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Sammendrag

Det jobbes stadig mot utvikling av mer barekraftige og miljevennlige produkter. Det & danne
glykokonjugater ved & modifisere karbohydrater hentet fra traer er et eksempel pa dette. Disse
produktene vil ha bruksomradet innen en rekke omrader som for eksempel medisin. | denne
oppgaven skulle xylan, som er hentet fra biomassen til treer, oksideres pa C-3 pa ikke-
reduserende enden. Den ngdvendige palladiumkatalysatoren matte lages separert. Videre

skulle den oksiderte xylan-molekylet sa modifiseres til et glykokonjugat.

Farste del av oppgaven gikk ut pa a lage Waymouth-katalysatoren [(2,9-dimetyl-1,10-
fenantrolin)Pd(pu-OAc)]2(OTf)2. Denne katalysatoren har vist & ha gode egenskaper til &
oksidere C-3 hydroksylgruppen pa ikke-reduserende enden av oligosakkardier til en
karbonylgruppe. Deretter skulle 2-aminobenzamid kobles til karbonylgruppen pa xylan via
reduktiv aminering. Siden dette fungerte, ble det testet om flere aminer kunne kobles til xylan.
Det andre aminet som ble koblet til xylan via reduktiv aminering ble laget ved a reagere
palmitoylklorid med N-Boc piperazin. Piperazin-enheten som var mono-beskyttet, ble
avbeskyttet noe som gir mulighet for videre reaksjoner. Dette molekylet kan ha

emulgatoregenskaper som kan benyttes i for-pellets til dyr.



Abstract

Much effort is constantly put in the development of more sustainable and environmental
friendly products. Making glycoconjugates by modifying carbohydrates extracted from the
biomass of trees is an example of this. These glycoconjugates may have properties which can
be used in many fields, for example medicine. In this thesis, xylan, which is extracted from
the biomass of trees, was to be oxidized at the C-3 hydroxyl group at the non-reducing end.
The necessary palladium-based catalyst was synthesized. The oxidized xylan-molecule was

then further modified to become a glycoconjugate.

The first part of the thesis was to synthesize the Waymouth catalyst [(2,9-dimetyl-1,10-
fenantrolin)Pd(p- OAC)]2(OTf).. This catalyst has shown good properties to oxidize the C-3
hydroxyl group at the non-reducing end on carbohydrates to a carbonyl group. Then 2-
aminobenzamide was attached to the carbonyl group on xylan by reductive amination. Since
this reaction worked, it was tested whether more amines could be attached to xylan or not.
The second amine to be attached to xylan was made by reacting palmitoyl chloride with N-
Boc piperazine. The piperazine-unit, which was mono-protected, was then deprotected
opening up for further reactions, as well. This molecule may have emulsifier properties which

may be used in animal pellets.
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Innledning

Mal med oppgaven

Det er stadig starre oppmerksomhet rundt utviklingen av mer miljgvennlig og berekraftige
mater a lage nyttige produkter. Et eksempel pa dette er & hente ut polysakkarider fra
biomassen til traer. Dette blir sett pa som den starste kilden til fornybare hydrokarboner.*
Polysakkaridene kan videre modifiseres til et godt utvalg av glykokonjugater som for
eksempel kan benyttes til a lage vaksiner for medisinsk behandling.?# Disse modifikasjonene
kan enten gjares via enzymatisk eller kjemisk katalyse. For eksempel er LPMOer (lytic
polysakkarid monooksydaser) enzymer som har blitt benyttet for & fa en oksidasjon til a skje
ved et bestemt karbon i cellulose/kitin/mannan/xylan.® Posisjonene som LPMOene kan
oksidere i cellulose er enten C1 eller C4. Karbonylgruppen kan brukes til videre kjemisk

modifisering som for eksempel reduktiv aminering.

Oksidasjon av den ikke-reduserende enden til karbohydrater kan ogsa skje via kjemisk
katalysator. Malet med denne oppgaven er a undersgke om den etablerte prosedyren for
oksidasjon av karbohydrater og reduktiv aminering kan benyttes pa xylan til a lage
malmolekylet (1a). Og hvis dette virker sa er det et sekundzaert mal & se om andre aminer ogsa

kunne kobles til xylan. Disse er illustrert i Figur 1.
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Figur 1 viser strukturen til malmolekylene 1a og 1b. Glykokonjugatet 1b bestar ev en polar del (rgd) og en upolar del (bl3)

For & komme fram til malmolekyl 1a og 1b illustrert i Figur 1 matte en palladium-basert
katalysator syntetiseres. Malmolekylet 1a og 1b er forbindelser som ikke forekommer i
naturen. Malmolekylet 1b inneholder en polar del og en upolar del som gir den egenskaper
som en emulgator. Hovedmalet med oppgaven er & benytte seg av biomasseavfall fra traer for

a lage et baerekraftig produkt som kan benyttes som emulgator i for-pellets til dyr.

Naturprodukter

Naturstoffkjemi omhandler kjemien til alle forbindelser som metaboliseres av levende
organismer. Alle levende organismer produserer en rekke organiske forbindelser som er
ngdvendig for at organismen skal kunne overleve. Disse forbindelsene kan deles inn i
primare og sekundaere metabolitter avhengig om forbindelsene er essensielle for liv eller
ikke. Primeare metabolitter er de naturproduktene som er essensielle for at en organisme skal
kunne veere levedyktig. Dette inkluderer for eksempel nukleinsyrer, karbohydrater, fettsyrer
og aminosyrer.® Disse metabolittene finnes i alle organismer og er viktige for utvikling og

reproduksjon. Figur 2 illustrerer noen eksempler.
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Figur 2 viser strukturen pa primar metabolittene palmitinsyre (2), glukose (3), og alanin (4)

Sekundare metabolitter er ikke ngdvendigvis vitale for en organisme. Derfor vil hvilke
sekundaere metabolitter som finnes i ulike arter variere ut fra arten sitt behov. De sekundere
metabolittene har egenskaper som er en fordel for organismen ved a for eksempel gi
beskyttelse eller tiltrekke seg bytte. Eksempler pa sekundare metabolitter er terpener,

alkaloider, prostagladiner og polyketider.® Noen eksempler er illustrert i Figur 3.

CO,H

Figur 3 viser strukturen til de sekundere metabolittene geraniol (5), efedrin (6), prostagladinet PGE: (7) og erytronolid B

®)

Noen kjente sekundaere metabolitter er veldig viktig for medisin er antibiotikum og diverse
smertestillende forbindelser. Enkelte beta-lactamer og modifiserte polyketider har antibiotisk
effekt. Et eksempel pa dette er penicillin G. En rekke kraftige smertestillende medisiner som
blir brukt etter blant annet en operasjon er alkaloider som for eksempel morfin. Figur 4 viser
strukturen til noen forbindelser som enten har antibiotisk effekt eller brukes som

smertestillende.
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Figur 4 viser noen naturprodukter med antibiotisk eller smertestillende effekt. Erytromycin A (9), penicillin G (10), og
morfin(11)

Karbohydrater

Karbohydrater er en samlebetegnelse for forbindelser med en generell formell Cx(H20)x.’
Karbohydrater dannes i fotosyntesen ved at planten omgjer karbondioksid (CO2) og vann
(H20) til et karbohydrat med formelen Cs(H20)s. Karbohydrater kan brukes som energi,
energilager, eller omdannes til andre strukturellekomponenter som planten trenger.” Et
eksempel pa en viktig komponent for planter er cellevegg. Celleveggen blir bygd opp av
lignin, hemicellulose og cellulose. Sistnevnte er den mest forekommende organiske

forbindelsen pa jorden.

Karbohydrater er viktige forbindelser for at det skal kunne eksistere liv pa jorden. De er
byggesteiner i RNA(12) og DNA(13) via ribose og deoksyribose, og er derfor en essensiell
del i arvematerialet til levende organismer.” De er med pa a bygge opp «ryggraden» i

nukleinsyrene som er en essensiell del av arvestoffet, illustrert i Figur 5.
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Figur 5 viser strukturen til RNA(12) og DNA(13)

Glykokonjugat

Glykokonjugat er en generell betegnelse for en forbindelse hvor et karbohydrat er kovalent
bundet til en annen stoffklasse, for eksempel peptider, proteiner og lipider. Et eksempel pa et

glykokonjugat (14) er illustrert i Figur 6.
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Figur 6 viser pa glykokonjugatet 14 basert pa glukose

Disse forbindelsene har viktige biologiske funksjoner.® Glykolipider og glykoproteiner er
vanlige glykokonjugater a finne pa overflaten til celler. Dette kommer av at proteinbundet
glykaner er viktige biologiske makromolekyler.> 4 Disse molekylene spiller blant annet en
rolle i reseptoraktivering, kommunikasjon mellom cellene og mellom cellene og omgivelsene.
I tillegg markerer glykokonjugater proteiner som skal transporteres eller destrueres. De er
ogsa viktige for & kunne gjenkjenne signalmolekyler (vekstfaktorer) eller signaler som tyder

pa virus- eller bakteriellinfeksjon.®



Xylan

Xylan (15a) er en type hemicellulose og er det tredje mest forekommende polysakkaridet pa
jorden etter cellulose og kitin. Xylan 15a er et polysakkarid bygd opp av pentosen xylose.

Glykosidbindingen som binder xyloseenhetene sammen er beta 1-4, se Figur 7.

15a

Figur 7 viser en forenklet struktur til xylan 15a

Kjemisk bakgrunn

Karbohydratkjemi

Karbohydratkjemi omhandler syntesen, reaksjoner, og funksjonaliteten til karbohydrater. Et
omrade som det gjgres mye arbeid pa er arbeidet for a oppna selektive reaksjoner. Denne
interessen kommer av et gnske om a kunne gjennomfare stadig flere reaksjoner innenfor
karbohydratkjemien uten & matte beskytte enkelte hydroksylgrupper. Skjema 1 illustrerer et
eksempel pa glykosylering.
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Skjema 1 viser et eksempel pa en glykosyleringsreaksjon



Glykosyleringsreaksjon er sentral del av karbohydratkjemien. Glykosylering er en reaksjon
hvor en glykosyldonor (16) og en glykosylakseptor (17) danner en glykosidbinding.'® Denne
bindingen kan vere pa enten alfa- eller beta-form avhengig om det nukleofile angrepet skjer

ovenfra (beta) eller nedenfra (alfa). Skjema 2 illustrerer denne mekanismen.

OAc QAc OAc
O} Aktivator AcO Q®
Ag‘oO /‘ AcO AcO O
C | OAc AcO ®
OAc 19 OAc
16 -
Beta

AcO O
Aa;§i%4@ Ho
OAc \/
9

Alfa 17

1

Skjema 2 illustrerer mekanismen i glykosyleringreaksjoner

| tillegg til O-glykosider sa finnes det ogsa S-, C-, Se-, og N-glykosider.!* Det som skiller
disse glykosidene fra O-glykosider er at oksygenet i glykosidbindingen er byttet med et annet

grunnstoff, for eksempel svovel. Eksempler pa ulike glykosider er illustrert i Figur 8.
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Figur 8 viser et eksempel pa S-glykosid(20), C-glykosid(21), Se-glykosid(22), og N-glykosid(23)




Beskyttelsesgrupper

I karbohydrat kjemien er beskyttelsesgrupper ganske vanlig. Dette kommer av at
sukkermolekylet inneholder mange like funksjonelle grupper (hydroksylgrupper). Den
anomere OH-gruppen blir vanligvis beskyttet som et acetal. Siden de ulike
hydroksylgruppene pa karbohydrater har ganske lik reaktivitet, ma ofte brukes
beskyttelsesgrupper hvis reaksjonen skal forega pa en bestemt hydroksylgruppe. Vanlige
beskyttelsesgrupper i karbohydratkjemien har vert estere, etere, og sykliske acetaler.*? For de
ulike kategoriene av beskyttelsesgruppene finnes det flere alternativer. For de ester-baserte
gruppene er det vanligst med enten acetyl eller benzoyl, men ogsa kloracetyl benyttes. Eter-
baserte beskyttelsesgrupper kan enten veere allylisk eter eller silyleter. For sykliske acetaler er
det benzylid og isopropylid vanligst. Disse skiller seg fra de andre med at disse beskytter to

hydroksylgrupper.t?

Tabell 1 viser en oversikt over noen beskyttelsesgrupper som benyttes i karbohydratkjemien

Beskyttelsesgruppe Introduksjonsbetingelser Struktur Avbeskytnings-
betingelser
Trimetylsilyl Trimetylsilylklorid MeMe Tetrabutyl-
(MesSi) (TMSCI), imidazol " S e amonniumflourid
(TBAF)
Benzyl (Bn) BnBr, NaH Eh/\© Na/NHs(l)
Acetyl (Ac) Ac20, pyridin )(J)\ CHsONa i MeOH
Isopropyliden Dimetoksipropan, H* E—o AcOH
O

Ogsa blant aminer blir beskyttelsesgrupper benyttet. En vanlig beskyttelsesgruppe hos aminer

er tert-butyloksikarbonyl (Boc). Funksjonaliteten som dannes er et karbamat.
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Skjema 3 viser hvordan et piperazin(24) beskyttes av tertbutyloksikarbonyl

Regioselektive reaksjoner

Historisk sett har det veert stort behov for beskyttelsesgrupper i karbohydratkjemien. Dette
kommer av at karbohydrater inneholder hydroksylgrupper som har ganske lik reaktivitet.
Behovet for beskyttelsesgrupper gjar en syntese mer ineffektiv siden det introduseres to ekstra
trinn, ett trinn for & sette pa beskyttelsesgruppen og ett for a fjerne den. Siden regioselektivitet
historisk har veert et problem innen karbohydratkjemien jobbes det for a lage nye prosedyrer
som skal Igse dette problemet.!® Samtidig jobbes det ogsa for at de nye metodene i tillegg til &
veere regioselektive ogsa skal veere barekraftige. Dette innebaerer utvikling av katalysatorer.'3

Et eksempel pa et resultat av dette arbeidet er katalysator-assistert regioselektiv alkylering.

Regioselektiv alkylering er generelt sett viktig innenfor organisk syntese, og spesielt innenfor
modifisering av karbohydrater.’* Ved a benytte seg av en katalysator vil det veere mulig a fa
en alkylering til & skje ved en bestemt hydroksylgruppe pa et karbohydrat. Til disse
reaksjonene har en rekke metaller blitt benyttet. Blant annet har jern- og bor-baserte
katalysatorer vist seg a vere ganske selektive og gi gode reaksjonsutbytter.!* Skjema 4

illustrerer en C3 alkylering med en jern-basert katalysator

OTBS OTBS
0 BnBr
HO Fe cat HO 0
HO™ OH ome BNO”  OH e
27 28

Skjema 4 viser selektiv C3 alkylering



Bakgrunnen for forsgket var gnsket om a utvikle en berekraftig og ikke-giftig katalysator.
Tidligere forsgk hadde vist at organotinn potensielt kan veere giftig og bar derfor unngas, og
organobor hadde begrenset bruksomradet.’* En gruppe ledet av Ren fant ut at en organojern-
forbindelsen Fe(dibm)s (dibm, diisobutyrylmetan) fungerte godt som katalysator med Ag20
og tetrabutylammoniumbromid (TBAB) som co-katalysatorer. Jern ble valgt siden jern har
hgy forekomst i naturen, rimelig pris og er ikke-giftig. Det at organojern-katalysatoren
fungerte pa en rekke ulike forbindelser gjorde at gruppen ledet av Ren mente deres katalysator
kunne erstatte organotinn-katalysatorer. En liten ulempe som gruppen oppdaget, var at selv
om jern er billig sa gjelder ikke det dibm. Det resulterte i at gruppen utviklet en ny ligand,
dipm (dipivaloylmetan). Prisen til dipm er 20% av prisen til dibm. Selv om den nye

katalysatoren Fe(dipm)s kostet mindre sa var den katalytiske effekten omtrent lik.*
Mekanisme som forklarer hvordan katalysatorer fungerer er ikke klarlagt, men gruppen til

Ren har kommet med et forslag til mekanisme. Den foreslatte mekanismen er illustrert i
Skjema 5.4
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Skjema 5 viser den foreslatte mekanismen til C3 selektiv alkylering

En annen regioselektiv reaksjon er katalytisk oksidasjon av C4-OH pa D-galactopyranoser (se
Skjema 6).1°> Den skiller seg noe ut fra katalytisk oksidasjon av C3-OH i glycopyranoser ved

bruk av Waymouth katalysatoren som er beskrevet under avsnittet om organometallisk kjemi.

OH OH OH
@)
0 Sn cat 0
HO HO
OH OMe OH ome
29 30

Skjema 6 viser hvordan en organotin katalysator selektivt oksiderer den axiale hydroksylgruppen i en 1,2 glykol

Metoden gar ut pa at en organotinn-katalysator oksiderer den aksiale hydroksylgruppen for

1,2-glykoler. For galaktose gir dette en oksidasjon i C4-posisjonen. Den regioselektive
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oksidasjonen skjer i nerveer av katalysatoren Oc2SnCl: (dioktyl-tinndiklorid)?, oksidanten

trimetylfenylamin tribromid, og vannfri K2COs. Lgsningsmiddelet var 4:1 tetrahydrofuran

(THF) og metanol (MeOH). Det er ingen bekreftet mekanisme for oksidasjonen, men i

Skjema 7 er det en foreslatt mekanisme.

oH OH R X KoCOj
o ./*____.OH OH [TMPhA]*Bry-
R-SN .
HO VS 0 [TMPhA]*Br
HO  Ome o KX,KHCOj eller H,CO,
X~gapl o,
SR N
RoSnX OH
2 2 RSn 0
R 0
0
Br (,)/,OMe
Br ,SNn-X
OH R /X____O OH R R
o) RSN dasio”
g% DN o
HO — o 0

HO OMe

n

Skjema 7 viser en foreslatt mekanisme for hvordan C4-OH i galaktose blir oksidert.

Amidsyntese

Amid er en forbindelse som dannes ved at en karboksylsyre eller et syrederivat reagerer med
et amin. Bindingen kalles ogsa for peptidbinding siden amidgruppen er sentral i

oppbyggingen av peptider og proteiner. En generell amidsyntese er illustrert i Skjema 8.

0] @)

R,—NH
R1)J\OH — Fh)L N

H
Skjema 8 viser en generell fremstilling av amid dannelse

! Hva forkortelsen «Oc» star for sto det ingenting ting om i referansen. Mistanken om at Oc er forkortelsen til
oktyl ble bekreftet ved & finne den molare massen til dioktyltinndiklorid var pa 416g/mol og i eksperimentell-
delen til referansen sto det at 4,2 mg(0,01mmol) katalysator ble benyttet. Ved rask omregning sa gir dette en
molarmasse pa 420 g/mol som stemmer ganske godt med de 416 g/mol som ble funnet pa
https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/77080, den 11.3-22 ki 15:00. forskjellen pa 4 g/mol skyldes nok en
avrunding i referansen
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Reaksjonsmekanismen starter ved at syren blir aktivert av en katalytisk mengde H3sO* som

dannes ved for eksempel 4 tilsette HCI i vann. Reaksjonsmekanismen er illustrert i Skjema 9.

: OH
R17KCK]>,R2
\/ HO H,

OH (\H/\
Ri—h~ . R ®0 B 0
HgO) H R1)\N'R2 R1)J\ R
® H H

Skjema 9 viser reaksjonsmekanismen for en syrekatalysert amidsyntesen

Nitrogenet i amidbindingen har et ledig elektronpar som gir opphav til to ulike
resonansformer (Figur 9). Resonansformene viser at elektronparet som var fritt hos aminet na
er delokalisert og dermed mye mindre tilgjengelig. De to resonanshybridene er med a forklare

hvorfor bindingen er lite reaktiv og veldig stabil.

b 55

=Ry ®

R N — Y- Ro
1 H R1 H

Figur 9 viser resonansformene som en amidbinding har

Amidsyntese der en karboksylsyre reagerer med et amin skjer kun ved sveert hgye
temperaturer.® Dette skyldes at aminet reagerer som en base med karboksylsyren og danner
ammoniumsaltet. Dermed forsvinner de nukleofile egenskapene til aminet og de elektrofile
egenskapene til karboksylsyren. En mate a aktivere syren pa er 8 omgjare den til en
acylekvivalent.!”- 18 Et annet alternativ er a bruke enten syreklorid eller syreanhydrid som er
de mest reaktive syrederivatene.'® 1 Skjema 10 illustrerer amidsyntese ved bruk av et

syreklorid.
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Skjema 10 viseren generell amidsyntese

Reduktiv aminering

Reduktiv aminering er et begrep som brukes om reaksjoner mellom et amin og et aldehyd
eller keton til et imin etterfulgt av en reduksjon til tilsvarende amin. Reduktiv aminering er en

viktig biokjemisk reaksjon siden mange viktige byggesteiner for organismer inneholder

aminer.2

R R R R

;:o +HN: * _ }:N@e’ Reduksjonsmiddel R}_N/RS
R, R4 R, Ry R, R,

Skjema 11 viser reduktiv aminering av et generelt keton og sekundart amin

Skjema 11 viser hvordan reduktiv aminering danner en ny C-N binding ved at et amin
reagerer med enten et aldehyd eller keton. Reaksjonen konverterer karbonylforbindelsen til et
amin.?! Reduktiv aminering er vanligvis en «one pot» reaksjon. Det finnes to viktige
reaksjoner for a danne et imin i reduktiv aminering. Den ene er reaksjon via Schiffs base

reaksjon og den andre Mannich-reaksjonen (Skjema 12).
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Schiff Base

9 ©
)K HZN_ R o) o) OH H;O*

R — Uk

Skjema 12 viser reaksjonsmekanismen for syrekatalysert Schiffs base- og Mannich-reaksjon

Valget av reduksjonsmiddel er viktig siden det kun er iminet som skal reduseres, ikke
aldehydet eller ketonet som kan sitte pa sidegruppene.?! Det er noen reduksjonsmidler som
kan danne uheldige biprodukter. For eksempel er NaBH3CN en forbindelse som kan danne
spormengder av giftige HCN, noe som ikke er heldig selv om det kun er snakk om
spormengder.?! Det har blitt gjort forskning pa hvordan reduktiv aminering kan gjeres
billigere og mer miljgvennlig. Natriumborhydrid er billig og vannlgselig forbindelse som kan
brukes, men problemet med denne er at den ikke er selektiv pa iminer.?2 NaBHa er derfor ikke
heldig & bruke hvis molekylet ogsa inneholder karbonyl-grupper.?> NaBHa er ikke det eneste
hydridet som har mangelfull selektivitet. Zinkborhydrid (Zn(BH4)2) og nikkelborid (Ni2B) er
ogsa lite egnet for a redusere iminer som inneholder keton-, ester- eller amid-grupper.?3
Selektivitet kan ogsa oppnas ved a benytte en kombinasjon av NaBH40g en egnet
katalysator.?> 24 En annen mulighet er & benytte natriumtriacetoborhydrid (NaBH(AcO)3).?
Denne utgaven reduserer iminer selektivt over karbonylforbindelser, men har sine ulemper.

En av disse ulempene er at den ikke fungerer like godt i polare lgsemidler som vann og
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metanol.?* Der forsvinner den selektive reduksjonen av iminet. En annen ulempe er at

forbindelsen er lite egnet til bruk i tilfeller hvor ketonet enten er aromatisk eller umettet.?

Aminbaserte borhydrider et godt alternativ til NaBH3CN og NaBHa4. Piperidin-, pyridin-, og
picolin-baserte reduksjonsmidler har vist seg & vere selektive mot iminer uten behov for

katalysator.

AN A N~ Zn2+
L J L Q BH, BH,
N N CH,

|

BH, BH4

31 32 33

Figur 10 viser strukturen til boranpyridinkomplekset (31) (til venstre), alfa-picolinboran (32) (i midten), og N metyl piperidin
zinkborhydrid (33) (til hayre)

Allnezhad sin gruppe benyttet seg N-metylpiperidin zinkborhyrdid (ZBNMPP) (33).26 Det
hgyeste rapporterte reaksjonsutbyttet var pa 93 %.26 Heydari sin gruppe utviklet en metode
som ved a bruke en Lewis-syre, litiumperklorat (LiCIO4), og en aktivator, trimetylsilylklorid
(TMSCI), og zirkoniumborhydrid-piperazinkompleks som reduksjonsmiddel oppnar gode
utbytter opp mot 92 %.%

R, Rs , Ry R
=0 +HN LiCIO, , TMSCI }—N’ 3
R, R, (Ppyz)Zr(BH4)2Cl R, R,

Skjema 13 viser reduktiv aminering med zirkoniumborhydrid-piperazinkompleks som reduksjonsmiddel

En gruppe ledet av Sato undersgkte om pyridin-baserte reduksjonsmidler kunne vere et
alternativ til NaBH3CN og NaBHa. Av de pyridin-baserte reaksjonsmidlene sa har
pyridinboran (31) en del utfordringer knyttet til seg, blant annet at forbindelsen er ustabil i
varme omgivelser.?! Denne ulempen gjar at det er vanskelig a fa en 100% ren forbindelse
siden destillasjon av en lgsning av 31 fort gir dekomponering.?! Pyridin-boran 31 viste seg
ogsa a ikke ha lang holdbarhetstid, det er rapportert om at den kun er holdbar i 6 maneder.?*
Fordelen med alfa-picolinboran (32) er at forbindelsen kan kjgpes i krystallinsk form og kan

lagres over en lengre periode uten at forbindelsen dekomponerer.?!
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Innenfor reduktiv aminer som involverer oligosakkarider er det viktig at reduksjonsmiddelet
ikke danner giftige biprodukter. Dette kommer av at proteinbundet glykaner er viktige
biologiske makromolekyler.* ° Oligosakkarider kan spille en rolle i & behandle sykdommer
som kreft, AIDS og diabetes ved a vaere biomarkarer. Til disse studiene trengs det ikke-giftige
og imin-selektive reduksjonsmidler.*® NaBH3CN ble tidligere brukt, men det har blitt
gjennomfart forsgk pa a se om a se om NaBH(AcO)z3 og 32 kan gi gode utbytter.

En gruppe ledet av Dalpathado rapportere at utbyttene de fikk ved a bruke NaBH(AcO)s var
sammenlignbare med utbyttene de fikk med NaBH3CN.® En gruppe ledet av Ruhaak gjorde
det samme forsgkene, men resultatene fra deres studium ga et sveert ulikt resultat da de
rapporterte om under 10 % utbytte. Det lave utbytte kan skyldes at de benyttet langt mindre
NaBH(AcO)s enn Dalpatho.* I samme forsgk fant de ut at ved a bruke Sato?! sin prosedyre for
picolinboran ga like gode utbytter som NaBH3CN.# Konklusjonen deres var derfor at Satos

metode var godt egnet for reduktiv aminering av oligosakkarider.

Det finnes en syntesevei for reduktiv aminering som ikke benytter seg av boraner. Metoden
baserer seg pa at en alkohol blir oksidert til aldehyd av en katalysator som inneholder et
innskuddsmetall. Katalysatoren vil sa fungere som reduksjonsmiddel for iminet, se Skjema

14. Detaljene star under avsnittet organometallisk kjemi.

Organometallisk kjemi
Som nevnt tidligere kan innskuddsmetall-baserte forbindelser fungere som katalysator i

reduktiv aminering. Metoden baserer seg pa at alkohol blir oksidert til aldehyd far iminet

dannes via Schiffs base reaksjon etterfulgt av en reduksjon av iminet, se Skjema 14.27 28
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Skjema 14 viser en alternativ fremgangsmetode for reduktiv aminering ved hjelp av innskuddsmetall-basert organoometallisk

katalysator

Mekanismen som blir benyttet kalles «hydrogen auto transfer» og «hydrogen borrowing
mechanism» 2”2 Fgrste trinn i syntesen er at katalysatoren oksiderer alkoholen ved & opptre
som en dehydrogenase.?’ Dette resulterer i at et proton og et hydrid blir overfart til
katalysatoren som da blir til et metalhydrid-mellomprodukt. Det neste trinn er at iminet
dannes via en Schiff base reaksjon. Siste trinn er en reduksjon av iminet ved at katalysatoren
opptrer som en hydrogenase. Hydrogeneringen resulterer i at katalysatoren blir gjenvunnet
ved at protonet og hydridet blir overfart fra metallet til iminet.?” Dette fungerte for flere ulike
innskuddsmetaller som jern, krom, kobolt, ruthenium, iridium, gull, molybden, palladium,
nikkel og mangan, se Figur 11.2>27-35 Enkelte innskuddsmetall var ikke direkte/indirekte
bundet til en organisk forbindelse, eksempler pa dette er gull og rutenium.3: 32 Det finnes ogsa

metallorganiske/organometalliske rutenium-katalysatorer.

A

Pr pr HN
HN-P N)\N
N= Cl | H
7 I
F3C4©—<\ /N_C(‘CI PHI}IJ\\I}IJ\I}IH PrH'}l/\l}l/\l}lH
N C “p—Co—pP-Pr ~p—Mn—P-Pr
HN—P "ol P / CO' 3oBr Pr
Pr/ Pr Pr Cl Cl r Pr Co
34 35 36

Figur 11 viser noen innskuddsmetall-baserte katalysatorer som kan benyttes til reduktiv aminering med alkoholer som

startmateriale
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Regioselektiv oksidasjon

Innskuddsmetall-baserte katalysatorer kan ogsa benyttes for & selektivt oksidere sekundaere
alkoholer med luft som terminal oksidant, se Skjema 15.%% 3 Siden omdannelsen av alkoholer

til karbonylforbindelser er viktige har det blitt gjort arbeid med & utvikle gode katalytiske

metoder.38
OH a1 0
Ho.___oH Ho._J__oH
37 38

Skjema 15 viser hvordan en organopalladium katalysator selektivt oksiderer sekundzre alkoholer

Tidligere forsgk hadde vist at Pd(11) med riktige ligander selektivt oksiderte alkoholer med
luft som terminal oksidant.®® Pa bakgrunn av dette arbeidet utviklet en gruppe ledet av
Waymouth en palladium-basert katalysator som selektivt oksiderte alkoholer til ketoner.3¢
Den opprinnelige planen var a utvikle en hgyaktiv oksiderende katalysatorer som kunne
benyttes i brenselsceller. Resultatet av arbeidet ble en dimer basert pa neocuprion-Pd(l1)
kompleks, se Skjema 16.

2+
2+

2x TIO-  CHZCN 2x TfO-

(C2Hs)20

39 40 L

41

Skjema 16 viser Waymouth sin fremgangsmetode for & fremstille [(neocuprion)PdOAc]20Tf2(41)

Denne katalysatoren kan forekomme enten som en dimer (41) eller monomer (42a).
Undersakelser gjort ved tTHNMR viste at 41 i CH3CN-dz eller DMSO-ds Vil danne en likevekt

med monomeren®, Likevekten er illustrert i Skjema 17.
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Skjema 17 viser likevekten mellom dimeren 41 og monomeren 42a, S er enten CHs;CN-d; eller DMSO-dg

Ved 4 tilsette vann til en acetonitrillgsning av dimeren ble det oppdaget en ny likevekt.
Lignende likevekter har ogsa blitt rapportert for andre I2PdX2 komplekser. Denne dimeren
(43) hadde ogsa oksidative egenskaper, selv om de var noe darligere.3® Likevekten mellom de
to dimerene er illustrert i Skjema 18.

2+ 2+

oy Tio. MO, MeCN 2x TfO-

41

Skjema 18 viser likevekten mellom de to dimerene som selektivt oksiderer C3-OH

Det er ingen bekreftet mekanisme som forklarer hvordan 41 selektivt oksiderer sekundaere
alkoholer. Derimot er det 4 foreslatte mekanismer.3¢ De ulike forslagene til mekanisme er

illustrert i Skjema 19.
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Skjema 19 viser de foreslatte mekanismene til [(neocuprion)PdOAc2]OTf2 41

Senere publiserte Waymouth en artikkel om at palladiumkomplekset som gruppen hans hadde

laget sammen med benzokinon eller luft som terminal oksidant oksiderte glyserol (37) til 1,3-
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dihydroksylaceton (38), se Skjema 15. Katalysatoren 41 blir ofte kalt for Waymouth-
katalysatoren. Palladiumkomplekset 41 har vist seg a veere sentral i regioselektiv oksidasjon
hos karbohydrater. En gruppe ledet av Minnaard fant ut at 41 selektivt oksidere C3-OH uten &
matte bruke beskyttelsesgrupper, noe som er heldig siden karbohydratkjemien ofte har bruk
for beskyttelsesgrupper.®® Inspirasjonen til a sjekke om 41 var selektiv i tilfeller hvor det var
flere sekundare alkoholer kom av de gode resultatene til gruppen ledet av Waymoth.3° Den
selektive oksidasjonen av C3-OH fungerte pa mono-, di-, og oligosakkarider.3% %° | forsgkene

ble enten benzokinon eller 2,6-diklorbenzokinon brukt som terminal oksidant.

OH

OH
0]
HOo 41 HO O
HO . 0
OMe Benzokinon/ HO OMe
3 2,6-diklorbenzokinon
44
OH
OH OH
HO 0] OH
HO o o] 41 HO 0
HO HO 0 0]
HO oM Benzokinon/ O HO HO
45 e 2,6-diklorbenzokinon HO  OMe
46

Skjema 20 viser hvordan 41 oksiderer selektiv C3-OH bade hos mono- og disakkarider

Reaksjonen kan forega i flere lgsemidler, blant annet 10:1 acetonitril:vann. Andre lgsemidler
som ogsa fungerte godt, var dimetylsulfoksid (DMSO). Waymouth-katalysatoren har ogsa

veert viktig i syntesen av Billefermoner.*

Selv om 41 fungerer godt til a selektivt oksidere sekundzre alkoholer og selektivt oksidere C3
hos karbohydrater sa oppstar det uheldigvis en deaktivering i narveer av luft, se Skjema 21.
Deaktiveringen skjer ved H-atom fjerning (HAA) pa ligandet neocuprion. Denne prosessen
resulterer i at «turn over number» (TON), det vil si hvor mange sykler katalysatoren kan
gjennomfgre, minker. Derfor har det blitt gjort undersgkelser pa hvordan HAA kan

bremses/reduseres enten ved a modifisere ligandet eller ved a tilsette H-atomdonor.*2
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Skjema 21 viser den foreslatte mekanismen for deaktivering av Waymouth-katalysatoren. RH er H-atom donor

Som vist i Skjema 21 sa starter prosessen som resulterer i deaktivering av katalysatoren ved
HAA ved et benzylisk hydrogen. Historisk sa har fenoler blitt brukt som H-atom donorer, et
eksempel pa en slik forbindelse benzylhydroperoksid. En annen fremgangsmetode er a
forhindre dannelsen av den deaktiverte formen svart palladium.*? Styren (54) er en forbindelse
som har gode egenskaper for & gke TON, dette siden den forhindrer dannelsen av svart Pd og
som ogsa danner etylbenzylhydroperoksid (58). Den foreslatte mekanismen for 54 sin evne til

a gke TON er illustrert i Skjema 22.
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Skjema 22 viser den foreslatte mekanismen for hvordan 54 gker TON

Det ble rapportert at det a tilsette 54 ga betydelig gkning i TON og utbytte. | mange av
tilfellene var det snakk om minst en dobling og opp mot en 10-dobling av TON. En annen
forbindelse som ogsa ble undersgkt var etylbenzen. Ved a tilsette etylbenzen som co-
Igsningsmiddel sammen med acetonitril ble TON doblet sammenlignet med ren acetonitril.*?
De hgyeste TON verdiene kom ved a tilsette styren i en lgsning der etylbenzen var co-
lgsemiddel. De rapporterte TON-verdien var pa 301 og 354.42 Eneste ulempen som ble
rapportert var om forbindelsen som skulle oksideres var upolar siden det vil gjere det

vanskelig & separere forbindelsen fra 54 pa en kolonne.

Enzymatisk oksidasjon

Alternativet til innskuddmetal-basert katalysator er enzymer. Enzymer er kjent for a veere
spesifikke og selektive i hvilke reaksjoner de katalyserer. Enzymatiske reaksjoner pa
karbohydrater blir sett pa som viktige reaksjoner i fremtidens bioraffinerier.*® Enzymatiske
oksidasjoner gir gode startmaterialer for videre kjemiske reaksjoner.* Dannelsen av
keton/aldehyd gir muligheten til reduktiv aminering og aldehyder kan i tillegg oksideres opp
til karboksylsyre som gir nye muligheter for videre reaksjoner.** Disse reaksjonene kan
benyttes for & danne et glykokonjugat.® Disse reaksjonene er mulige siden enzymene kan
selektere ut enkelte hydroksylgrupper i karbohydratet som de oksiderer. Et generelt eksempel

pa selektiv enzymatisk oksidasjon er illustrert i Skjema 23.
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Skjema 23 viser et eksempel pa en selektiv oksidasjon pa et ubeskyttet karbohydrat

Selv om enzymer i utgangspunktet er selektive mot enkelte hydroksylgrupper sa vil det finnes
tilfeller hvor selektiviteten er redusert.*> 46 Pyranose 2-oksidase (P20x) er i utgangspunktet
skal veere C2 selektiv, men dette avhenger av substratet.> 4”4 Enzymer som derimot er
selektive pa hvilke hydroksylgrupper de oksiderer er galaktose oksidase, glukose oksidase,*

NAD-avhengig oksidasjon med enzymet NtdC.

Blant lengre kjeder av karbohydrater viser enzymatisk oksidasjon av hydroksylgruppene a
veaere mer selektive mot enten C1,°! C4° eller C6.5! Lyttisk polysakkarid monooksygenase
(LPMOs) og cellobiose dehydrogenase (CDH) er enzymer som ofte blir brukt til oksidasjon
av polysakkarider som for eksempel cellulose.® CDH og enkelte LPMOs er C1 selektive og
vil oksidere C1 til aldonsyre.** Andre LPMOs kan oksidere C4 i flere oligo/polysakkarider
som cellulose, xyloglukan, xylan, og glykomannan.® Oksidasjon pa C4 resulterer i at

glykosidbindingeer i cellulose blir brutt.5

Som nevnt tidligere er galaktose oksidase et enzym som selektivt oksiderer C6 hos galaktose.
Dette gjelder ogsa for polysakkarider som inneholder galaktose i den ikke-reduserende
enden.** Den selektive C6 gir muligheter for videre modifisering som oksidasjon til
karboksylsyre eller reduktiv aminering. En annen mulighet er hemiacetal/acetal dannelse.5?

Disse modifikasjonene er illustrert i Skjema 24.
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Skjema 24 viser noen kjemiske modifiseringer som kan gjares etter & ha oksidert C6 pa den terminale galaktoseenheten

Mikrobglgeoppvarming

Tradisjonelt har oppvarming av kjemiske reaksjoner foregatt ved a bruke varmemantel eller
oljebad. Innenfor organisk syntese og medisinsk kjemi/farmasi har bruk av mikrobglge blitt et
mer populaert verktgy siden mikrobglgeoppvarming har sine fordeler ovenfor tradisjonell

oppvarming.53

En av de viktigste grunnene til at mikrobglgeoppvarming har blitt s& populer er at den
reduserer reaksjonstiden betydelig. Reaksjonstiden kan i enkelte reaksjoner reduseres fra flere
dager til kun noen timer eller minutter.>® Andre rapporterte fordeler er bedre utbytter og
renere forbindelser. Disse fordelene kommer av at oppvarmingen skjer raskere og er mer
effektiv sammenlignet med varmemantel/oljebad slik at bi- og sekundaer-reaksjoner skjer i
mindre grad. Dette gjgr mikrobglgeoppvarming til et nyttig redskap i optimalisering av en

reaksjon.
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For at mikrobglgeoppvarming skal fungere er det viktig at enten lgsemiddelet eller
forbindelsene kan absorbere den elektromagnetiske straling og omdanne stralingen til
varme.®3 For at det skal kunne skapes varme ma et elektrisk felt dannes. Dette kan gjgres pa to
mater. Den fgrste metoden er dipolar polarisasjon. Denne metoden gar ut pa at dipoler i
lasningen vil prave a innrette seg etter et elektrisk felt som stadig skifter retning. Nar det
elektriske feltet skifter retning raskere enn det dipolene kan innrette seg oppstar det varme.
Varmen kommer av friksjon og kollisjoner mellom molekylene.> Den andre metoden er
ionisk konduksjon. Denne metoden gar ut pa at ladete partikler i lgsningen vil bevege pa seg i
det elektriske feltet. Dette vil resultere i at de ladete partiklene kolliderer med andre atomer og

molekyler i lgsningen, som resulterer i at det genereres varme.

Syntesestrategi

For & komme fram til malmolekylet matte acetylert xylan oksideres. Dette kunne enten gjares
enzymatisk eller ved a bruke Waymouth-katalysatoren 41, se Skjema 17. Enzymatisk
oksidasjon pa C3 kunne vert mulig, men valget falt pA Waymouth-katalysatoren. Bakgrunnen
for valget var blant annet litteratur som beskriver C3 selektiv oksidasjon hos oligosakkarider
ved a bruke 41 og flere tilgjengelige prosedyrer a velge mellom. Prosedyrevalget falt pa a
modifisere prosedyren til Niek og Minnaard.>* Katalysatoren ble syntetisert etter Waymouth-
gruppen sin fremgangsmetode.¢ Siden den acetylerte xylanet kom med ikke-beskyttet
reduserende ende ble det undersgkt om dette ville pavirke oksidasjonen sammenlignet med a
metylere reduserende ende, se Skjema 25. Metyleringen av acetylert xylan fulgte

fremgangsmetoden til Fernandez-Herrera.>® Acetylklorid ble ogsa nevnt av Laine.5®
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Skjema 25 viser de ulike reaksjonsbetingelsene som ble pravd

Malmolekylet 1a ble laget ved reduktiv aminering mellom oksidert xylan (67b) og 2
aminobenzamid (68). Den reduktive amineringen ble gjort etter prosedyren til Sato.?! Denne
prosedyren ble valgt av flere grunner. Blant annet at det er et ikke-giftig imin-selektivt
reduksjonsmiddel som ble benyttet. Andre grunner til hvorfor Satos prosedyre ble valgt er at
picolinboran 32 har vist a fungere like godt som NaBH3CN* og gir muligheten for mer

miljgvennlig syntese siden vann som lgsemiddel og/eller lgsemiddelfri syntese kan benyttes.?
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Skjema 26 viser dannelsen av mdlmolekylet 1a

Reaksjonen vist i Skjema 26 kan ogsa generaliseres til at et annet amin ogsa kan kobles pa
xylan. Aminet ble dannet etter prosedyren til Banno.>’ Farste trinn i syntesen var a danne en
amidbinding mellom palmitinsyre og piperazin. Dette ble gjort ved a reagere et syreklorid
(69) med N-Boc piperazin (70). Denne fremgangsmetoden er illustrert i Skjema 27. Valget av
syreklorid kom som fglge av at syreklorider er mer reaktive enn fettsyrer. Siden piperazin er
et syklisk amin med to like aminogrupper falt valget pa a starte med N-Boc piperazin 70.
Grunnen til at det var gnskelig & beskytte den ene aminogruppen til piperazin var at det det
kun skulle kobles pa én fettsyre til piperazin. Den andre aminogruppen skulle pa et senere

tidspunkt etter avbeskytting kobles til karbohydratet.
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Skjema 27 viser amiddannelse etter Banno sin metode

Etter dannelsen av amidbinding mellom palmitinsyre 69 og N-Boc piperazin 70 skulle Boc-
gruppen fjernes fra piperazin-enheten etter Bannos®’ fremgangsmetode, se Skjema 28.

Alternativt til denne metoden er bruk av oksalylklorid.%8
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Skjema 28 viser avbeskyttingsreaksjonen etter Bannos metode

Etter avbeskyttingen skulle aminet (72) kobles til karbohydratet via reduktiv aminering som

fulgte Satos?! prosedyre. Fremgangsmetoden er illustrert i Skjema 29.
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Skjema 29 viser dannelsen av malmolekylet 1b
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Resultater

Syntese av palladiumkatalysator 41

Far oksidasjonen pa C3 pa ikke-reduserende enden til xylan kunne skje matte katalysatoren
41 lages. Syntesen av [(2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)PdOACc]2OTf241 fulgte prosedyren til
Waymouth-gruppen, se Skjema 30.

2+

2+

2x TfO-  CH4CN 2x TfO-

(CoH5)20

39 40 —

Skjema 30 viser totalsyntesen av 41

Syntese av (2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(OAc)2 39

+ Pd(OAc), CHaCOCHs

74

Skjema 31 viser syntesen av (2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(OAc)2 39

0 0

Syntesen av 39 ble utfgrt etter prosedyren til Waymouth-gruppen.®® Prosedyren gikk ut pa a
tilsette Neocuproin (73) og Palladium(ll)acetat (74) i aceton. Reaksjonen ga et utbytte pa
73%, noe lavere enn Waymouth-gruppens 77%.5° De spektrale dataene stemte godt overens

med tidligere data.®°
1H NMR spekteret ga karakteristiske topper for metylgruppene og de aromatiske protonene.

Metylprotonene kom ut ved 2.06 ppm (6H) og 2.98 ppm (6H). Aromatprotonene kom ut ved
7.5 ppm (2H), 7.85 ppm (2H), og 8.31 ppm (2H).
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Syntese av (2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(MeCN)20Tf2 40
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Skjema 32 viser syntesen av (2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(MeCN).OTf, 40

2 TfO

For & lage 40 ble 39 Igst i acetonitrill og triflurmetansulfonsyre etter prosedyren til

Waymouth-gruppen.®¢ Uthyttet etter tarking var pa 83%, noe som var hgyere enn de 31% som

Waymouth-gruppen rapporterte. Det at utbyttet var sapass mye hgyere enn det som

Waymouth-gruppen oppga var overraskende. Hvorfor utbyttet ble sa mye hgyere er vanskelig

a spekulere i siden det ikke ble gjort noen endringer i prosedyren. Spektrale data stemte godt

overens med rapporterte data.

1 H NMR spekteret ga karakteristiske topper for metylgruppene og de aromatiske protonene.

Metylprotonene kom ut ved 2.06 ppm (6H) og 2.98 ppm (6H). Aromatprotonene kom ut ved

7.92 ppm (2H), 8.19 ppm (2H), og 8.81 ppm (2H).

Syntese av [(2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(OAc)].OTf241

2+
, \ 2x TfO-  CHaCN
_N-Pd-NCMe (C2Hs),0
NCMe

39 40

Skjema 33 viser syntesen av [(2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(OAc)].OTf. 41
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Katalysatoren 41 ble laget ved at 39 og 40 ble lgst i acetonitril etter prosedyren til Waymouth-
gruppen.®® Prosedyren som ble brukt var en dobling av prosedyren til Waymouth-gruppen.
Arsaken til doblingen var et gnske om & produsere mer stoff for hver reaksjon. Doblingen
resulterte i stor variasjon i utbytte, alt fra ca 35 til 89% utbytte. Uthyttet pa 89% kom
overraskende siden det var 28%-poeng bedre enn 61% som Waymouth-gruppen rapporterte.
Stabilt |a utbyttet pa ca 50-60% noe som er litt lavere enn det Waymouth-gruppen rapporterte.

De spektrale dataene stemte godt overens med rapporterte data.

Siden katalysatoren enten kan vare en dimer eller monomer sa oppga Waymouth-gruppen de
spektrale dataene for bade dimeren og monomeren. Dimeren ble favorisert ved a lage en

mettet lgsning.

1H NMR spekteret til dimeren ga karakteristiske topper for metylgruppene og de aromatiske
protonene. Metylprotonene kom ut ved 2.22 ppm (6H) og 2.59 ppm (12H). Aromatprotonene
kom ut ved 7.36 ppm (2H), 7.66 ppm (2H), og 8.24 ppm (2H).

1H NMR spekteret til monomeren ga karakteristiske topper for metylgruppene og de
aromatiske protonene. Metylprotonene kom ut ved 1.98 ppm (3H) og 2.8 ppm (6H).
Aromatprotonene kom ut ved 7.71 ppm (2H), 8.01 ppm (2H), og 8.59 ppm (2H).

Metylering av den reduserende enden til xylan 15a

Metyleringen av den reduserende enden til xylan 15a ble farst forsgkt ved a bruke en
«tommelfinger regel» som gikk ut pa a lgse xylan i et overskudd av metanol sammen med
katalytisk mengde HCI. Grunnet bruk av vannholdig HCI gikk ikke metyleringen siden vannet
bidro til & reversere acetaldannelsen. | stedet ble touluen-4-sulfonsyre monohydrat prgvd, men
heller ikke denne gangen ble det dannet noe acetal. Derfor endte det med & falge en
metylering-prosedyre til Fernandez-Herrera.>® Denne fremgangsmetoden er illustrert i Skjema
34.
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Skjema 34 viser metylering av reduserende enden til xylan 15a

Overskuddet av metanol skulle fjernes med rotavapor, men etter ca 30 min pa rotavapor med
vannbad pa 40 grader var det fortsatt metanol igjen i produktet. Sa ble den satt til tork i
vakuum over natten. Reaksjonsutbytte ble vanskelig & beregne siden det viste seg at ikke all

metanolen var fordampet bort selv etter en natt i vakuum.

For & kunne si noe om metyleringen hadde fungert eller ikke ble det tatten 'H NMR, 2 C
NMR 1024 scans og en sjekk pa MALDI-ToF. Siden RNF xylan er et oligosakkarid ble det
vanskelig a tolke * H NMR spekteret siden det var for kompleks. Derfor ble det heller sett
etter forskjeller mellom spekteret til RNF xylan og metylert RNF xylan. Et eksempel
forskjellene mellom de to spekterne var at toppene mellom 6 og 7 ppm i spekteret i xylan ikke
var til stede i spekteret til metylert xylan. Pa * C NMR ble metyleringen bekreftet med en
topp med et kjemisk skift pd 92-93 ppm. PA MALDI-ToF ble metyleringen bekreftet med en
topp pa +14 fra m/z til en pentoseenhet. Pentoseenheter synes i MS-spekteret med en
differanse pa 132 m/z mellom to topper. Pa +14 toppen var noe hgyere enn
pentoseenhetstoppen, dette betyr at ca 60 % av xylanet ble metylert. Pa senere forsgk la

metyleringsgraden pa 66-75%.
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Figur 12 viser MS-spekteret til metylert xylan 15b

Optimalisering

Siden det var gnskelig a fa en hayere grad av metylering ble det satt opp seks forsgk for & se
om hvilke faktorer som gir best metylering. Faktorene som skulle testes var lgsemiddel, HCI-
kilde og reaksjonstid. To av reaksjonene skulle fremdeles ga over to timer, men en av
reaksjonene skulle bruke HCI som katalysator mens den andre skulle danne vannfritt HCI via
acetylklorid i metanol. Lasemiddelet til disse reaksjonen var 10% vann i metanol. To av
reaksjonene som skulle utfgres over 24 timer, skulle skje i 10 % vann i metanol der den ene
skulle bli tilsatt katalytisk mengde HCI mens den andre skulle bli tilsatt katalytisk mengde
acetylklorid. Tilsvarende oppsett ble ogsa gjennomfart i ren metanol. Resultatet av forsgkene
var at det sa ut som at reaksjonene ikke ga noe produkt, noe som virket rart. Derfor ble en
kontroll laget. Kontrollen var & metylere xylan med acetylklorid i metanol i 2 timer. Dette ga
ca 60% metylering. Dette tydet pa at noe gikk galt i de andre forsgkene under opparbeidelsen.

Videre forsgk pa a se om det var mulig a fa hgyere grad av metylering ble gjort ved a benytte
mikrobglgeoppvarming. Mikrobglgeoppvarmingen skjedde ved 60° og 80° C og det ble ogsa
testet om eddiksyre var bedre a benytte seg av som katalysator enn acetylklorid. Ut ifra

analyse av MS-spekteret var det vanskelig a si noe om dette forsgket hadde gatt bra eller ikke.

Dette tyder nok en gang pa at noe har gatt galt under opparbeidelsen etter reaksjonen.

Oksidasjon av xylan

Oksidasjonen av C3 pa ikke-reduserende enden til acetylert xylan ble gjennomfart ved a
bruke Waymouth-katalysatoren. Denne oksidasjonen kunne gjennomfgres pa flere prosedyrer,
som for eksempel prosedyren til Jager,* Eisink,> Chung og Waymouth,%* eller bruke

Waymouth-gruppens prosedyre som de brukte pa a oksidere glyserol 37.%7
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Farst ble det pravd a bruke Eisinks prosedyre med kun DMSO fremfor 4:1dioksan/DMSO.
Etter noen forsgk med DMSO ble det fort klart at det var utfordringer knyttet til DMSO.
Problemet med DMSO var at det var vanskelig a fa destillert bort lzsemiddelet uten at stoffet
ble gdelagt under destillasjonen. Derfor ble det konkludert med at det var ngdvendig a bytte
lgsemiddel. Siden acetonitril og vann ble nevnt i flere metoder falt valget pa 10:1 forhold
mellom acetonitril og vann. Opprensingen av skjedde ved kullkolonne hvor det ble prgvd 4
ulike valg av elueringsmidler. 1. vann, 2. kun acetonitril, 3. 10:1 acetonitril og vann kun til &
fortynne prgven og sa ellers acetonitril, 4. konsekvent bruke 10:1 acetonitril/vann. Resultatet
etter kullkolonne og rotavapor var tydelig. Av de 4 ulike elueringsmidlene som ble brukt var
det liten tvil om at det & konsekvent bruke 10:1 acetonitril og vann var best. Denne metoden
resulterte i at 83% av xylanet kom seg gjennom opprensingsprosedyren. De andre metodene
ga betydelig darligere utbytte. Metode 1 ga kun 32%, mens metode 2 og 3 ga hhv. 30% og
50%.

Oksidasjon av xylan med ikke-beskyttet reduserende ende
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Skjema 35 viser oksidasjon av xylan 15a ved bruk av Waymouth-katalysatoren 41

Oksidasjon av 15a ble oksidert og renset etter den modifiserte prosedyren til Eisink.5* For &
kunne bekrefte at det faktisk hadde skjedd en oksidasjon ble MALDI-ToF benyttet. Grunnen
til dette var at andre spektroskopiske metoder ikke ville kunne gi et like godt svar pa om

oksidasjonen hadde fungert eller ikke. | teorien ville ogsa *C NMR og IR vaere mulige
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metoder for & bekrefte om oksidasjonen hadde gatt eller ikke, men grunnet ulike arsaker vil at
det i praksis vil bli vanskelig a benytte disse metodene. Pa IR vil det vaere noe forskijell pa

karbonylene i ketonet og esteren, men siden det er langt flere estergrupper i forbindelsen ville
signalet til ketonet drukne i staylinjen. For 13 C NMR er problemet at metoden ikke er fglsom
nok og for at det skulle eventuelt veert mulig & fa en tydelig topp matte prgven da ha statt over
helgen. Grunnen til den darlige falsomheten kommer av at den ene karbonyltoppen vil drukne

i staylinjen siden det er at toppen vil bli relativt liten i forhold til de andre toppene.

For & kunne si noe om oksidasjonen hadde skjedd, og hvor godt den hadde fungert, ble det i
MALDI-ToF-spektrene lett etter signaler som var m/z -2 sammenlignet med m/z av en nativ
pentoseenhet- dette tilsvarer tap av 2xH. Massen til de ulike toppene vil variere med graden
av acetylering, men enkelte masser som det ble sett etter var 521, 611, 653, 743 og 785. Dette
er masser som representerer de ulike xyloseenhetene og med ulik grad av acetylering i RNF
xylan. Det ble derfor lett etter topper med masseforskjell pa 132 i MS-spekteret til disse
massene. Massen 132 er interessant siden det er massen til en pentose (xylose)-enhet. Deretter
ble det sett etter topper som var -2 m/z sammenlignet med pentoseenhetene. Resultatet av a la
oksidasjonen kun ga over natten med 15 mol% var at ca 20 % av xylanet hadde blitt oksidert.
At oksidasjonsgraden etter én natt var pa 20% resulterte i at reaksjonstiden ble gkt til en uke,
hvor sma praver ble tatt ut for & kunne fglge med pa utviklingen. | dette forsgket ble det
benyttet 10 mol% siden det farst etter forsgket ble oppdaget at feil mengde katalysator ble
tilsatt. Bakgrunnen til at feil mengde ble tilsatt var at det ble sett pa feil sted i notatene over
hvilke mengder som tilsvarte bestemte mol%-er. Grunnet mye stagy ble det vanskelig a tolke
MS-spekteret, men det sa ut som at etter en uke hadde 50% av xylanet blitt oksidert. Dette
gjorde at det ble interessant & se hvordan metylering av reduserende ende ville pavirke graden
av oksidasjon. Ved a beskytte reduserende ende ble det forventet bedre oksidasjonsgrad siden
den innlysende konkurrerende reaksjonen ble hindret. Forventningen om bedre utbytte kom
av at det nd ikke lenger kunne skije en bi- eller sekundzrreaksjon ved den reduserende enden.

Siden 10 mol% sa ut til & virke ble det besluttet & fortsette med denne mengden katalysator.
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Oksidasjon av xylan med metylert reduserende ende
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Skjema 36 viser oksidasjonen av metylert xylan 15b

Oksidasjonen av 15b fulgte samme fremgangsmetode som oksidasjonen av 15a. Grunnet det
som sa ut som oksidasjonsgrad pa 50% med 10 mol% ble dette ogsa benyttet her. En
reaksjonsblanding ble satt pa og sto en uke hvor det ved jevne mellomrom ble tatt ut praver
for & kunne falge med pa utviklingen. For & kunne si noe om hvor godt oksidasjonen hadde
fungert ble prgvene analysert pA MALDI-ToF. Dette kommer av de samme grunnene som ble

beskrevet i forbindelse med oksidasjonen av 15a.

Etter en uke var resultatet overraskende nok at det ikke hadde skjedd noen oksidasjon. Det ble
derfor satt pa en ny runde, men ogsa denne gangen ble det samme resultat. Dette resulterte i et
forsgk hvor et referansemateriale som vil la seg oksidere ble testet sammen med xylan og

metylert xylan og reaksjonene ble gjort med nylaget katalysator.

Test av katalysatoren sin holdbarhet

Det ble gjort to forsgk pa oksidasjon, men uten resultat. Det ble da gjort forsgk pa & se om det
var xylan som var vanskelig a oksidere eller om det i tidligere forsgk har blitt brukt
katalysator som hadde statt for lenge. Disse forsgkene ble gjort pa noe mindre skala og med

mer lgsemiddel tilsatt. | tillegg ble X3 brukt som kontroll siden denne forbindelsen har vist
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seg a veare enkel & oksidere. Konsentrasjonen i de opprinnelige forsgkene var pa 100 mg/ml,
mens de i disse testene 1a pa 10 mg/ml. Ellers ble det fremdeles brukt 3 ekvivalenter
benzokinon og 10 mol% katalysator. Resultatet var at det ikke hadde skjedd noen oksidasjon,
verken pa referansematerialet eller xylan hadde blitt oksidert. Derfor ble det antatt at

problemet var at det ikke var tilsatt nok katalysator og ikke holdbarheten til 41.

Test av mengde tilsatt katalysator

Det ble det bestemt & prgve a doble mengden katalysator til 20 mol% og at katalysatoren
skulle tilsettes i to ganger 10 mol% ved 2 timers mellomrom. Ellers ble fremgangsmetoden
som ble brukt i forsgket om katalysatorens holdbarhet ogsa benyttet her. Resultatet fra dette
forsgket viste at det hadde skjedd en oksidasjon hos xylan. Dette tyder pa at problemene i de
tidligere forsgkene kan ha veert at det ble tilsatt for lite katalysator eller at forbindelser som

forlenger katalysatorens levetid burde veert tilsatt. Oksidasjonsgraden var pa ca 55%.

Tilsetting av etylbenzen og styren 54

Siden litteratur tydet pa at bade etylbenzen og syren har egenskaper som forlenger
katalysatorens sin levetid ble dette pravd. Forsgket gikk ut pa at det ble satt pa 4 reaksjoner
samtidig, én kontroll, én med kun etylbenzen, én med kun syren og én med bade etylbenzen
og styren. Etter undersgkelsene ved bruk av MALDI-ToF var det ikke lett & konkludere hvor
godt forsgkene hadde gatt/forlgpt. Dette kom nok av at ureagert styren og/eller etylbenzen var

i praven og dermed gjorde at det ikke var mulig a fa et godt spekter.

Mikrobglgeoppvarming

Mikrobglgeoppvarmingen skjedde ved enten 60 eller 100 grader celsius og lengden pa
oppvarmingen var pa enten 30 minutter eller to timer. Resultatet var at i tre av de fire
forsgkene hadde fungert og at to timer pa 100 grader ga best oksidasjon. Oksidasjosngraden
var pa ca 29-60% avhengig av hvilken xyloseenhet (Xy) som ble sett pa (Tabell 2, Figur 13).
Etter & ha sett pa MS-spekteret etter undersgkelse pa MADLI-ToF etter oksidasjon i to timer
pa 100 grader i mikrobglgeovnen sa det ut som at det kanskje kunne ha skjedd mer enn én
oksidasjon. Mistanken om at det kunne ha skjedd flere oksidasjoner kom av at det sa ut som at

det kunne veere noen signaler i MS-spekteret med m/z -4 og -6 sammenlignet med signalene
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til xylan. Derfor ble det gjennomfart en 2AB-merking (dannelse av malmolekylet 1a) og
forsgk pa a oksidere xylan pa 100 grader i kun én time. 2AB (2-aminobenzamid) 68 merking

er en reduktiv aminering mellom 68 og et aldehyd/keton.

Tabell 2 viser oksidasjonsgraden ved ulike Xy og antall Ac

N*Ac/Xy Xy3 Xy 4 Xy5 Xy6
0*Ac 50 50 50
1*Ac 50 50 60
2*Ac 29 50 60
3*Ac 36 32 50
70
60
T 50
ED 40
S
3 30
S 20
10
0
3 4 5 6
Xy
— 0% AC 1*Ac 2*Ac 3*Ac

Figur 13 grafisk fremstilling av dataene i Tabell 2

| Figur 13 sa er det noe overlapp pa Xy 4 og 5, dette kommer av at xylan med 0-2 Ac har 50
% oksidasjon pa disse enhetene.
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2AB (2-aminobenzamid (68))-merking, dannelse av malmolekylet 1a
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Skjema 37 viser reduktiv aminering av oksidert metylert xylan 67b og RNF xylan 15a

Dannelsen av malmolekylet 1a skjedde ved reduktiv aminering etter prosedyren til Sato. MS-
spekteret til forsgket som oksiderte metylert xylan 15b i to timer pa 100 grader sa ut til &
kunne ha flere oksidasjoner pa ikke-reduserende enden. Dette gjorde det interessant a

undersgke om malmolekylet 1a ville ha flere 68 koblet til seg enn den ene som var planlagt.
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Bade mikrobglgeovn og tradisjonell oppvarming ble benyttet for a se hvilket alternativ som
virket best. Det ble ogsa gjennomfert 2 AB-merking av RNF xylan 15a for a ha en
kontrollprave. Ut ifra MS-spektrene (Figur 15) som ble tatt sa det ut til & ha skjedd 2AB-
merking pa alle pravene, dette bekrefter at det har skjedd en oksidasjon pa ikke-reduserende
enden til xylan og dannelsen av 1a. Det som det dessverre ikke var mulig & si noe om var om

mikrobglgeovnen hadde resultert i flere oksidasjoner pa ikke-reduserende enden.
Syntese av 1-(palmitinoyl) piperazin 72

Syntese av tert butyl 4-(palmitinoyl)piperazin-1-karboksylat 71

O
(0]
HNT™Y - . WLN
WZJ\CI ' K/N\Boc ’ /\N\Boc

69 70 n

Skjema 38 viser amidsyntesen mellom palmitinsyreklorid 69 og 1-Boc piperazin 70

Dannelsen av amidbindingen ble utfert etter prosedyren til Banno.5” Prosedyren gikk ut pa at
N-Boc piperazin 69 ble reagert med et syreklorid i THF. | dette forsgket var syrekloridet
palmitinsyreklorid 70. Etter endt reaksjon var utbyttet pa 89%, noe hgyere enn det Banno sin
gruppe rapporterte (83%).5” Det mistenkes at det reelle utbytte er noe lavere siden det kan
virke som at det sitter noe heksan rester i krystallene etter tilsetting av heksan, til tross for
avdamping pa rotavapor. Etter endt reaksjon og opprensing ble det tatt * H NMR for a se om
reaksjonen var vellykket eller ikke. De spektrale dataene stemte overens med hva som var

forventet.

1H NMR spekteret ga karakteristiske topper for Boc-gruppen, fettsyren, og piperazinen.
Protonene i tert-butyl-gruppen pa Boc-gruppen kom ut som en singlet ved 1.47 ppm (9H).
Toppene til fettsyren kom ut som en triplett ved 0.90 ppm (3H), ved 1.2-1.3 ppm (26H) var
det en multiplett. En triplett kom ved 1.5 ppm (2H). Toppene til piperazin kom ut ved 3.35 og
3.59 ppm (m, 8H).
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Avbeskyting av tert-butyl 4-(palmitinoyl)piperazin-1-karboksylat 71

0]

\/\Q&N HCI i

72

71

Skjema 39 viser dannelsen av 1(palmitinoyl) piperazin 72 ved fjerning av Boc-gruppen

Dannelsen av 72 skjedde ved a fjerne Boc-gruppen. Dette ble gjort etter fremgangsmetoden
Banno med unntak av at det ble brukt dobbelt sa mye lgsemiddel for a sikre at alt stoffet ble
lgst. Utfordringen med & velge denne metoden var & fa danne 4 M HCl i etylacetat. Dette
problemet ble lgst ved a lage vannfri HCI ved 4 tilsette metanol til acetylklorid og deretter
tilsette etylacetat slik at sluttvolumet ble 20 ml. Etter opprensing kom utbyttet pa 48%, noe
som er vesentlig lavere enn 83% som Banno rapporterte.>” Utbyttet er kunstig lavt siden det
pa et tidspunkt ble tilsatt litt for mye lgsemiddel slik at ungdvendig mye stoff lgste seg.
Denne oppsamlede vasken ble dampet inn pa nytt. Deretter ble det bestemt a lagre dette

stoffet fremfor & filtrere pa nytt.

De spektrale dataene stemte godt overens med det som var forventet. ' H NMR spekteret ga
karakteristiske topper fettsyren og piperazinen. Singletten rundt 1,4 ppm med 9 protoner
(protonene pa Boc-gruppen) var borte, noe som bekrefter at reaksjonen var vellykket. Ellers
sa kom fettsyre-protonene ut ved 0.88 ppm (t,3H), 1.2-1.36 ppm (24H), 1.45 ppm (2H) og

til

2.25 ppm (2H). Piperazin-protonene kom ut ved 3-3.1 ppm (4H) og 3.65 ppm (4H). Protonet

til det frie aminet kom ut ved 1.4 ppm (1H).
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Dannelse av malmolekylet (1b)
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Skjema 40 viser dannelsen av mdlmolekylet 1b

Dannelsen av malmolekylet 1b skjedde ved reduktiv aminering etter prosedyren til Sato.
Siden det i litteraturen ble rapportert om reaksjonstider pa opp mot fem dager ble det bestemt
a se hvordan mikrobglgeoppvarming ville fungere sammenlignet med a la reaksjonen ga i fem

dager.

To timer mikrobglgeoppvarming pa 90 og 120 grader, hvor det skummet over

Malmolekylet 1b ble dannet ved reduktiv aminering mellom oksidert xylan 67b og aminet 72
etter prosedyren til Sato. Etter opprensing ble prgven dampet inn pa rotavapor og utbyttet ble
beregnet til & veere ca 15 %. Dette var vesentlig lavere enn forventet siden Sato rapportere om
utbytte opp mot 95%.%! Forsgkene til Sato var gjort pa enklere molekyler noe som kan
forklare noe av forskjellen i utbytte. Dette virker tvilsomt siden Ruhaak rapporterte utbytte av
2AB-merking av oligosakkarider pa darligst 98%.* Siden det ble en voldsom skumdannelse
nar Na2COs ble tilsatt og skummet over, antas det at mye stoff gikk tap i skummet. Denne

mistanken ble bekreftet i senere forsgk hvor det ikke skummet over.
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5 dager i romtemperatur

Malmolekylet 1b ble dannet ved reduktiv aminering mellom oksidert xylan 67b og aminet 72
etter prosedyren til Sato. Etter opprensing ble prgven dampet inn pa rotavapor og utbyttet ble
beregnet til & veere ca 50 %. Selv om dette var mye bedre enn forsgkene som skummet over,
sa var det fremdeles noe lavere enn forventet siden Sato rapportere om utbytte opp mot 95%2!
og 2AB-merking av oligosakkarider ga kvantitative utbytter.# I dette forsgket skummet det
ikke over og det antas derfor at grunnen til at utbyttet endte pa 50% skyldes at det er behov

for flere ekstraksjoner for & kunne fa over mer produkt til den organiske fasen.

Mikrobglgeoppvarming pa 90 og 120 grader

For & forbedre utbyttet pa 50% ble mikrobglgeforsgkene gjentatt. Dette resulterte i en
vesentlig gkning i utbytte sammenlignet med tidligere forsgk. | det ene forsgket skummet
over nok en gang, men ved a gke antall ekstraksjoner gikk utbyttet likevel klart opp. For ved a
doble antall ekstraksjoner gkte utbyttet i forsgk hvor det skummet over fra 15 til 39%. I
forsgket som ikke skummet over gikk utbyttet fra 50 til 65%, noe som ogsa er en klar
forbedring. Selv om dette var mye bedre enn tidligere forsgk, sa var det fremdeles noe lavere
enn forventet siden Sato rapportere om utbytte opp mot 95%.2* Dette tyder pa at det enna er

faktorer & forbedre.

For & bekrefte at malmolekylet ble dannet ble det tatt ' H NMR 400 MHz og *C NMR pa 100
MHz. De spektrale dataene tydet pa at det hadde skjedd noe siden det var noen forskyvninger
i kjemisk skift og flere topper sammenlignet med spekteret til 72. Fettsyreprotonene kom ved
0.88 ppm (t, 3H), 1.2-1.36 ppm (m, 24H), 1.45 ppm (m,2H) og 2.25 ppm (2H). Piperazin-
protonene kom ut ved 3 ppm (4H) og 3.3 ppm (4H). Toppene ved ca 2 ppm er toppene til
protonene som er bundet til acetylgruppene som er koblet til xylan. De resterende toppene er
det vanskeligere & si noe om. ¥ C NMR toppen pa 60 ppm tyder at C-N bindingen mellom 71
0g 67b har blitt dannet. 1.4 ppm (s,1H) tyder pa at noe ureagert amin ikke ble fjernet da
praven ble renset, dette kom av at det ikke ble brukt kolonne (silikagel). Kolonne ble valgt
bort siden det ble sett pa som en viss risiko for at mye av stoffet kunne forsvinne pa kolonnen.
Quartetten ved ca 4 ppm og tripletten som overlapper med med fettysreprotonene i toppen ve

1.16-1.26 ppm tyder pa rester av etylacetat i praven.
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Diskusjon

Syntesen av katalysatoren gikk ganske godt med utbytter som var ca like gode eller bedre enn
det som tidligere hadde blitt rapportert. Syntesen av (2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(OAc):
39 og (2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(MeCN)20Tf2 40 resulterte i utbytter som stabilt 1a
over 70 %, mens syntesen av [(2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(OACc)].OTf2 41 hadde veldig
stor variasjon i utbytte. I tillegg til den store variasjonen i utbyttet kom det et forsgk med 89%
utbytte, noe som kom overraskende pa siden dette var 28%-poeng hgyere enn det som
Waymouth gruppen fikk. Det ble forst antatt at noe av vekten matte skyldes forurensing, noe
som 1 H NMR spekteret avkreftet og vekt fra forurensinger kunne utelukkes. Den store
variasjonen i utbyttet skyldes mest sannsynlig at den opprinnelige prosedyren ble utfert pa
dobbel skala. Ved utfare en prosedyre pa dobbel skala sa kommer det veldig mange faktorer
som vil kunne gi stor variasjonen sammenlignet med utbytte fra den opprinnelige prosedyren.
Den varierende mengden stoff som dannes i veert forsgk er utfordrende siden dette gjor det
vanskelig a forutse hvor mange forsgk som ma gjennomfares for a fa nok katalysator til &
kunne oksidere en bestemt mengde xylan. Den originale prosedyren til Waymoth-gruppen ga
utbytte pa 0,0589g, noe som er lavere enn de laveste mengdene som kom av a gjennomfare
syntesen pa dobbel skala. Dette gjgr a skalere ned til original prosedyre ikke er noen lgsning.
Det kan derfor vaere ngdvendig a se om det er mulig & optimalisere prosedyren eller finne en

alternativ prosedyre som fungerer pa stor nok skala.

De tidligere forsgkene pa metylering fungerte ikke, noe som ikke var overraskende. Dette
kom av at noe vann var til stede i form av katalysatoren konsentrert (37%) HCI eller touluen-
4-sulfonsyre monohydrat. Ved a benytte seg av acetylklorid som katalysator gikk det mye
bedre. Acetylklorid danner vannfri HCI ved a reagere med metanol og danne esteren
metylacetat. Graden av metylering gikk fra 0% til ca 60% far forsgk pa optimalisering. Ut ifra
MS-spektrene fra oksidasjonsforsgkene med metylert xylan sa det ut som at graden av

metylering kunne vere opp mot 100%.

| forsgkene for optimalisering ble det testet hvordan ulik HCI-kilde, lasemiddel og okt
reaksjonstid pavirket graden av metylering. Derfor ble det satt opp to paralleller til forsgkene
som skulle teste reaksjonstid, den ene parallellen foregikk i ren metanol og den andre i 10%

vann i metanol. I forsgkene om gkt reaksjonstid ble bade ulik HCI-kilde og lgsemiddel testet.
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Det ble spekulert i at en liten modifisering pa lesemiddelet ville kunne gi bedre grad av
metylering. Dette kom av en antagelse om at ikke all xylanet ble lgst i ren metanol og dermed
ikke kunne metyleres. Selv om det pa bakgrunn av tidligere forsgk var noe skepsis til & prave
10% vann i metanol sa ble dette pravd. Ideen om at 10% vann i metanol kunne gi bedre
Igselighet kom av at xylan ble mer lgselig i acetonitrill nar lgsningen inneholdt 10% vann.
Selv om tidligere forsgk med 37% HCI ikke hadde fungert, ble det foreslatt a forsgke pa nytt
for & gi resultater som kunne sammenlignes med de forsgkene som brukte acetylklorid. Pa
bakgrunn av de tidligere forsgkene var det derfor ikke overraskende at forsgkene som det ble
benyttet 10% vann i metanol eller 37% HCI som katalysator ikke fungerte. Vann er et produkt
som dannes nar acetal-likevekten gar mot acetaldannelse, derfor var det forventet at ved a ha

vann til stede i reaksjonen ville hemme metyleringen.

Det som var overraskende, var at de forsgkene med gkt reaksjonstid og som foregikk i 100%
metanol og med acetylklorid ikke sa ut til a fungere ifalge undersgkelser pa MALDI-ToF.
Dette kan skyldes flere ting som for eksempel at det konsentrasjonen av de prevene som ble
merket pa «<MALDI-target plate» var for lav eller for hgy, eller at rester av metylacetat var
nok til & begrense signalet til den metylerte xylanet. En annen mulighet er at det kan ha skjedd
noe under opparbeiding etter selve reaksjonen. Det som var forventet var at lenger

reaksjonstid ville gi hgyere grad av metylering som falge av mer tid til & fa reagert alt stoffet

[]

pa.

De negative resultatene av optimaliseringsforsgkene resulterte i at videre
optimaliseringsforsgk ble lagt pa is en periode. Farst da mikrobglgeoppvarming ble brukt i
forbindelse med oksidasjon av metylert xylan kom ideen om & teste hvordan
mikrobglgeoppvarming ville pavirke graden av metylering. I likhet med
optimaliseringsforsgkene sa ble det ikke noe godt MS-spekter a tolke. Dette skyldes nok de
samme arsakene pa hvorfor tidligere forsgk ikke ga noe godt spekter. Derfor bgr det vurderes
om det er mulig & benytte andre teknikker for & kunne bekrefte om og hvor godt reaksjonen
har gatt. En mulighet er a benytte seg av NMR, men dette krever en utvidet opplearing pa
instrumentet. Den utvidete opplaringen er ngdvendig siden standard innstillingene ma endres
og samtidig trengs det utvidet kunnskap i analyseprogrammet som benyttes. Dette er ikke
heldig siden en masteroppgave foregar over en sveert begrenset periode og derfor ble dette

alternativet ikke vurdert. Siden det dukket opp ukjente problemer i analysen av
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optimaliseringsforsgkene ble det videre arbeidet lagt pa is siden det var andre reaksjoner

knyttet til oppgaven som ble prioritert.

Tabell 3 viser noen utvalgte verdier og hva disse verdiene tyder pd

m/z Forbindelse

521 Xylan (Xy3Ac2)

535 Metylert xylan

609 Oksidert xylan

611 Xylan(Xy4Ac)

623 Oksidert metylert xylan
625 Metylert xylan

653 Xylan (Xy4Ac2)

665 Oksidert metylert xylan
667 Metylert xylan

783 Oksidert xylan

785 Xylan (Xy5Ac2)

797 Oksidert metylert xylan
799 Metylert xylan
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Figur 14 viser MS-spekteret til ulike utgaver av xylan. 2 timer mikrooks (mgrkbld), RNF xylan (gra@nn), metylert xylan (rosa),

oksidert xylan (rg@d og bld), mikrobglgeoksidasjon (mgrkbla)

Siden andre spektrometriske metoder er lite egnet til & kunne gi noe godt svar

pa om

oksidasjonen hadde veert suksessfull eller ikke ble MS benyttet. | Tabell 3 er det en oversikt

over hvilke verdier som det ble sett etter for & kunne si noe om oksidasjonen hadde godt eller
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ikke. To utklipp av spektrene er vist i Figur 14. Noen verdier som er verdt & merke seg er 521,
653 og 785, dette er verdier som har differanser pa 132. Dette er topper som tyder pa
repeterende pentose (xylose)-enheter. Siden RNF xylan er acetylert vil en topp med masse pa
+42 m/z for hver acetylering i forhold til de repeterende pentoseenhet-toppene, for eksempel
611, veere en xylan-topp med en mindre acetyl-gruppe enn 653 toppen. Selve oksidasjonen
blir bekreftet av topper som har masse -2 relativt til toppene som tyder pa xylan og metylert
xylan. For eksempel sa vil 783 tyde pa oksidert xylan mens 797 tyder pa oksidert metylert
xylan. En tommelfingerregel er at hvis toppene 783 og 785 er ca 1:1 sa kan det antas en

oksidasjonsgrad pa ca 50 %.

Resultatene av forsgkene tydet pa at metylering av den reduserende enden ga en bedre
oksidasjonsgrad sammenlignet med ikke-metylert reduserende ende. Oksidasjonsgraden var
opp mot 60% i forsgkene med beskyttet reduserende ende mot ikke-beskyttet reduserende
ende sine 50%. Dette tyder pa at en konkurrerende reaksjon skjer ved reduserende enden pa
ikke-metylert xylan. Det var tydelig at en rekke utfordringer matte overkommes for a oppna
akseptable resultater. Blant de mer alvorlige utfordringene er at det kreves en del mol% av
katalysatoren for at oksidasjonen skal kunne ga. Dette skyldes nok at katalysatoren ikke er
seerlig robust og blir derfor tidlig deaktivert. Deaktiveringen av katalysatoren var
overraskende siden dette ikke ble nevnt som et problem i noen av prosedyrene som
rapporterte om god grad av oksidasjon med mol% <10. Behovet for hgyere mol% enn det som
ble oppgitt i enkelte prosedyrer kan skyldes at disse prosedyrene oksiderte mindre
karbohydrater (mono- og disakkarider). Dette behovet ble ikke oppdaget far forsgk som skulle
teste om det var katalysatorens holdbarhet som var problemet. Farst etter forsgk med 10
mol% med katalysator som var under en uke gammel kom ideen om at problemene med de
tidligere forsgkene matte skyldes at det var for lite katalysator tilsatt, noe som stemmer med
det tidligste forsgket som brukte 15 mol%. Dette var ganske irriterende siden denne feilen
hadde kostet mye tid som heller kunne veert brukt pa optimalisering. Det positive som kom ut

av denne feilen var oppdagelsen av hvor lite robust katalysatoren er.

Dette resulterte i at etylbenzen og styren ble prgvd siden disse forbindelsene har dokumenterte
egenskaper som gir hgyere «turn over number» (TON). Siden det er tenkt at malmolekylet
potensielt skal kunne brukes i for eksempel forpellets til dyr er disse forbindelsene uheldige &
bruke. Bade etylbenzen og styren er giftige forbindelser. Av ukjente arsaker ble det dessverre,

som med mikrobglgeoppvarmet metylering av xylan, ikke noen MS-spektere som kunne si
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noe om hvor godt forsgkene hadde gatt. Dette kan kanskje skyldes at rester av
etylbenzen/styren ble igjen etter opprensingen og dermed kan ha veert nok til at det ikke ble
noen gode spektre. Det kan derfor vaere verdt a prgve om en ekstraksjon med heksan vil fierne

restene av styren og etylbenzen.

Mikrobglgeoppvarming ble testet for & se om dette ville resultere i godt utbytte.
Mikrobglgeoppvarming ble sett pa som en mate a overkomme to av problemene som var
knyttet til oksidasjonsreaksjonene. Disse problemene var deaktivering og lang reaksjonstid.
Spenningen 1a i om mikrobglgeoppvarmingen ville gjgre at reaksjonen skjedde sa raskt at
katalysatoren ikke rakk a bli deaktivert og hvor stor reduksjon av reaksjonstiden ville bli. Det
1a 0gsa en viss spenning om graden av oksidasjon ville veare hgyere sammenlignet med
tradisjonell reaksjon i en uke. De farste resultatene av mikrobglgeoppvarmingen var at
reaksjonstiden kunne reduseres fra 5-7 dager til kun to timer pa 100 grader. Om dette er de
mest optimale betingelsene er ikke sikkert siden det pa grunn av mangel pa tid ble valgt & ga
videre i arbeidet med malmolekylet. Et problem som mikrobglgeoppvarming medfarte
sammenlignet med tradisjonell reaksjon, var en sterk begrensing i mengde stoff som kunne
lages samtidig. Siden de starste prgvergrene kun var pa 30 ml og derfor kun kunne romme ca
15 ml, ble det kun mulig a oksidere inntil 150 mg xylan per kjgring i mikrobglgeovnen. Pa
den andre siden vil det vaere mulig & gjennomfare mange to-timers reaksjoner pa relativt kort
tid.

Tabell 4 viser noen av verdiene som bekrefter 2AB-merking

m/z som viser 2AB-merket oksidert xylan
599

641

731

773

905

1037
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Figur 15 viser MS-spektra til ulike 2AB-merkings forsgk. 10min_mikro_2AB-xylan(mgrkbld), 10min_mikro_2AB-xylanOX(rad),
1time_mikro_2AB-xylan(grgnn),1time_vannbad_xylanOX(rosa), 2time_vannbad_xylanOX(bld)

For a kunne si noe om forsgkene hadde fungert og malmolekylet 1a ble dannet ble prgvene
undersgkt pa MALDI-ToF. Der ble det sett etter topper med masse pa ca +120-121 relativt til
oksidert xylan. Toppene 641 og 773 tyder pa at reaksjonen gikk, noe som bekrefter at
oksidasjonen har gatt og malmolekylet 1a ble dannet. Det var ingen topper i MS-spekteret
som tyder pa ureagert xylan, ureagert xylan ville hatt topper med m/z pa for eksempel 521,
653 og 785. | forsgkene med oksidert xylan ville toppene for ureagert oksidert xylan hatt m/z -
2 sammenlignet med toppene til ureagert xylan. Det er ogsa usikkert om resultatene kan
brukes til & bekrefte/avkrefte om det har skjedd flere oksidasjoner pa ikke-reduserende enden
av xylan, men mye tyder pa at det kun har skjedd en oksidasjon. Dette kommer av at det ikke

er noen topper med m/z +120 sammenlignet med toppene som tyder pa 2AB-merking.

Syntesen av amidet ved bruk av syreklorid og N-Boc piperazin gikk uten store problemer og
ga rent stoff ifglge de spektrale dataene. Det a starte med syreklorid istedenfor syre har sine
fordeler, blant annet at syreklorid er mer reaktivt. | tillegg ville det & benytte seg av syre
resultert i et ekstra syntesetrinn, noe som ville resultert i stgrre tap av stoff. Utbytte var noe
bedre enn det som var oppgitt i litteraturen kan skyldes at heksan ble igjen i krystallene etter

omkrystallisering.
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Fjerning av Boc-gruppen ga noen utfordringer ved a falge prosedyren til Banno. Blant annet
sa matte mate det lages 4M vannfri HCI. Dette sgrget for at det gikk tid pa a finne ulike
alternativer som ville resultere i 4M HCI som var lgselig i etylacetat. Det farste alternativet
som ble prgvd var & se om 37% HCI(aq) lot seg lgse i etylacetat, noe som resulterte i to
separate faser. Dette kom ikke som noen overraskelse siden dette kun ble prgvd for a fa det
100% bekreftet at HCI ikke lgser seg i etylacetat. De to gjenvarende alternativene var da
enten & danne HCI-gass ved a tilsette svovelsyre til NaCl og sa overfare gassen til en kolbe
med etylacetat eller & danne vannfri HCI via acetylklorid. Valget falt pa a benytte seg av
acetylklorid siden dette var den enkleste metoden a danne 4 M vannfri HCI. Den vannfrie
HCI-en ble dannet ved 4 tilsette metanol til acetylkloriden og la den sta i ca 30 min for & veere
sikker pa at alt stoffet hadde reagert. Nar det var gjort gikk de neste trinne smertefritt og etter
rotavaporen sa var det dannet et hvit fast stoff. Det neste trinnet i prosedyren var noe mer
utfordrende siden det fastet stoffet skulle filtreres og vaskes med etylacetat, den samme
vaesken som var lgsemiddelet i reaksjonen. Det at prosedyren sier at en vaeske som lgser
stoffet fullstendig opp skal benyttes til a vaske stoffet virket absurd. Siden det ikke var en
alternativ vaeske i prosedyren, ble det benyttet etylacetat til vaskingen. Dette resulterte i et
utbytte pa 48%, noe som er nesten 40 %-poeng darligere enn utbytte som ble oppgitt i
prosedyren. Det darlige utbyttet skyldes at det pa et tidspunkt ble tilsatt for mye etylacetat slik
at mye av stoffet lgste seg opp og gikk gjennom filteret. Siden dette pa forhand ble ansett som
en hgyst reel mulighet ble all etylacetaten samlet opp og dampet inn pa nytt pa rotavapor.
Etter at lasemiddelet var borte ble det konkludert i at det som allerede var renset var mer enn
nok til de videre forsgkene. Derfor ble det gjenvaerende stoffet ikke renset slik at det reelle

utbyttet kunne beregnes.

Dannelsen av malmolekylet 1b ble testet ved ulike betingelser for a se hvilke betingelser som
fungerte. Det ble ogsa tydelig at metylering av xylan hadde veert en god ide uavhengig om
metyleringen av den reduserende enden hadde gitt bedre oksidasjonsgrad eller ikke. Dette
kom av at ved a beskytte den reduserende enden sa ville kun det gnskede produktet bli dannet.
Hvis den reduserende enden hadde veert ubeskyttet ville det veert en risiko for at den reduktive
amineringen ville skjedd der eller bade pa reduserende enden og karbonylgruppen pa ikke-
reduserende enden. Det ble testet hvordan mikrobglgeoppvarming ville kunne gi en
tilsvarende lik reduksjon i reaksjonstid sammenlignet med a la reaksjonen forega ved

romtemperatur som det var i forsgkene med oksidasjon av xylan. Dette ble gjort siden det ved
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enkelte reaksjoner ble rapportert om lang reaksjonstid pa opp imot 5 dager.
Mikrobglgeoppvarming har i tidligere forsgk vist seg a fungere godt til & redusere
reaksjonstiden betydelig og gi gode utbytter. Dette gjaldt oksidasjon av xylan hvor
reaksjonstiden kunne reduseres fra en uke til 1-2 timer pa 100 grader. Opprensingen i
prosedyren til Sato ga en liten overraskelse som resulterte i tap av utbytte. Det at det ikke var
noen advarsel om skumdannelse ved tilsetting av Na2COs kostet fort veldig mye stoff siden
det kun ble 15 mg (15%) produkt i forsgket pa to timer mikrobglgeoppvarming pa 90 grader.
Utbyttet var lavere enn hva som var forventet siden det er rapportert om utbytter pa godt over
90% ogsa ved reaksjoner som involverer oligosakkarider. Dette tyder pa at skummet kan ha

sgrget for et stort tap av stoff.

En mistanke som dukket opp etter at forsgket pa to timer mikrobglgeoppvarming pa 120
grader ogsa ga utbytte pa ca 15% var at det var vannfasen som stoffet 1a i. Mistanken dukket
opp siden det i dette forsgket ikke skummet like mye over og at reaksjonen i litteraturen
foregikk i DMSO, et lgsemiddel som lar seg lgse i vann. Denne mistanken ble lagt ded da det
i forsgket som hadde foregatt i romtemperatur kom et utbytte pa ca 50 %. Siden det ikke
skummet over i dette forsgket kan det antas at problemet er at ikke alt av produktet kommer
over i den organiske fasen etter to ekstraksjoner. Dette kan kanskje komme av at den polare
delen av molekylet (xylan) blir for dominerende nar det kommer til hvilken type lgsemiddel
som malmolekylet 1b lgser seg best i. For a fa mer av malmolekylet over i den organiske
fasen ble det besluttet & gke antall ekstraksjoner fra to til fire. Dette resulterte i en signifikant
gkning i utbytte selv i det ene forsgket som dessverre skummet over. De to ekstra
ekstraksjonene resulterte i at utbyttet i reaksjonen hvor det skummet over gikk fra 15 til 39%.
| forsgket som ikke skummet over sa gikk utbyttet fra 50 til 65%. Dette tyder pa at en gkning i
antall ekstraksjoner gir bedre utbyttet.

En annen mulig forklaring pa at utbyttet fremdeles var langt under det som er rapportert i
litteraturen er at det ikke all xylanet som ble tilsatt var oksidert. Dette kommer av at det kun
blir en antagelse om hvor mye av xylanet som er oksidert basert pa en tommelfingerregel.
Tommelfingerregelen gar ut pa at hvis toppen til oksidert xylan har ca lik intensitet som
toppen til xylan kan det antas at graden av oksidasjon er pa ca 50%. Ut ifra MS-spektrene pa
det oksiderte xylanet som ble brukt sa kunne graden av oksidasjon variere fra ca 50 til 60%

avhengig om stoffet hadde statt i romtemperatur i 7 dager eller 2 timer pa 100 grader i

54



mikrobglgeovn. Det reelle utbyttet vil derfor kunne veere noe hgyere enn hva som ble oppgitt

siden xylanet som ble tilsatt hadde en oksidasjonsgrad pa ca 50-60%.
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Konklusjon og videre arbeid

Syntesen av katalysatoren resulterte i varierende grad av suksess. Der hvor de to ferste
trinnene ga utbytte stabilt over 70% sa ga det siste trinnet noen utfordringer. Utbyttet i det
siste trinnet varierte fra 35-89%, noe som skyldes en fordobling av den opprinnelige
prosedyren gir varierende utbytte. Det varierende utbyttet gjar det vanskelig & fa til en
reaksjon pa stor skala siden mengden katalysator ikke holder til & oksidere mer enn ca 400 mg
xylan forutsatt bruk av 20 mol%. Det bgr derfor undersgkes om det er mulig a fa lagd
katalysatoren med stabilt utbytte pa minst 61%. Hvis dette skulle vise seg & fungere vil dette
gi muligheten til & preve fordobling pa de andre trinnene i syntesen. Alt dette vil gjere

metoden bedre siden det er tidkrevende a gjennomfgre alle trinnene i syntesen.

Til det videre arbeidet bar det vurderes a benytte seg av mikrobglgeoppvarming i syntesen av
katalysatoren. Det farste syntesetrinnet vil det nok ikke vaere noe poeng a bruke
mikrobglgeoppvarmingen siden det ikke er noen ioniske forbindelser til stede. Derimot sa vil
de to siste trinnene av syntesen veare mulig & gjennomfare ved mikrobglgeoppvarming. Disse
reaksjonene inneholder ioniske forbindelser som kan absorbere EM-straling. Grunnen til at
disse reaksjonene kan prgves i mikrobglgeoppvarming er at volumene far tilsetting av eter
kan passe til prgveglassene benyttes i mikrobglgeforsgk, det vil si ca 15 ml. Dette betyr at i
det siste trinnet ma det tilsettes 5 ml mindre enn det som skal tilsettes ved fordobling, men
den potensielle gevinsten gjar at det kan vare verdt forsgket. Ved a effektivt tilfare noe varme
til molekylene vil det kanskje veere nok til at det blir dannet mer og renere stoff. Det er flere
grunner til hvorfor mikrobglgeoppvarmingen ikke skal benyttes til utfelling av det faste
stoffet. Blant annet siden eter vil sgrge for at det blir en stor begrensing pa temperatur siden
eter er en flyktig forbindelse. En annen viktig grunn er at det vil bli lagd ganske lite stoff per

praveglass om utfellingsdelen ogsa skulle foregatt i mikrobglgeovnen.

Alternativt til katalysator er enzymer. Dette bar vurderes siden enzymatisk oksidasjon ogsa vil
gi en selektiv oksidasjon av et karbohydrat. Bakgrunnen til at dette bgr vurderes er at det er
bevist at galaktoseoksidase fungerer godt pa polysakkarider som har en galaktoseenhet pa
ikke-reduserende enden. Hvis det finnes et oligo- eller polysakkarid med galaktoseenhet pa

ikke-reduserende enden og det er mulig a fa til en reaksjon i betingelser som
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galaktoseoksidase taler ber dette sterkt vurderes. Dette vil potensielt kunne gi store

besparelser pa tid siden det da ikke vil vaere ngdvendig & bruke dager pa a lage katalysatorer.

Oksidasjonen av xylan hadde sine utfordringer, men nar de ble lgst gikk reaksjonen ganske
bra og ga nok produkt slik at malmolekylet kunne bli dannet. En ting som det kan konkluderes
med er at det betydningen av & metyl-beskytte den reduserende enden gir noe hgyere
oksidasjonsgrad enn for ikke-beskyttet. Siden gkningen var pa opptil 20%( 10%-poeng) er det
udiskutabelt at det & beskytte reduserende enden gir god effekt. Det videre arbeidet bar
fokusere pa hvordan oksidasjonen kan bli enda bedre, blant annet ved & se pa mulighetene for
bruk av lavere mol% enn de 20 som ble brukt i denne oppgaven. En annen ting som det ber
sees pa videre pa er bruken av etylbenzen og syren sine egenskaper nar det kommer til &
forhindre deaktivering av katalysatoren. Basert pa litteraturen vil disse to forbindelsene kunne
bidra til lavere forbruk av katalysator. Det bgr ogsa gjares videre forsgk pa a lete etter mer

optimale oksidasjonsbetingelser pa mikrobglgeovnen.

Syntesen av aminet gikk relativt smertefritt siden det ble benyttet et syreklorid fremfor syre.
Prosedyren til Banno ga et godt utgangspunkt for en god syntesevei for a danne aminet. Det
eneste minuset med metoden er lgsemiddel som ble benyttet til filtreringen. Det bgr derfor
vurderes om en alternativ metode for a fjerne Boc-gruppen bar benyttes eller gjore

undersgkelser pa om det kan benyttes et annet lgsemiddel til filtreringen.

Den reduktive amineringen fungerte for begge aminene. Det kan derfor konkluderes i at enda
flere aminer bgr kunne kobles til xylan etter metoden som er beskrevet i denne oppgaven. Det
kan ogsa konkluderes med at metylering av den reduserende enden er avgjerende for a danne
1a og 1b. Hvis den reduserende enden ikke beskyttes sa er det risiko for a fa en blanding av
flere ulike produkter. Det bgr derfor vurderes om noe av det videre arbeidet ber ga til & fa en
hayere grad av metylering enn det som ble oppnadd i denne oppgaven. Selv om metoden til
Sato fungerte, sa ga varierende suksess basert pa utbyttet. Dette skyldes nok at metoden til
Sato opprinnelig ikke ble brukt til karbohydrater og at det skummet over i en del forsgk da det
ble tilsatt Na2COs. Nar det kommer til det videre arbeidet pa den reduktive amineringen bar
det undersgkes om det kan gjeres noen endringer i metoden til Sato for & se om dette vil gi
enda bedre utbytte. For eksempel bar det testes om det trengs mer enn fire ekstraksjoner med

etylacetat. Det bgr ogsa vurderes om et annet organisk lgsemiddel som er noe mer polart kan
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gi bedre utbytte ved at mer av produktet kommer over i den organiske fasen. Det bgr ogsa

vurderes & se om det er mulig & optimalisere mikrobglgeoppvarmingen.

58



Eksperimentelt

Syntese av palladumkatalysatoren 41

Syntese av (2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(OAc)2 39

\

| N + Pd(OAc), m

_N 74
73

Skjema 41 viser syntesen av (2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(OAc)2 39

I en 100 ml rundkolbe ble 73 (0.639¢g, 3.07 mmol) og 74 (0.679, 3.02 mmol) lgst i 55 ml
aceton. Denne lgsningen ble sa rart over natten ved romtemperatur. Etter en natt med rgringen
hadde det blitt dannet gult bunnfall som ble isolert med sentrifugering. For a sikre god
opprensing ble det benyttet 4-6 sentrifugerar av plast. Etter 10 minutter pa 4000 rpm ble
supernatanten dekantert og det gule bunnfallet ble vasket 2 ganger med aceton etterfulgt med
sentrifungering etter hver vask. Til slutt ble det bunnfallet tarket over natten i vakuum.
Utbytte 0.9669, 74%.

'H NMR (400MHz, CDCIls): 2.06 ppm (s, 6H), 2.98 ppm (s, 6H), 7.5 ppm (d, 8.36 Hz, 2H),
7.85 ppm (s, 2H), 8.31 ppm (d, 8.32 Hz, 2H).

13C NMR (100MHz, CDCls): 23, 24.56, 126.3, 126.84, 127.9, 138.3, 147.3, 165.4, 175.7 ppm
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Syntese av (2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(MeCN)20Tf2 40

CH4CN
TfOH i CHsCN

(C2Hg)20

) 2 TfO"
~ N'Ed'OAc
AcO

39

40

Skjema 42 viser syntesen av (2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(MeCN)20OTf2 40

I en 25 ml rundkolbe ble en lgsning av 39 (0,2405g, 0.557 mmol) i 1 ml acetonitril tilsatt en
lgsning av trifluoretansulfonsyre i acetonitril (0.33M, 3.8 ml, 2.5 ekvialenter). Etter 10
minutter rgring ble det tilsatt 10 ml dietyleter som resulterte i utfelling av et gult bunnfall.
Bunnfallet ble isolert ved sentrifugering. Blandingen ble overfort til sentrifugerer av glass og
ble sentrifugert i 15 min pa 4000 rpm. Opprensingen av bunnfallet var a lgse bunnfallet i
acetonitril for sa a bli felt ut igjen ved a tilsette dietyleter. Dette ble gjort 2 ganger med
sentrifugering etter hver vask. Supernatanten fra farste sentrifugering ble tilsatt en lgsning av
trifluoretansulfonsyre i acetonitril (0.33M, 1.0 ml, 2.5 ekvialenter) og sa rert i 2 minutter for 2
ml dietyleter ble tilsatt. Dette ble gjort for a felle ut ytterligere mengde bunnfall. Dette
bunnfallet fulgte samme prosedyre for opprensing som det opprinnelige bunnfallet. Til slutt
ble alt bunnfallet samlet i samme sentrifugerar og sa ble det tarket over i natten i vakuum.
Utbytte = 0,305¢g, 79%

'H NMR (400MHz, DMSO-de): 2.06 ppm (s, 6H), 2.98 ppm (s, 6H), 7.92 ppm (d, 8.28 Hz,
2H), 8.19 ppm (s, 2H), 8.81 ppm (d, 8.36 Hz, 2H).

13C NMR (100MHz, DMSO-de): 1.6, 26, 119.5, 122,75, 127.17, 127.5,127.65, 127.87, 129,
129.27 140, 145, 163.66 ppm
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Syntese av [(2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(OAc)].0Tf2 41

2+
2+

2x TfO- CH3CN 2x TfO-

(C2Hs)20

39 40 —

Skjema 43 viser syntesen av [(2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin)Pd(OAc)]20Tf2 41

I en 100 ml rundkolbe ble 39 (0.0810 g, 0.188 mmol) og 40 (0.1233g, 0.177 mmol) lgst i 20
ml acetonitril. Etter 20 minutter rgring ble 50 ml dietyleter tilsatt for a felle ut det faste stoffet.
For a vaere sikker pa at alt stoffet ble felt ut ble Igsningen rart i 5 minutter etter at dietyleter
ble tilsatt. For a isolere det fastet stoffet ble lgsningen overfart til sentrifugerar av glass og
sentrifugert i 10 minutter pa 4000 rpm. Etter sentrifugeringen ble supernatanten dekantert og
det faste stoffet ble vasket 2 ganger med dietyleter med sentrifugering etter hver vask. Til slutt
ble det faste stoffet tarket over natten i vakuum. Utbytte = 0,1140g, 69%.

'H NMR (400MHz, CD3CN), mettet for & favorisere dimer: 2.22 ppm (s, 6H) og 2.59 ppm (s,
12H), 7.36 ppm (d, 8.36 Hz, 4H), 7.66 ppm (s, 4H), og 8.24 ppm (d, 8.36 Hz, 4H).

'H NMR (400MHz, CD3CN), monomer: 1.98 ppm (s, 3H), 2.8 ppm (s, 6H), 7.71 ppm (d,
8.36 Hz, 2H), 8.01 ppm (s, 2H), og 8.59 ppm (d, 8.36 Hz, 2H).

13C NMR (100MHz, CD3sCN): 23.5, 24.47, 127.8, 128.4, 128.9, 141, 146.8, 166.5 0g 188.4
ppm.?

2 Det er flere topper i * C NMR spekteret enn det som ble beskrevet. Dette kommer nok av flere av de toppene
med relativ lik kjemisk shift kommer som falge av en overlapp siden det ble ca 2500 scans for a fa dannet dette
spekteret.
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Metylering av reduserende enden til Xylan 15a

HO O /o 0
HO f§:;>;/o O 0 0
HO H
tﬁi ™ H%’Hmo
A OH
15a

MeOH,
AcCl
TN o= o0 0
HO O
OAc b HOA—T- H(%/OMe

15b

Skjema 44 viser metylering av reduserende enden til xylan 15a

2,12 g 15a ble lgst i 50 ml metanol far katalytisk mengde (0,36 ml) acetylklorid ble tilsatt
drapevis. Acetylkloird og metanol dannet metylacetat og vannfri HCI, der HCI er den reelle
katalysatoren. Denne blandingen sto i 2 timer under rgring ved romtemperatur. reaksjonen ble
stoppet ved a tilsette trietylamin( 0,7ml). Siden ikke all metanolen ble dampet bort ble det

vanskelig a beregne det reelle utbyttet. Grad av metylering 66-75%

13CNMR toppen pa 92-93 ppm, ingen topper mellom 6 og 7 ppm i tHNMR, og +14 topp fra
pentosenhetstopper bekrefter at metyleringen ble bekreftet.

799.743 8213 RNF metylert xylan 700-2400 0:18 MS Re
799.743
—_ 1402 —i

785722 815.743 — 1401 —
722 857.782

757.701
743676

1402 917852 931867

773.706 889.829

829.769

841.776
833.760

765.415 875.808

Figur 22 viser MS-spekteret til metylert xylan 15b
I *H NMR-spekterne til xylan og metylert xylan ble det ikke forsgkt a integrere de ulike

toppene siden dette ikke ble ansett som nyttig informasjon. Grunnen til dette er at det kun er

mangel pa de to toppene mellom 6-7 ppm som bekrefter at reaksjonen har gatt. Ellers er det
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ikke mer & si enn at de resterende toppene ligger innenfor de kjemiske skift som er forventet

for karbohydrater.
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Figur 26 viser 3 C NMR spekteret til metylert RNF xylan 15b
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Metylering ved bruk av mikrobglgeoppvarming

100 mg 15a (0.0897 mmol) ble lgst i 10 ml metanol. Da alt var lgst, ble det tilsatt katalytisk
mengde acetylklorid/eddiksyre (5 draper). Deretter ble lgsningen satt pa mirkobglgeovnen og

varmet i 30 min pa 60/80 grader celsius.

Optimaliseringsforsgk som ikke fungerte

200 mg 15a (0.179 mmol) ble lgst i ca 20 ml metnaol eller 10% vann i metanol. Deretter ble
katalytisk mengde acetylklorid/ HCI tilsatt. Denne blandingen sto sa i romtemperatur i 2 timer
eller overnatten. Reaksjonen ble stoppet ved a tilsette 1 ml trietylamin. Lgsemiddelet ble

dampet bort pa rotavapor far praven sto i vakuum over natten.

Oksidasjon av Xylan med ikke-beskyttet reduserende ende 15a

41
3 eq benzokinon
10:1 MeCN/H,0

P >=X I 0 =2° 0
HO O H
o” OAc o HOMT> S0 N0
i OH
67a

Skjema 45 viseroksidasjon av 15a

500 mg 15a (0.4545 mmol) ble lgst i 5 ml acetonitril/vann (10:1). Etter at 15a hadde lgst seg
ble 147 mg benzokinon (1,36 mmol, 3 eq), og 64 mg 41 (0,072 mmol, 15 mol%) tilsatt
Igsningen. Denne lgsningen sto s i en uke hvor sma praver ble tatt ut for & se hvordan

oksidasjonsgraden utviklet seg over tid. Ca 50% oksidasjon etter en uke.
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Oksidasjon av Xylan med metylert reduserende ende 15b

41
3 eq benzokinon
10:1 MeCN/H,O

"o 2 Om/o 0 0
HO o M
" Ohc I 5o N—=\_OMe
i OH
67b

Skjema 46 viseroksidasjon av 15b

Forsgk som ikke fungerte

500 mg 15b (0.45 mmol) ble lgst i 5 ml acetonitril/vann (10:1). Etter at xylanet hadde lgst seg
ble 147 mg benzokinon (1,36 mmol, 3 eq), og 46 mg 41 (0,048 mmol, 10 mol%) tilsatt
lgsningen. Denne lgsningen sto sa i en uke hvor sma praver ble tatt ut for & se hvordan

oksidasjonsgraden utviklet seg over tid.

Forsgk som fungerte

500 mg 15b (0.45 mmol) ble lgst i 5 ml acetonitril/vann (10:1). Etter at xylanet hadde lgst
seg ble 147 mg benzokinon (1,36 mmol, 3 eq), og 92 mg 41 (0,096 mmol, 20 mol%) tilsatt
Igsningen. Katalysatoren ble tilsatt i to omganger pa 10 mol% med to timers mellomrom.
Denne lgsningen sto sa i en uke hvor sma praver ble tatt ut for a se hvordan

oksidasjonsgraden utviklet seg over tid.
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Test av katalysatoren

100 mg av 15a (0.09 mmol) og 15b (0.0897 mmol) ble lgst i 10 ml acetonitril og vann. Etter
at xylanet var lgst ble det tilsatt 30 mg (0.27 mmol. 3 eq) benzokinon og ca 10 mg 41 (10
mol%). Denne lgsningen sto sa under konstant rgring i en uke hvor det ble tatt ut praver pa

dag 1, 2, og 5. Tilsvarende prosedyre ble ogsa testet pa 50 mg X3 og 50 mg metylert X3.

785.703 959.868 RNF xylan control 0:14 MS Raw

132.12
L e —]

827.744 — 4204 —i 1176072

2004 1001.907
1224.121
.LL " JJI b uhh‘

917824 I 1091.991 1134.029
400 RNF xytan oxcatalyst 1dag 700-2400 0:15 MS Raw

300

Intens. a.u]

851772 1013.927
100 743671 J ‘L L 1043951 |L
U,AHL.“.“L.“ L IM.L.ML\ T W A L Il]n.x ol Ao

Intens. [a.u]

300

2004
bbb J
SO Y] O YN O ST S N O T T

RNF xylan oxcatalyst 2dag 700-2400 0:16 MS Raw

Intens. [a.u]

1504

100

SO:MWMM M,' ! ‘-‘Wl ol “"l"“”;:,‘u;'j"f m ‘WWWMJMW@M

fan ox catalyst Sdag 700-2400 0:17 MS Raw

3009

250

Intens. fa.u]

2009

150

1004

!

750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250
miz

Figur 27 viser MS-spekteret av forsgk pa oksidasjon av xylan med 10 mol% katalysator
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Figur 28 viser MS-spekteret av forsgk pa oksidasjon av metylert xylan med 10 mol% katalysator
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Figur 29 viser MS-spekteret til forsgket pa & oksidere X# og metylert X3

Test av mengde tilsatt katalysator

100 mg av 15a (0.09 mmol) og 15b (0.0897 mmol) ble lgst i 10 ml acetonitril og vann. Etter
at xylanet var lgst ble det tilsatt 30 mg (0.27 mmol. 3 eq) benzokinon og ca 20 mg 41 (20
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mol%). Katalysatoren ble tilsatt i 2 omganger pa 10 mol% med 2 timers mellomrom. Denne
lasningen sto sa under konstant rgring i en uke hvor det ble tatt ut prever pa dag 1, 2, og 5.

Tilsvarende prosedyre ble ogsa testet pa 50 mg X3 og 50 mg metylert X3.
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Figur 30 viser MS-spekteret til oksidasjonen av xylan og metylert xylan

Mikrobglgeoppvarming

100 mg 15b (0.0897 mmol) ble lgst i 10 ml acetonitril og vann. Etter at xylanet var lgst ble
det tilsatt 30 mg (0.27 mmol. 3 eq) benzokinon og ca 20 mg 41 (20 mol%). Siden pragvergret
prgven ble tilsatt i matte lukkes far den kunne settes pa mikrobglgeovnen ble all katalysatoren
tilsatt samtidig. Etter at alt var tilsatt, ble praven satt pa mikrobglgeoppvarming i 30 min eller

2 timer pa 60 eller 100 grader celsius.
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Figur 31 viser MS-spekterne til mikrobglgeforsgkene
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2AB (2-aminobenzamid (68))-merking

Dannelse av malmolekylet 1a

HN__O HO o o
(0] (@)
NH mo 0 o]
é/ 2+ o OAc OH HO SAc HmOMe
: OH
68

67b

HO 2 Jo 0 o
o0 o Q
HN OAc on HO HmOMe
OAc OH
n

Skjema 47 viser dannelsen av mdlmolekylet 1a

50 mg 67b, 25 mg 68, og 20 mg 32 ble lgst i 4 ml lgsning bestaende av 2 ml vann, 1,4 ml
metnol og 0,6 ml eddiksyre. Denne lgsningen ble varmet i mirkobglgeon pa 60 grader i 10
min eller en time. Deretter ble vannfasen ekstrahert med to ganger 10 ml etylacetat der begge

fasene ble spart pa for sikkerhets skyld. Begge fasene ble sa analysert pa MALDI-TOF.
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2AB-merking av 15a

Ml 20 HO Q 0
NH HO %o 0 ° o o
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68 15a
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»
N
BH,
32
HO O ) (0] 0]
HO %o < OH H NH,
HO 0
%4 R HOETN
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Skjema 48 viser 2AB-merking av 15a

50 mg 15a, 25 mg 68, og 20 mg 32 ble Igst i 4 ml lgsning bestdende av 2 ml vann, 1,4 ml
metnol og 0,6 ml eddiksyre. Denne lgsningen ble varmet i mirkobglgeon pa 60 grader i 10
min eller en time. Deretter ble vannfasen ekstrahert med to ganger 10 ml etylacetat der begge

fasene ble spart pa for sikkerhets skyld. Begge fasene ble sa analysert pa MALDI-TOF.
Syntese av 1-(palmitinoyl) piperazin 72

Syntese av tert butyl 4-(palmitinoyl)piperazin-1-karboksylat 71

0
0
HNT™ . N
\/\ﬁ/)%JZ\CI + k/N\Boc 12@

69 70 n

~

Boc

Skjema 49 viser amidsyntesen mellom 69 og 70

1-boc-piperazin 69 (4.91g, 26 mmol) ble lgst i 50 ml THF. Deretter ble trietylamin (4.2 ml)
og palmitinsyreklorid 70 (7.33g, 26 mmol) tilsatt. Lgsningen ble sa rart i 2 timer ved
romtempperatur. Lgsningen ble sa tilsatt ionefritt vann far den ble ekstrahert 3 ganger med 50
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ml etylacetat (AcOEt). Videre ble den organiske fasen vasket 2 ganger med 50 ml 1M HCI og
en gang med 50 ml brine (mettet NaCl-lgsning). Til slutt ble lasemiddelet dampet bort pa
rotavapor. Utbytte = 10,12¢g, 89%

'H NMR (400MHz, CDCls): 0.81 ppm (t, 6.8 Hz, 3H), 1.2-1.3 ppm (m, 26H), 1.47 ppm (s,
9H), 1.5 ppm (m, 2H), 3.35 (t, 5.1 Hz, 4H) og 3.59 ppm (t, 4.98 Hz, 4H).

13C NMR (100MHz, CDClg): 13.8, 13.9, 20.6, 22.4, 25, 29.11, 29.2, 29.3, 29.38, 29.4, 29.44,
31.67, 33, 41, 45, 59.9, 79.6, 154, 171 ppm
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Figur 32 viser ' H NMR spekteret til tert butyl 4-(palmitinoyl)piperazin-1-karboksylat 71
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Figur 33 viser 13C NMR spekteret til tert butyl 4-(palmitinoyl)piperazin-1-karboksylat 71
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Avbeskyttelse av tert butyl 4-(palmitinoyl) piperazin-1-karboksylat 71

o)

\/%N HCl i
k/)\I\Boc MUH

72

71

Skjema 50 viser dannelsen av 1(palmitinoyl) piperazin 72 ved fjerning av Boc-gruppen

6,89 71 (16 mmol) ble lgst i 10 ml etylacetat og 10 ml metylacetat som inneholdt 4M HCI.
Metylacetaten ble dannet for a lage vannfri HCI via acetylklorid og metanol. Denne lgsning
sto over natten i romtemperatur. Deretter ble lgsemiddelet dampet bort pa rotavapor ble det

faste stoffet samlet ved filtrering og vasket med etylacetat. Uthytte var pa 48%.

'H NMR (400MHz, DMSO-de): 0.86 ppm (t, 6.48 Hz,3H), 1.2-1.36 ppm (m, 24H), 1.4 ppm

(s,1H), 1,45 ppm (m,2H), 2.25 ppm (t, 7.3 Hz,2H), 3-3.1 ppm (m,4H), 3.65 ppm (m,4H).

13C NMR (100MHz, DMSO-ds): 14.4, 22.55, 25, 28.5m 29.17, 29.23, 29.5, 31.76, 32.4,
38.11,42.17,43.12, 79.56, 171.4 ppm
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Figur 34 viser * H NMR spekteret til 1-palmitoylpiperazin 72
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Skjema 51 viser dannelsen av mdlmolekylet 1b

Mikrobglgeoppvarming to ekstraksjoner, skummet over

80 mg 67b (0,072mmol) , 25 mg 72 (0,0772mmol) og 20 mg 72 (0,187mmol) ble lgst i 7,5 ml
10:1 MeOH/AcOH.Reaksjonen sto to timer i mikrobglgeovn pa 90 grader. Etter dette ble
metanolen dampet bort pa rotavapor far det ble tilsatt 10 mlI HCI. Denne lgsningen sto i 30
minutter far 10 ml vann og ca 2,5 g Na2COs. NB tilsettingen av Na2COs bar skje i en 250ml
erlenmeyerkolbe for a vere sikker pa at det ikke skummer over. Vannfasen ble sa vasket med
to ganger 30 ml etylacetat. Den organiske fasen ble samlet opp og vasket med 15 ml saltlake
0g sa tarket ved a tilsette Na2SOa. Uthytte var 15 mg (15%). Dette skyldes at det skummet

over.

Mikrobglgeoppvarming fire ekstraksjoner, skummet over

100 mg 67b (0,072mmol) , 30 mg 72 (0,0772mmol) og 20 mg 72 (0,187mmol) ble lgst i 11
ml 10:1 MeOH/AcOH og rert i 2 timer pa 90/120 grader i mikrobglgeovn. Etter at lgsningen
var ferdig i mikrobglgeov nen ble metanolen dampet bort pa rotavapor fgr 10ml 10% HCI ble

tilsatt. Denne lgsningen sto i 30 minutter far 10 ml vann og ca 2,5 g Na2COs. NB tilsettingen

88



av Na2COzbar skje i en 250ml erlenmeyerkolbe for & vaere sikker pa at det ikke skummer
over. Vannfasen ble sa vasket med fire ganger 30 ml etylacetat. Den organiske fasen ble
samlet opp og vasket med 15 ml saltlake og sa tarket ved a tilsette Na2SOa. Utbytte var 50 mg
(39%).

Mikrobglgeoppvarming fire ekstraksjoner

100 mg 67b (0,072mmol) , 30 mg 72 (0,0772mmol) og 20 mg 72 (0,187mmol) ble lgst i 11
ml 10:1 MeOH/AcOH og rart i 2 timer pa 90/120 grader i mikrobglgeovn. Etter at lgsningen
var ferdig i mikrobglgeovnen ble metanolen dampet bort pa rotavapor fer 10ml 10% HCI ble
tilsatt. Denne lgsningen sto i 30 minutter fgr 10 ml vann og ca 2,5 g Na2COs. NB tilsettingen
av Na2COz bar skje i en 250ml erlenmeyerkolbe for & vare sikker pa at det ikke skummer
over. Vannfasen ble sa vasket med fire ganger 30 ml etylacetat. Den organiske fasen ble
samlet opp og vasket med 15 ml saltlake og sa tgrket ved a tilsette Na2SOa. Uthytte var 84 mg
(65%).

Romtemperatur

80 mg 67b (0,072mmol) , 25 mg 72 (0,0772mmol) og 20 mg 72 (0,187mmol) ble lgst i 7,5 ml
10:1 MeOH/AcOH. Reaksjonen sto fem dager i romtemperatur. Etter dette ble metanolen
dampet bort pa rotavapor fer det ble tilsatt 10 ml HCI. Denne lgsningen sto i 30 minutter far
10 ml vann og ca 2,5 g Na2COs. NB tilsettingen av Na2COs bar skje i en 250ml
erlenmeyerkolbe for & veere sikker pa at det ikke skummer over. Vannfasen ble sa vasket med
to ganger 30 ml etylacetat. Den organiske fasen ble samlet opp og vasket med 15 ml saltlake
0g sa tarket ved a tilsette Na2SOa. Utbytte var 50 mg (50%).

'H NMR (400MHz, DMSO-de): 0.86 ppm (t, 6.78 Hz,3H), 1.2-1.36 ppm (m, 26H), 1.45 (m,
2H), 1.98 (ds, 10H), 2.25 ppm (t, 2H), 3-3.1 ppm (m,4H), 3.65 ppm (m,4H).
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