen, tyder det på at (1R,3R)-4 ikke er en del av produktenen som

er dannet. Det forsterkes av den dyp mørke fargen på produktblandingen, som kan

være at begge bromatomene har blitt byttet ut.

Signalene i protonspekteret viser at det kan være etylgrupper til stede. Kvartetten på 3.5

ppm og tripletten på 1.20 stemmer overens med spekteret for dietyleter, som ble brukt

som løsningsmiddel. De korrelerer også til karbon på henholdsvis 65.75 og 15.00 ppm,

som passer det estimerte dietyleter-spektrumet meget godt. Det tyder på at det er rester

av det igjen i blandingen.

Signalet på 3.41 ppm i protonspekteret viser korrelasjon til karbon 70.53 (HSQC). Det

kan være rester fra (1R,1’R)-3, og vil antageligvis være karbonatom 1 (Figur 3.5). I til-

legg viser COSY korrelasjon mellom protonsignalet på 3.41 til proton 1.61 ppm. Dette

38



KAPITTEL 3. RESULTAT OG DISKUSJON

signalet er en kvintett, og ikke en dublett som en skulle forvente. Det tyder på at det er

flere protoner i det signalet. Det bekreftes av HSQC, hvor en ser karbon - hydrogen ko-

rrelasjon. Her er protonene på 1.61 knyttet til karbon på 26.42, 70.53 og en CH2-gruppe

på 126 ppm.

Br Br

H

CH3H

H

OTf

1

1'

2'

3'

Figur 3.5: Nummerering av karbonatomer for (1R,1’R)-3

COSY spekter viser at protonsignaler på 3.41 og 1.61 ppm korrelerer til hverandre. Pro-

tonene på 1.260 ppm korrelerer til 3.411 signalet. Siden protonene på 1.260 viser en klar

triplett i protonspekteret kan en anta at det er nabo til en CH2. Det betyr at signalet på

3.41 ppm ivertfall er en CH2. I tabeller over hvilke mulige metylenforbindelser som har

signal på 3.4, viser oversikten at det må være nabo med et bromatom, alkohol eller en

eter [77]. Med tanke på at protonsignalet på 3.41 er koblet til karbon på 70.53, kan en

anta at det mest sannsynlig er nabo til en eter eller alkohol. Det kan mulig være rester

igjen fra ureagert (1R,1’R)-1a.

Tidligere forskning har vist at bisyklobutaner som ikke inneholder halogener har et

kokepunkt på 30-36◦C [76]. En mulig årsak til at (1R,3R)-4 ikke sees i verken MS eller

NMR kan være at produktet ble dampet vekk. Etter opparbeidning med dietyleter ble

blandingen dampet inn under redusert trykk på rotorvapor (rotating evaporator). Dette

styrker også antakelsen om at bromatomene har blitt byttet ut under reaksjonen med

metyllitium.
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På grunn av tidsnød ble det ikke gjort et nytt forsøk på å syntetisere (1R,3R)-4. Det kan

være hensiktsmessig å bruke mindre mengde metyl litium, for å forhindre en eventuell

utbytting av begge bromatomene.

Stereokjemien til (1R,3R)-4 ikke er bekreftet, men på grunn av ringstress ved syklisering

fra andre siden antas det at dette er den eneste mulige struktur.

For at stereokjemien skal kunne bekreftes må brom byttes ut med noe enantiomert rent,

krystalliseres, og røntgen-analyse må utføres. Stereokjemien til bisyklobutanen er imi-

dlertid en utfordring; en SN 2-reaksjon vil gi inversjon av konfigurasjon, og det kan være

vanskelig å se hvordan syklobutanen vil se ut. En SN 1-reaksjon krever at brom går ut

før et nukleofilt angrep skjer, men et tertiært karbokation ligger i planet, noe som kan

vise seg å være vanskelig. Brom er i utgangspunktet en relativt god utgående gruppe. Et

forslag kan være å bruke R-α-fenyletylamin i en aminalkylering (Skjema 4.1).

H

H3C CH3
H2N

CH3H

H

H3C CH3

SN2
NH

H3C
H

H

H

H3C CH3

HNH

H3CB-Br

Skjema 4.1: Mekanisme for aminalkylering

Det er gjort nukleofile angrep på bisyklobutaner før [23], som kun ga syklobutan som

produkt. Det er også prøvd en addisjon-eliminasjonsreaksjon, med en utgående gruppe

og en CN gruppe som substituent, se Skjema 4.2 [23].
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Skjema 4.2: Addisjon-eliminasjons reaksjon med bisyklobutan substituert med en utgående-
gruppe (LG) og CN

Eventuelt kan det vurderes å gjøre en palladiumkrysskobling med Ar-X (Skjema 4.3).

Det er tidligere gjort på spente molekyler som tetrahedryllitium [78]. Her vil riktig nok

de tre SiCH3-gruppene være elektrondonerende og dermed stabiliserende til ringstruk-

turen, men det kan være verdt et forsøk. Her har produktene også blitt karakterisert med

røntgen krystallografi. I tillegg er det en rask reaksjon med milde reaksjonsbetingelser

med bra utbytte.

Li

H3CSi

SiCH3

SiCH3 Ar-X
[Pd(PPh3)4]

benzen H3CSi

SiCH3

SiCH3

Ar

Skjema 4.3: Reaksjon av arylhalid med tetrahedryllitium

Mekanismen for en generell Kumadakobling er vist i Figur 4.1. Kumadakoblingen er

en metal-katalysert kryss-kobling med et alkenyl som substrat ([79]), men det var ut-

gangspunktet for undersøkelsen av tetrahedryllitium [78]. Dermed antas det at mekanis-

men er relativt lik for den reaksjonen som for Kumadakoblingen.
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RR'

R' XLnPd(0)

LnPd(II)

R'

X

LnPd(II)

R'

R

RLi

LiX

Pd(0) eller Pd(II) komplekser

Oksidativ addisjon

Transeliminasjon

Reduktiv
eliminasjon

Figur 4.1: Foreslått katalytisk syklus for Kumada krysskobling

En røntgenanalyse av 1.3-dicyanobisyklo[1.1.0]butan er kjent [80]. Det kan være en mu-

lighet å bytte ut Br med CN, se figur Skjema 4.4. Mekanisme vil være tilsvarende som

vist i Skjema 4.1.

H

H3C

Br

CH3

KCN

H

H3C

NC

CH3

Skjema 4.4: Bisyklobutan reaksjon med KCN
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Eksperimentelt

5.1 Generelle metoder

5.1.1 Løsningsmidler og reagenser

Kjemikalier og løsningsmidler

Alle kjemikalier var kommersielt tilgjengelig og av analytisk kvalitet (p.a., purum eller

puriss). Alle kjemikalier er kjøpt av Sigma-Aldrich, Norway.

Enzymer

Den immobiliserte lipasen som ble benytter er Candida antarctica Lipase B (Novozymes

435 (CALB), 2% vanninnhold, LC200204) og var kommersielt tilgjengelig.

5.1.2 Diverse analyseinstrumenter

Risteinkubator

Inkubatoren som ble benyttet ved enzymreaksjoner var en New Brunswick G24 Enviro-

mental Incubator Shaker.

Rotavapor

Det ble benyttet en rotorvapor av typen Büchi R-200 koblet til en vakumpumpe av type

CVC2, Diaphragrm Vacuum Pump fra Vacuubrand, og varmebad Büchi Heating Bath
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B-490.

Smeltepunktanalyser

Til smeltepunktsanalyser ble det benyttet Stuart automatic melting point SMP40.

pH-analyser

Til pH-analyser ble det benyttet WTW Multi 350i.

5.1.3 Kromatografiske analyser

Tynnsjiktskromatografi (TLC)

Tynnsjiktplater av typen Merk Silicagel 60 F254 ble benyttet ved tynnsjiktskromatografi.

Observasjoner ble gjort under UV-lys, 50 % H2SO4, cerium ammonium molbydat (CAM,

Hanessians stain) og i et jodkammer.

Cerium ammonium molbydat, CAM

I et mørkt avtrekkskap ble cerium sulfat tilsatt en nedkjølt (0◦) løsning av ammonium

molbydat (25 g) i vann (450 mL). Det resulterte i en lysgul løsning som ble rørt kraftig

og konsentrert svovelsyre (50 mL) ble sakte tilsatt over 90 min. Løsningen ble varmet

til romtemperatur, plassert i et glass med skrukork for øyeblikkelig bruk, og resten ble

lagret kjølig.

Gasskromatografi

GLC

GLC analyser ble utført på gasskromatografer av typen Varian 3380 og Agilent 7890A

med autosampler. Det ble benyttet en splittinjektor (200◦C) og flammeioniseringsde-

tektor (FID, 250 ◦C). Kirale analyser ble utført på kolonne av typen CP-Chiralsil-DEX

(25 m × 0.25 mm, d f = 0.25 µm , med helium som bæregass. Tempraturprogram ved
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GC-analyse: 80-100◦C (10◦C/min), 100-140◦C (1◦C/min, holdtid 5 min), 140-145 ◦C

(1◦C/min), 145-200◦C (25◦C/min, og holdtid 5 min).
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GC/MS

GC/MS analyser ble utført på gasskromatografer av typen Thermo Fisher Scientific ITQ

GC-Ion Trap MS (Trace GC Ultra), med autosampler. Det ble benyttet splittlessinjektor

(250◦C), utført på kolonne av typen Agilent J&W DB-5 GC kolonne (30 m × 0.25 mm, d f

= 0.25 µm). Betingelsene ved GC/MS-analyse-: oppvarming 35-200◦C (10◦C/min, hold

tid 5 min).

5.1.4 Karakterisering

NMR

Alle NMR spekter er analysert med CDCl3 (99,8%) som løsningsmiddel med TMS tilsatt

som standard (0,05%). TMS gir et singlettsingal som er kalibrert til 0.00 ppm. Skift er

dermed relativ til TMS signalet.

Alle analyser er utført på Bruker Avance DPX 400.

Massespekter

MS ble tatt opp på et Synapt G2-s Q-TOF instrument fra Waters. Prøvene ble ionisert

med elektrospray (ESI) eller med ASAP søker (APCI).

Optisk rotasjon

Spesifikk rotasjon ble bestemt med Optical Activity, AA-10 Automatic Polarimeter. Forbindelsene

ble løst i CHCl3, og en 10 cm celle ble brukt for å måle rotasjonen ved 20◦C. Den spesi-

fikke rotasjonen ble beregnet ut i fra den optiske rotasjonen med likning 2.7.
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5.2 Syntese og karakterisering av forbindelser

Syntese av 1-(2.2-dibrom-1-1metylsyklopropyl)etanol (6)

En blanding av 50% NaOH (1.5216 g, 19.02 mmol), CHBr3 (0.8..g , mmol), 3-metyl-3-

buten-2-ol (0.142 g, 1.64 mmol) og TEBA (0.1 g, 0.4390 mmol) ble rørt kraftig i 20 timer.

Det gav en brun løsning som ble ekstrahert med CHCl2, vasket med vann, tørket over

MgSO4 og dampet under redusert trykk. Restene ble desillert (50◦C, 35 mbar). Det gav

0.0120 g (6%) av et hvitt krystallinsk stoff, sp: 55.8◦C.

Enzymatisk syntese av(1R,1’R)-dibrom-1-metylsyklopropyletylbuturat (2a)

En rasemisk blanding av (1R,1’R)-(1S,1’S)-dibrom-1-metylsyklopropyl-etan-1-ol (6) (0.5

gr, 1,93 mmol) ble løst i tørr heksan (5 mL) med molekylærsikt. Vinylbutanat (5 eq) og

enzym (0.7 g) ble tilsatt og reaksjonen ble satt på risteinkubator (30◦C, 200 rpm). Reak-

sjonen ble fulgt med GC (50 µL). E-verdien ble funnet til 1000, og nådde 50 % omset-

ning etter 6 dager. Løsningen ble filtrert og renset med gravimetrisk kolonne (silikagel,

porestørrelse 60 Å, 230-400 mesh partikkel størrelse, 40-63 µm, petroleter/etylacetat

(8:2) som eluent). Det gav 0.1212 g av 2a, 48.5%: 1H-NMR (CDCl3): 1H-NMR (CDCl3):

4.8 q, 2.32 t, 1.7 sekst, 1.57 s, 1.48 d, 1.37 d, 0.98 t, 0.9 s.

Den samme prosedyren ble forsøkt en gang til, med rasemisk blanding av (1R,1’R)-

(1S,1’S)-dibrom-1-metylsyklopropyl-etan-1-ol (6) som substrat. Løsningen med R-2a

og gjenværende alkohol S-1b ble renset med gravimetrisk kolonne (silikagel, porestør-

relse 60 Å, 230-400 mesh partikkel størrelse, 40-63 µm, petroleter/aceton (8:2) som elu-

ent). Det gav 0.2016 g av R-2a, 80,64 %. Denne prøven inneholt 10% 1b (GC). 2a: [α]20
γ

+38.5 (c 1.1, CHCl3). 1H-NMR (CDCl3): 4.8 q, 2.32 t, 1.7 sekst, 1.57 s, 1.48 d, 1.37 d, 0.98

t, 0.9 s. 1b: [α]20
γ +22.5 (c 0.04, CHCl3). 1H-NMR (CDCl3): 3.4 q, 2.02 (OH), 1.51 d, 1.45

d, 1.42 s, 1.32 d.
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Syntese av (1R,1’R)-dibromo-1-metylsyklopropyl-etan-1-ol (1a)

(1R,1’R)-dibrom-1-metylsyklopropyletylbutanat (R-2a) (0.2549 g, 0.77 mmol) ble tilsatt

en løsning av NaOH (7 mL, 1M) og rørt i 17 timer (90◦C) under refluks. En gul blanding

med brunt bunnfall ble filtrert, ekstrahert med CHCl3 og dampet under redusert trykk.

Det gav 0.1936 g, 76 % utbytte.

Enzymatisk syntese av(1R,1’R)-dibromo-1-metylsyklopropyl-etan-1-ol (1a)

Blandingen fra hydrolyse med NaOH (0.1936 g, 0.75 mmol) ble løst i MeOH (5 mL) og

overført til en fosfatbuffer (pH 7,1, 25 mL). Reaksjonskoblen ble dekket med alumini-

umsfolie, og CALB (0.5 g) ble tilsatt. Reaksjonen ble satt på inkubator (30◦C) i 6 dager.

Løsningen ble filtrert, ekstrahert med CHCl3, tørket over MgSO4 og dampet inn under

redusert trykk. Det gav 0.1288 g, 66.5 %. GC: viser to topper.

Det samme prosedyren ble forsøkt en gang til. Det gav 0.0973 g (48 %) av 1a.

Tillaging av 0.1 M fosfatbuffer

KH2PO4 (68.045 g) ble løst i 500 mL (1 M). K2HPO4 · 3H2O (114.10 gr) ble løst i 500 mL

(1 M). Det ble tatt ut 38.5 mL av KH2PO4-løsningen og 61.5 mL av K2HPO4-løsningen.

Det gav en 0.1 M fosfatbuffer med pH 7.1.

(1R,1’R)-dibromo-1-metylsyklopropyl-etyltrifluormetansulfonat (3)

Trifluorometansulfat anhydrid (12,5 mL, 20 g, 70.88 mmol) ble tilsatt en nedkjølt løs-

ning (-15◦C) av blandingen fra enzymatisk hydrolyse (0.1288 g, 0.499 mmol), Et3N (41

mL, 294 mmol) og THF (200 mL). Etter 45 min røring på samme temperatur, ble vann

tilsatt og løsningen ble ekstrahert med dietyleter. Den organiske fasen ble separert og

vasket med iskald 1% NaOH løsning, vann og brine. Løsningen ble dampet inn under

redusert trykk, som gav et svart, oljete produkt.

Den samme prosedyren ble forsøkt en gang til med triflatanhydrid (12,5 ml, 20 g, 80.88

mmol), 2a (50 mg), Et3N (20.5 mL, 146 mmol) og THF (100 ml). Det ble rørt i 2 timer på
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samme temperatur. Det gav også et svart, oljete produkt.

(1R,3R)-1-brom-2,3-dimetylbisyklo[1.1.0]butan (4)

Metyllitium (5 ml, 8 mmol, 1.6 M i eter) ble tilsatt en nedkjølt løsning (-78◦C) av 2b i tørr

dietyleter med molekylærsiv. Etter 3 timer røring ved samme temperatur, ble løsningen

rørt i romtemperatur i 20 timer. Vann ble tilsatt, den organiske fasen ble separert og

ekstrahert med eter. Den organiske fasen ble vasket med mettet natriumkloridløsning

og vann, tørket over MgSO4 og dampet inn under redusert trykk, som gav et svart, oljete

produkt: 1H-NMR (CDCl3) dietyleter: 3.47 q 1.20 t, bisyklobutan: 3.41 s, 1.62 s, 1.25 t
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VEDLEGG E. MASSESPEKTRA FOR FORBINDELSE (1S,1’S)-1B
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VEDLEGG F. 1C-NMR FOR FORBINDELSE (1S,1’S)-1B
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VEDLEGG G. 1H-NMR FOR FORBINDELSE (1S,1’S)-1B
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VEDLEGG H. COSY FOR FORBINDELSE (1S,1’S)-1B
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VEDLEGG I. HMBC FOR FORBINDELSE (1S,1’S)-1B
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VEDLEGG J. IR FOR FORBINDELSE (1S,1’S)-1B
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VEDLEGG K. 1H-NMR FOR FORBINDELSE (1R,1’R)-2A
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VEDLEGG L. MASSESPEKTRA FOR FORBINDELSE (1R,3R)-4
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VEDLEGG M. 1C-NMR FOR FORBINDELSE (1R,3R)-4
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VEDLEGG N. 1H-NMR FOR FORBINDELSE (1R,3R)-4
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VEDLEGG O. HSQC FOR FOBINDELSE (1R,3R)-4
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VEDLEGG P. COSY FOR FORBINDELSE (1R,3R)-4

xvi



VEDLEGG Q. ESTIMERT 1H-NMR FOR FORBINDELSE (1R,3R)-4

ChemNMR 1H Estimation

1.58;1.331.58;1.33

H
2.262.26

H3C0.880.88
CH3 0.900.90

Br

0123
PPM

Estimation quality is indicated by color: good, medium, rough

Protocol of the H-1 NMR Prediction (Lib=SU Solvent=CDCl3 400 MHz):

Node     Shift    Base + Inc.   Comment (ppm rel. to TMS)

CH2 1,58;1,335000        0,22      cyclopropane
                         0,05      1 -C
                         0,69      1 -Br
                         0,10      2 -C
                         0,46      1 beta -Br from methylene
                        -0,06      1 beta -C from methylene
CH3 0,90              0,86      methyl
                         0,10      2 beta -CC
                         0,05      1 beta -C
                        -0,11      general corrections
CH3 0,88              0,86      methyl
                         0,10      2 beta -CC
                        -0,08      general corrections
H   2,26              0,22      cyclopropane
                         0,05      1 -C
                         0,69      1 -Br
                         0,10      2 -C
                         0,80      1 -C
                         0,10      1 alpha -C from methine
                         0,41      1 beta -Br from methine
                        -0,10      1 beta -C from methine
                        -0,01      general corrections

1H NMR Coupling Constant Prediction

shift   atom index  coupling partner  constant and vector

1,46        4 diastereotopic -12,4 H-C-H
0,90        7
0,88        6
                   5   6,8 H-CH2-C-H

2,26        5
                   6   6,8 H-C-CH2-H
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VEDLEGG R. ESTIMERT 1C-NMR FOR FORBINDELSE (1R,3R)-4

ChemNMR 13C Estimation

32.032.0
26.126.1

16.816.8

20.920.9

H

H3C16.616.6
CH3 28.928.9

Br

05101520253035
PPM

Estimation quality is indicated by color: good, medium, rough

Protocol of the C-13 NMR Prediction: (Lib=S)

Node     Shift    Base + Inc.   Comment (ppm rel. to TMS)

C   32,0             -21,0      cyclopropane
                         27,3      3 alpha -C from aliphatic
                         18,9      1 alpha -Br from aliphatic
                         18,8      2 beta -C from aliphatic
                        -12,0      general corrections
C   16,8             -21,0      cyclopropane
                         36,4      4 alpha -C from aliphatic
                          9,4      1 beta -C from aliphatic
                         11,0      1 beta -Br from aliphatic
                        -19,0      general corrections
CH  26,1             -21,0      cyclopropane
                         27,3      3 alpha -C from aliphatic
                         18,8      2 beta -C from aliphatic
                         11,0      1 beta -Br from aliphatic
                        -10,0      general corrections
CH2 20,9             -21,0      cyclopropane
                         18,2      2 alpha -C from aliphatic
                         18,8      2 beta -C from aliphatic
                         11,0      1 beta -Br from aliphatic
                         -2,5      1 gamma -C from aliphatic
                         -3,6      general corrections
CH3 28,9              -2,3      aliphatic
                          9,1      1 alpha -C
                         28,2      3 beta -C
                         -2,5      1 gamma -C
                         -3,8      1 gamma -Br
                          0,2      general corrections
CH3 16,6              -2,3      aliphatic
                          9,1      1 alpha -C
                         18,8      2 beta -C
                         -5,0      2 gamma -C
                         -3,8      1 gamma -Br
                         -0,2      general corrections
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