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Sammanfattning

Syftet med detta kandidatarbete har varit att utveckla kirala molekyler frain aromatenheter,
som potentiellt kan erhallas frdn nedbrytet lignin. Metoderna som anvindes var
biotransformation med Ralstonia eutropha B9, vilken uttrycker bensoat 1,2-dioxygenas,
samt organisk syntes via hydrogen borrowing- och hydroamineringsreaktioner.

Malet ar att de kirala molekylerna fran biotransformation ska kunna anvandas vid
tillverkning av hogviardeskemikalier. De aromatiska molekylerna foradlas successivt
till allt mer avancerade kirala molekyler genom biotransformation och organisk syntes.
Forhoppningen ar att molekylerna, i kommande studier, ska kunna utvecklas ytterligare
och anvindas for att ersatta de molekyler som i dagsldget erhalls fran fossila ravaror.

Ett antal biotransformationer genomfordes, med bensoesyraderivat som substrat. Detta
lyckades for ett substrat, natriumbensoat. Substitution p4 metapositionen testades ocksa,
men dessa substrat genomgick inte samma reaktion. Slutsatsen som dras dr att denna
organism kanske inte lampar sig for biotransformation av nedbrutet lignin.

Hydrogen borrowing-reaktionen som genomfordes pa derivat fran biotransformations-
produkten gav inte den forviantade reaktionen utan gav en rearomatiserad produkt. Daremot
gav testreaktionen med bensylalkohol ett lyckat resultat. Hydrogen borrowing-reaktionen
kan dock eventuellt genomforas vid en lagre temperatur, vilket kan vara en losning pa
problemet med att produkten rearomatiserades. I annat fall finns det manga organiska
reaktioner som kan utviarderas. Hydroamineringsreaktioner genomfordes ocksa, med flera
startmaterial. Dock genomgick inga av dessa reaktioner den forvintade reaktionen.

Slutsatsen dr att det finns stor potential for att skapa kirala molekyler fran nedbrutet
lignin via biotransformation och organisk syntes. Dock ar R. eutropha B9 kanske inte den
mest lampliga organismen for biotransformation av aromatenheter fran nedbrutet lignin.
Vidare kan det mycket vil vara av intresse att utveckla produkter fran biotransformation
till hogviardeskemikalier i form av exempelvis lakemedel och material.
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The road to a sustainable future

Enzyme based tools for biotransformation and refining of renewable raw materials

JOHN FORSBERG, EMILIA SANDOLF, SOFIE SVENNUNGSSON, HANNA SVENSSON,
TOMMY SY, CHRISTIAN AKESSON

The department of chemistry and chemical engineering

Chalmers University of Technology

Abstract

The aim of this bachelor project has been to develop chiral molecules from aromatic units,
which may be obtained from degraded lignin. The methods used were biotransformation
with Ralstonia eutropha B9, expressing benzoate 1,2-dioxygenase, and organic synthesis
through hydrogen borrowing and hydroamination reactions.

The goal of this process is to use these diversified products for high value chemical
production. The aromatic molecules are progressively processed into increasingly
sophisticated chiral molecules through biotransformation and organic synthesis. The hope
is that the molecules, in future studies, will be further developed and used to replace the
molecules currently obtained from fossil raw materials.

A number of biotransformations were performed with benzoic acid derivatives as substrates.
These were carried out successfully on one substrate, sodium benzoate. Substitution at
the meta position was also tested and were found to not undergo the same reaction. The
conclusion from the biotransformations is that this particular organism may not be suitable
for biotransformation of degraded lignin.

Hydrogen borrowing reactions on the derivatives of the biotransformation products did not
yield the expected reaction, but one reaction did afford a rearomatised product. However the
test reaction with benzyl alcohol did afford the desired product. The hydrogen borrowing
reaction could still be achieved at lower temperatures, and this might be a solution for the
rearomatisation of the product. Otherwise there are a whole range of other organic reactions
that could be carried out. Hydroamination reactions were also carried out on a number of
substrates. However, non of these reactions did provide the expected reaction.

To conclude, there is great potential in creating chiral molecules from degraded lignin,
through biotransformation together with organic synthesis. However R. eutropha B9 may
not be the most suitable organism for biotransformation of aromatic units from degraded
lignin. Further on, it would certainly be interesting to develop the product from the
biotransformtion to high value chemicals, as materials and pharmaceuticals.

The report is written in Swedish.
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Forkortningslista

BZDO - Bensoat 1,2-dioxygenas

DCM - Diklormetan

DMF - Dimetylformamid

DMP - Dimetoxipropan

Dppf - 1,1-bis(difenylfosfin)ferrocen

DSH - Dinatriumsuccinathexahydrat

EPA - US Environmental Protection Agency

HA - Hydroaminering

HB - Hydrogen borrowing

HMB - Hutner’s Mineral Base

IPTG - Isopropyl 5-D-1-tiogalaktopyranosid

IR - Infrarod

NMR - Nuclear Magnetic Resonance (svenska: Karnmagnetisk resonans)
NO, - Kvaveoxider

ppm - parts per million

SO, - Svaveloxider

TFA - Trifluorattiksyra

THF - Tetrahydrofuran

TLC - Thin Layer Chromatography (svenska: Tunnskiktskromatografi)
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Ordlista

Aromatenhet - En cyklisk forening dar varje atom har en dubbelbindning som &r
konjugerad med grannatomerna.

Aromatisering - En kemisk reaktion varvid ett aromatiskt system bildas fran ett
ickearomatiskt system.

Atomekonomi - Matt pa andelen reaktantatomer som har inforlivats i produkten.

Autoklavering - Sterilisering av exempelvis kemikalier och apparatur genom
uppvarmning under okat tryck.

Biomassa - Material av biologiskt ursprung.
Biotransformation - Organisk reaktion katalyserad av enzymer.
Derivat - Nagot som ar bildat, eller ’deriverat’, ur nagot annat.

Diol - En kemisk grupp med tva hydroxigrupper (-OH) i sig och kan jamforas med enkla
alkoholer som har endast en hydroxigrupp.

Elektrofil - En molekyl eller atom som dras till elektrontdta omraden i en annan
molekyl.

Enzym(er) - Biologisk katalysator i form av protein som produceras av varje levande
organism.

E. coli - Escherichia coli, bakterie.

Flashkolonnkromatografi - En typ av vitskekromatografi som anvinds for att kunna
separera olika organiska molekyler i ett prov. Ofta anvands en silikagel i kolonnen som
stationar fas och lIosningsmedel av olika polaritet anviands som mobilfas.

Funktionell grupp - Avgrinsad del av en molekyl som paverkar kemiska egenskaper.

Forestring - En reaktion mellan syra och alkohol dar en vattenmolekyl avspjéalkas och
en ester bildas.

HA - Hydroaminering, vilket ar en reaktion da en amin adderas till en alken.

HB - Hydrogen borrowing, svensk oOversiattning saknas men kan liknas vid
"vateutlaning".

HMB - Hutner’s Mineral Base, medium for biotransformation.

Imin - En forening som innehaller en dubbelbindning mellan ett kol och ett kvave,
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2. Ordlista

med strukturen RN=CR,.
Intermediarer - Kemiskt tillstdnd mellan substrat och produkt.

IPTG - Isopropyl -D-1-tiogalaktopyranosid, laktosanalog som inte bryts ner av
enzym som bryter ner laktos.

IR-spektrum - Ett spektrum som erhalls da infrar6tt ljus (IR-ljus) anviands for att
excitera elektroner i ett prov samt ta reda pa vilka olika funktionella grupper som finns.

Karusell - Carousel 12 Plus Reaction Station fran Radleys.
Katalysator - Amne som paskyndar en kemisk reaktion.

Kiral molekyl - Molekyl som ser ut som spegelbilden av en annan molekyl, men inte
har ndgon symmetrilinje, se figur 3.2.

Lamnande grupp - Atom eller molekyl som lamnar en storre molekyl.

Masspektrometri - En separationsmetod dar jonernas forhallande mellan laddning
och massa utnyttjas. Separationen sker i gasfas.

NMR - Nuclear Magnetic Resonance (svenska: Karnmagnetisk resonans), en metod for
att ta reda pa strukturen och kopplingen mellan atomer hos en molekyl.

Nukleofil - En molekyl eller atom som dras till mindre elektrontita omraden i en
annan molekyl.

R. eutropha - Ralstonia eutropha, bakterie.

Selektivitet - Utbytet av den onskade produkten i forhallande till mangden forbrukat
substrat.

Skyddsgrupp - En funktionell grupp som har modifierats for att bli stabilare.
Substrat - Startmaterial for katalysator.

TLC - Thin Layer Chromatography (svenska: Tunnskiktskromatografi) ar en typ
av vatskekromatografi dar 16sningsmedel med olika polaritet kan anvandas for att
separera olika organiska molekyler i ett prov.

Turnover/Turnovertal - Turnovertal dr det maximala antalet kemiska konversioner
av ett substrats molekyler per sekund som ett enstaka katalytiskt aktivt centrum utfor
for en given koncentrationsmangd. Betecknas ofta som k..

T7/lac-systemet - Ett system som kan anvandas for aktivering av en specifik gen
genom inducering med laktosanalogen IPTG, vilket gor att enzymet av intresse
produceras.

UV-ljus - Ultraviolett ljus.
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Introduktion

3.1 Bakgrund

Dagens utbredda anviandning av fossila ravaror i kemisk industri bidrar i stor utstrackning
till forsamring av mark-, vatten- och luftmiljo i form av exempelvis sméltande glaciarer,
surare hav, 6kande temperatur och samre luftkvalitet. Detta sker fraimst genom utvinning av
fossila ravaror och forbranning av fossilbaserade produkter, samt felaktig avfallshantering
och oavsiktliga utsldpp till naturen. !2

Jorden tillhandahaller dven en begriansad méangd fossila ravaror, da de bildas under mycket
lang tid, vid hogt tryck och hog temperatur. Idag konsumeras dock en storre miangd resurser
dn vad jorden formar nyproducera. Det ar darfor troligt att de fossila ravarorna kommer bli
mer svartillgangliga och sa smaningom &ven ta slut.>

En 16sning pa detta problem, och ett steg pa viagen till en battre miljo, kan vara att ersatta de
fossila ravarorna med fornyelsebara ravaror. De fornyelsebara ravarorna kan nybildas under
overskadlig tid och det blir lattare att inte 6veranvianda jordens resurser. Exempel pa denna
typ av ravara ar bioravaran ved, som innehaller cellulosa, hemicellulosa och lignin. Lignin,
se figur 3.1, ar idag en restprodukt fran massaindustrin®® och dr darfor extra intressant att
forsoka anvianda som ravara vid tillverkning av produkter da det redan finns tillgangligt.

HOHE—— === OH

Figur 3.1: Del av lignins struktur, med aromatiska kolviten.



3. Introduktion

Eftersom lignin innehaller manga strukturella element i form av aromatiska kolviten finns
det manga potentiella substrat som kan vidareutvecklas och bli vardefulla inom finkemin.
Utveckling och foradling av aromatenheterna kan ske med biotransformation och organiska
synteser, under forutsattning att ligninet kan brytas ned till onskade molekyler, for att
erhalla kirala och mer komplexa molekyler. Flera forskningsprojekt visar pa att det finns
stora mangder lignin som kan utvinnas samt att det finns goda mojligheter att med lignin
som ravara, skapa hogvardeskemikalier,®~® som bland annat kolfiber och lakemedel. I en
demonstrationsanldggning har det exempelvis producerats 8000-10000 ton lignin arligen.®
Forskning visar dock ocksa pa att lignin dr en ravara som ar svar att foradla vilket ar
problematiskt,” men ocksa en intressant utmaning for forskningen.

3.2 Syfte

Det priméra syftet med detta projekt ar att skapa kirala molekyler utifran aromatenheter
som potentiellt kan erhéllas fran lignin. En kiral molekyl har ingen symmetrilinje och ar
darfor inte identisk med sin spegelbild. Detta kan medfora skillnad i biologisk aktivitet, som
kan vara av intresse vid exempelvis likemedelstillverkning. I figur 3.2 visas ett exempel pa
en kiral molekyl.

COOH HOOC

g —
ch/k )\cHg
OH HO

Figur 3.2: De tva enantiomererna av mjolksyra, en kiral molekyl.

Malet &r att de kirala molekylerna ska kunna tjina som byggblock i biobaserade produkter.
Projektet ar ett delsteg i en stor process dar aromatenheter fran lignin anviands som ravara
for att erhalla enklare aromatiska molekyler, som successivt forddlas till allt mer avancerade
kirala molekyler genom biotransformation och organisk syntes. Forhoppningen ar att
molekylerna, i kommande studier, ska kunna utvecklas ytterligare och anviandas for att
ersiatta de molekyler som i dagslaget erhalls fran fossila ravaror.

3.3 Metod

I detta projekt har biotransformation och organisk syntes anvants for att foradla olika
startmaterial i form av aromatenheter. Vidare har ocksa tunnskiktskromatografi (TLC),
kdrnmagnetisk resonans (NMR) samt IR-spektroskopi anvints for analys av eventuella
produkter, samt flashkolonnkromatografi for att rena produkten fran kvarvarande
startmaterial och biprodukter. Se kapitel 2 och 1 for beskrivning av analysmetoder samt
forkortningar. Genomforda riskbedomningar aterfinns i kapitel B. Bilder innehallande
molkeylstrukturer och reaktionsscheman har ritats i programmet ChemDraw och analys av
NMR-spektrum har genomforts i programmet MestReNova.



3. Introduktion

3.4 Fragestillningar

Den huvudsakliga fragestdllning som studien anser undersoka dr om det finns potential
for att skapa kirala, aromatiska molekyler genom biotransformation och organisk syntes
med lignin som ravara. Om detta dr mojligt, kan da dessa molekyler vara av intresse att
vidareutveckla till material, lakemedel och andra hogvardeskemikalier?
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Teori

4.1 Ett hallbart samhalle

Minniskor i dagens samhdlle har idag en ohallbar livsstil, mycket pa grund av den utbredda
anvandningen av fossila ravaror. For att forsoka uppna en mer hallbar livsstil har ett
antal globala mal antagits av FN. Forhoppningen med malen ar bland annat att erhalla en
biobaserad ekonomi samt ett samhdille dir manniskor lever hallbart och inte 6veranviander
jordens resurser.’ I nuldget ar det darfor av intresse att byta ut de fossila rdvarorna mot
fornyelsebara ravaror. Biotransformation och organiska synteser anvinds idag for att
tillverka olika produkter, men det pagar mycket forskning for att ta fram nya metoder
och syntesvigar sa att fler och nya produkter kan tillverkas med fornyelsebara bioravaror
som startmaterial. Forskningen som pagar ar darfor av stor vikt for att kunna byta ut
fossila ravaror i kemisk industri. Det norska foretaget Borregaard har idag en produktion
av ligninbaserade produkter som bland annat vanillin och bioetanol.!®!! Det som har
studerats i detta projekt ar fortfarande pa ett forskningsstadium.

4.1.1 Globala mal

Den 25 september 2015 antogs 17 globala mal med 169 delmal pa ett FN-toppmote.°
Malen omfattar exempelvis jamlikhet, utbildning, ekonomisk tillvaxt, miljovard och
minskad klimatpaverkan fran mainniskor. Bland annat ska vattenkvaliteten forbattras
och alla manniskor ska ha tillgang till ren energi for ett overkomligt pris, samtidigt som
energianvindningen ska bli mer effektiv. Stdder ska bli mer hallbara med avseende pa
miljopaverkan, resursanviandning och tillganglighet.

Det finns dven ett mal med fokus pa hallbara produktions- och konsumtionsmoénster. Inom
detta mal finns det delmdl som ror halvering av matsvinn, ansvarsfull anviandning
av naturresurser, kemikalier och avfall samt vetenskapligt och tekniskt stod till
utvecklingslander for att uppna malet i fraga. '?

Det finns méanga viktiga naturresurser som méanniskan dar beroende av. Idag konsumeras dock
en storre mangd resurser dn vad jorden formar nyproducera, vilket inte kan kallas ansvarsfull
anviandning av naturresurser. Av denna enkla anledning maste samhallet bli mer hallbart,
och anvdndningen av naturresurser maste ske mer ansvarsfullt 4n idag.'!*

Ett byte av fossila ravaror till fornyelsebara ravaror skulle kunna bidra till en del av 16sningen



4. Teori

att uppna en del av de globala malen. Fornyelsebara ravaror kan exempelvis leda till ett
mer hallbart produktions- och konsumtionsmonster om anvandningen anpassas till den takt
ravarorna bildas.

4.1.2 Fossila ravaror

Fossila ravaror ar ett samlingsnamn for ravaror som inte dr fornyelsebara under 6verskadlig
tid. De dr organiska rester som bildats under mycket hogt tryck, hog temperatur och lang
tid. Nagra exempel pa fossila ravaror dr olja, naturgas och kol.3

Det finns manga viktiga produkter som kan skapas utifrdn fossila ravaror; allt fran
petrokemikalier, som plast och lakemedel kan tillverkas ifran, till energialstrande produkter
som brénsle och viarmeolja. Enligt Keim finns det fraimst fem byggstenar fran raolja och
naturgas som ar viktiga vid tillverkning av produkter utifran petrokemikalier; etylen,
propylen, C,-derivat, bensen och xylen, se figur 4.1.!

shaleNegele

Figur 4.1: Fran vanster till hoger: etylen, propylen, butadien, bensen, samt orto-, meta- och para-xylen.

Forskning har visat att fossila ravaror paverkar bade mainniska, djur och miljo
negativt. Denna negativa paverkan sker vid savil utvinning och anvdndning som vid
avfallshantering. ! Da fossila ravaror bildas under en mycket lang tid, ar tillgangen till dem
ocksa begrinsad. Av dessa anledningar ar det av intresse att ersatta de fossila ravarorna
med fornyelsebara alternativ och samtidigt dven utveckla alternativa molekyler med mindre
miljo- och hilsopaverkan.

4.1.3 Bioravaror

Bioravaror innefattar de ravaror som ar fornyelsebara under overskadlig tid. Exempel pa
bioravaror ar ved, halm och matavfall. Dessa kan anvéandas vid tillverkning av material som
kolfiber och plast, kemikalier och brinslen i form av exempelvis biodiesel. 1

Forbranning av bioprodukter ar, liksom fossila ravaror, inte helt fritt fran luftféroreningar
som exempelvis NO, och SO,. Mangden luftféroreningar vid forbranning av bioravaror ar
daremot mindre dn vid forbranning av exempelvis kol, samtidigt som mangden bildade
luftféroreningar kan kontrolleras genom styrning av forbrinningsbetingelserna. !°

Viktiga kriterier for anvandning av bioravaror ar att det ska vara billigt, ha minimal
miljopaverkan i tillverkningsprocessen och vara lattillgangligt. Tillgdngen till olika
bioravaror ar det som framst begrinsar anviandningen av dem i industriell skala. Alla
lander har inte samma tillgdng da det geografiska laget paverkar vad som vixer pa platsen.

5



4. Teori

Det skulle potentiellt kunna leda till overexploatering av mark och skog hos mindre
ansvarstagande lander som inte miljokompenserar genom till exempel aterplantering av
trdd.'® Om onskade ravaror inte vaxer naturligt pa en plats kan de ofta odlas, men kan da
konkurrera med den vegetabiliska matproduktionen.

En viktig biordvara inom svensk industri och som inte konkurrerar i nigon storre
utstrackning med matproduktion ar ved, som lignin, cellulosa och hemicellulosa kan
utvinnas fran. Dessa ravaror kan potentiellt anvidndas som byggstenar inom svensk
plast-, kemikalie- och likemedelsindustri.!” Omstéllningen fran fossila till fornyelsebara,
biobaserade ravaror kommer paga langt in i framtiden och det talas idag om att samhallet
bor overga till nagot som kallas biobaserad ekonomi.

4.1.4 Biobaserad ekonomi

Biobaserad ekonomi, dven kallad bioekonomi, har ingen exakt definition utan bygger mer pa
en forstaelse om vad som efterstrivas.'® Enligt Lewandowski et al. har biobaserad ekonomi
ett bredare syfte an de traditionella viagarna:

“For det forsta maste det leda till en innovativ och hallbar anvindning av jordens begrinsade
resurser. For det andra maste den ge riktlinjer for samhdillsovergdangen till hallbar utveckling.” '8

Detta kan eventuellt uppnas genom tvarvetenskapliga samarbeten som innebér att hiansyn
har tagits till flera olika perspektiv for att erhalla en helhetsbild. 8

4.1.4.1 Fordelar, nackdelar samt utmaningar

Det finns flera fordelar med en biobaserad ekonomi, dar den storsta ar att en cirkular och
hallbar ekonomi bidrar till ett fornyelsebart samhélle dar produkter kan &tervinnas och
kretsloppet sluts.

Mer konkreta fordelar ar enligt Mussatto att det ar stor sannolikhet att nya jobb
och industrier skapas. Detta kan da skapa helt nya mdjligheter nir det kommer till
entreprenorskap och tekniska innovationer.

En av svarigheterna med bioekonomi ar, enligt Lewandowski, att skapa medvetenhet och
ge kunskap om hur till exempel olika produkter paverkar samhillet.'® En annan, mer
overgripande svarighet ar det som Sillanp&a och Ncibi ndmner i en artikel fran 2017:

“Den stora och dvergripande utmaningen med bioekonomi dr att sdkerstdlla ekonomisk tillvixt
genom anvdndning av fornyelsebara resurser utan att skada miljon och svara till de globala
problemen med energi och livsmedelscdkerhet, klimatfordndring, fattigdom, samt den stdndigt
vixande bristen pa tillgang till rent vatten och akermark.”?°

Mussatto, i sin tur, anser att en stor utmaning med att 6verga till biobaserad ekonomi
ar den teknologiska aspekten. Det innefattar att vidareutveckla, effektivisera, avancera
och oka hallbarheten for processerna. Det som framst begrinsar denna utveckling ar
forbehandlingen av biomassa. Exempel pa en forbehandling ar foradling av lignin genom
att bryta ner det i aromatenheter. !’
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For att kunna skapa molekyler baserade pa biomassa istallet for exempelvis rdolja behover
nya metoder utvecklas alternativt att redan existerande metoder modifieras. De biobaserade
molekylerna bor ha samma funktion som de fossilbaserade alternativen for att enkelt
kunna ersatta dem i reaktioner dar fossilbaserade molekyler anviands idag. Detta byte gor
att biobaserade molekyler kan anvandas vid tillverkning av produkter som darmed kan
konkurrera med dagens fossilbaserade industri.

Som bade Lewandowski, Mussatto samt Sillanpda och Ncibi beror, 13-2° kommer det krivas
mycket hart arbete och manga engagerade manniskor for att lyckas 6verga till en biobaserad
ekonomi i hela varlden.

4.1.5 Gron kemi

Under 70-talet ansdg allmdnheten att den kemiska industrin var fororenande och
miljoforstorande. Synen pa den kemiska industrin under den tiden préaglades av skandaler
och olyckor som framtradde i form av Overgdodning, skumbildning i floder och spar av
persistenta kemikalier i naturen. Allt detta, tillsammans med en definition av hallbar
utveckling i FN-kommissionen 1987, ledde till att EPA (US Environmental Protection
Agency) under tidigt 90-tal definierade begreppet gron kemi.?!

Gron kemi handlar om att konstruera produkter och processer som minimerar anvandning av
farliga kemikalier. Dessutom handlar det om att forhindra uppkomst av farliga amnen efter
en reaktion. Begreppet gron kemi innefattar tolv principer som har som syfte att fungera
som riktlinjer vid design av nya produkter och processer.??

Principerna behandlar bland annat optimerande av atomekonomi, fornyelsebara ravaror,
undvikande av derivat, katalyserade reaktioner samt nedbrytbara produkter.?? I denna
studie ar alla de tolv principerna av intresse och bor tas i beaktning vid fortsatt forskning
av olika reaktioner.

4.2 Biotransformation

For att kemiska reaktioner ska ske pa kortare tid dn de skulle gora naturligt anvinds
ofta katalysatorer. Katalysatorer forbrukas inte under reaktionens gang, utan
sanker aktiveringsenergin for reaktionen i fraga, genom att lata substrat binda till
katalysatormolekylens aktiva sdte. I ungefar 80-90% av alla kemiska processer anvinds en
katalysator. En typ av katalysatorer som anvands flitigt 4r enzymer, bade i upprenad form
och kontinuerligt producerade av levande celler.?3

Enzymer &dr proteiner som katalyserar en reaktion fran ett substrat till en produkt.?* Nar
en levande organism anvinds for att genomfora en syntes i organisk kemi, via enzymer,
kallas det for biotransformation. Begreppet biotransformation kan ibland likstallas med det
mer Overgripande ordet metabolism. Dock brukar biotransformation syfta pa metabolism
av dmnen som inte tjanar som naringsamnen, exempelvis aromatiska kolviaten eller
lakemedel. %
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Det finns manga fordelar med att anvanda biotransformationer for att genomfora organiska
reaktioner, da enzym kan fungera som katalysatorer. Till exempel har de flesta enzymer
hogst aktivitet vid relativt milda forhallanden da temperaturen ligger mellan 20-40°C och
pH mellan 5-8. De milda reaktionsférhallandena gor ocksa att enzymer som katalysatorer
dr mer miljovanliga 4n manga metallkatalysatorer, samtidigt som de dessutom &r biologiskt
nedbrytningsbara.?3 Enzymer kan dock vara mycket kdnsliga for forandringar i temperatur
och pH. Det ar darfor viktigt att kunna kontrollera dessa parametrar.

Den mest uppenbara fordelen med att anvdnda enzymkatalysatorer dr deras effektivitet, da
reaktionshastigheten ofta ar 10%-10'° ganger hogre dn hastigheten for den okatalyserade
reaktionen. Andra fordelar dr ocksa att enzymerna kan katalysera manga olika reaktioner,
och skadliga intermediadrer kan undvikas da olika enzymer samverkar och flera reaktioner
kan genomforas i foljd. 2>

Det finns ocksad vissa begrdnsningar ndr det kommer till enzymer som katalysatorer i
organisk syntes. Till exempel kan vissa enzym vara mycket substratspecifika, och binder
da enbart till enstaka substrat. Som tidigare nimnt ar enzymer dessutom kénsliga for
temperatur- och pH-forandringar.

En av de reaktioner som kan goras via en biotransformation dr dearomatisering genom
enzymatisk oxidation, se figur 4.2. En koldubbelbindning bryts da och de bada kolen binder
istéllet till var sin hydroxigrupp. Substans 2, som skapas fran 1 i en sadan reaktion, har
enligt Lewis och andra visat sig vara ett bra startmaterial for organisk syntes av till exempel
lakemedel och naturprodukter.2°

i OH
o Enzymatisk F

R oxidation
“\\ \\\
1 2

OH

Figur 4.2: Enzymatisk oxidation

For att gora en biotransformation behovs levande organismer i en behallare med medium
som innehaller kolkdlla samt nodvandiga mineraler och vitaminer for att organismerna
ska overleva. Ett av de viktigaste stegen i att gora en lyckad biotransformation ar att
sterilisera allting som kommer att komma i kontakt med organismerna. Detta ar viktigt for
att sakerstalla att kulturen inte kontamineras och konkurreras ut av andra organismer. 2’

4.3 Kiralitet

Nar en molekyl inte har en symmetrilinje och darmed inte ar identisk med sin spegelbild sags
den vara kiral. En kiral molekyl och dess spegelbild, se figur 3.2, bildar tillsammans tva sa
kallade enantiomerer. Om symmetrilinje finns och spegelbilderna ar identiska ar komplexet
istallet akiralt.?
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Kirala molekyler ar ofta onskvirda eftersom de olika enantiomererna kan ha olika biologiska
egenskaper, trots att de har samma fysikaliska egenskaper.® De kan ocksa vara extra bra att
anvianda som grund for tillverkning av biofarmaka inom ldkemedelsindustrin, eftersom den
ena enantiomeren kan ha en helt annan biologisk funktion dn den andra.®' Ena formen kan
exempelvis vara overksam eller skadlig medan den andra har en mycket viktig medicinsk
effekt.

4.4 Organisk syntes

Organisk syntes innebar att en transformation av en organisk molekyl sker. Det kan
anvandas for att foradla en molekyl som erhallits fran till exempel en biotransformation.
Tva intressanta reaktioner som kan anviandas vid organisk syntes dr hydroaminering, 3* samt
den som pa engelska kallas hydrogen borrowing. Ett svenskt namn pa syntesen hydrogen
borrowing finns inte, men namnet kan direktoversattas till vateutlaning. Reaktionen har
dock i denna rapport definierats med namnet HB och reaktionen hydroaminering har
definierats med namnet HA. Bada synteserna krdaver metallkatalys, men olika typer av
katalysatorer.

4.4.1 Forestring

Forestring dr en reaktion som bilder en ester, vilket namnet pa reaktionen antyder.
Reaktionen forestring kan till exempel ske genom reaktion mellan syra och alkohol, dar en
vattenmolekyl avspjdlkas. 3¢ Figur 4.3 visar en generell reaktion da en ester bildas.

J\ - _HED J'L
' o -
R Rz
R, CH R, 'D"/

Figur 4.3: Generell forestring av karboxylsyra och alkohol.

Forestring kan dven ske enligt proceduren som beskrivs i en tidigare publicerad artikel av
Khan, da bade en karboxylsyra och en karboxylatjon gar att forestra, se figur 4.4.3" En ketal
kan anviandas som skyddsgrupp bade for en karbonylforening och for en diol.

0 Etl 0

CsF
M - L
_ DMF D/\\

o R

R

Figur 4.4: Generell forestring av en karboxylatjon.
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4.4.2 Ketalbildning

For att paverka selektiviteten hos en molekyl kan en skyddsgrupp introduceras. Det dr en
funktionell grupp, exempelvis ketal, vars uppgift ar att hindra att en reaktion sker pa platsen
dar den introduceras. Selektivitet relateras till den reaktiva delen av molekylstrukturen. En
skyddsgrupp som kan vara av intresse inom organisk kemi yttrar sig i form av en acetonid,
se figur 4.5.%

Figur 4.5: Skyddsgrupp i form av en acetonid.

Denna typ av skyddsgrupp, dar en ketalgrupp binds in, kan anvandas for dioler sa vil som
for karbonylforeningar.

4.4.3 Hydrogen borrowing (HB)

Hydrogen borrowing (HB) dr en alkylering, katalyserad av Overgangsmetaller. En
hydroxigrupp samt en primér eller sekundar amingrupp kombineras till en sekundar eller
tertidr amingrupp med enbart vatten som biprodukt. Denna reaktion kan riaknas som gron
kemi da den enda restprodukten som bildas ar vatten, vilket gor denna reaktion relativt
miljovanlig.

Vanligtvis gors alkylering av aminer med hjalp av alkylhalogenider. = Da manga
alkylhalogenider kan vara giftiga och det finns stor risk for overalkylering dr denna
process inte optimal. Det dr ocksa svart att gora en alkylering med alkohol som
alkyleringsmedel utan katalysator da anvidndning av alkohol som alkyleringsmedel &r
begridnsad. Begridnsningen beror pa att alkoholer generellt sett dr daliga elektrofiler.*
Av denna anledning ar det onskvirt att genomfora reaktionen pa ett mer effektivt och
miljovanligt satt, via exempelvis den si kallade HB-reaktionen, se figur 4.6.

10



4. Teori

A ot D

R
R

NHR'

OH [M] R
[M]H; l
H,NR'
B N ~ TN
H

NR
20

Figur 4.6: Reaktionssteg i en Hydrogen Borrowing-reaktion.

Reaktionen borjar med att hydroxigruppen (A) omvandlas till en aldehydgrupp (B),
eftersom aldehydgruppen ar mer reaktiv dn hydroxigruppen. Darefter reagerar aldehyden
med aminen genom att en dubbelbindning bildas mellan kvavet och aldehyden. Samtidigt
binder den kvarvarande syreatomen till tvd vdten och bildar vatten som biprodukt.
Aldehyden och aminen blir da en imin (C) som darnast reduceras av katalysatorn till en
amin (D) genom att vitet som togs fran hydroxigruppen i borjan aterintroduceras,3>3°
ddrav namnet pa reaktionen.

4.4.4 Hydroaminering (HA)

Hydroaminering (HA), se figur 4.7, ar en reaktion som sker genom att en amin adderas till
en alken eller dien, med hjélp av till exempel en palladium- eller guldkatalysator.® Alkenen
kan exempelvis vara eten, se figur 4.7. | hydroamineringen ar det inte helt sakert vilket kol
som aminogruppen placeras pa, da flera alternativ ar mojliga.

NH, H
R"/f' - / R1/N\/\H

Figur 4.7: Generell hydroaminering med eten som alken.

Dessa relativt dyra metallkatalysatorer anvinds framst for att alternativen ar giftiga
(kvicksilver) eller kansliga for luft och fukt (zirkonium, titan). Guldkatalysatorer har
extremt hogt turnovertal i manga reaktioner. Turnovertal 4r den mol substrat som en mol
katalysator kan konvertera innan den inaktiveras, framforallt for additionsreaktioner sa som
hydroaminering. Palladium har likartade egenskaper som guld i sin roll som katalysator for
hydroaminering. Som katalysator har palladium namligen ett hogt turnovertal. Dessutom
tal bade guld och palladium korrosiva forhallanden. Inom hydroaminering anvands
palladium framst for att skapa intramolekyldra bindningar mellan kolatomer medan guld i
synnerhet anvinds for att skapa intermolekylara bindningar. I hydroamineringsreaktioner
forekommer guld och palladium ofta tillsammans med andra metaller for att fa hogre
katalytisk verkan.*°
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Metod

Projektet har framst baserats pa laborativt arbete for att forsoka erhalla olika kirala
molekyler efter biotransformation och foradling genom organisk syntes. Biotransformation
och organisk syntes skedde parallellt. Innan experiment genomfordes gjordes
riskbedomningar for respektive reaktion, se kapitel B.

5.1 Laborationer

De tva huvuddelarna av laborationerna som utfordes var biotransformation samt foradling,
via organisk syntes, av de produkter som bildades under biotransformationen. Information
om hur varje specifikt experiment har genomforts samt vilka mangder som anvindes
aterfinns i kapitel A.

Efter varje genomford organisk reaktion analyserades resultatet, se kapitel A. Som en
forsta analys, for att se om nagon produkt bildats, utfordes tunnskiktskromatografi (TLC).
TLC ar en typ av vatskekromatografi dar provet med organiska foreningar droppas pa en
TLC-platta med kiselgel (SiO,), som utgor den stationara fasen. Den mobila fasen utgors
av ett l10sningsmedel och nar den vandrar lings den stationdra fasen foljer proverna med.
Provdropparna separeras dd med avseende pa polaritet genom att de binder olika hart
till den stationdra fasen (TLC-plattan). Efter separation av provet doppas TLC-plattan i
kaliumpermanganat och torkas darefter. Ett exempel pa ett resultat av ett TLC-prov visas i
figur 5.1.

Figur 5.1: Ett exempel pa hur ett TLC-prov kan se ut.
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Darefter separerades den onskade produkten fran biprodukter och resterande startmaterial
med hjalp av flashkolonnkromatografi. Flashkolonnkromatografi anvindes om reaktion
hade skett. Da overfordes provet till en samplet, se figur 5.2a. Sampleten placerades i en
silikakolonn, se figur 5.2b, och darefter far 16sningsmedel floda genom kolonnen for att
separera provet i olika fraktioner, se figur 5.2c. Efter genomford flashkolonnkromatografi
utfordes TLC pa de olika fraktionerna som erholls, for att jamfora det med den forsta
TLC-analys som gjorts. Pa sa satt kunde det avgoras i vilken eller vilka fraktioner den
onskade produkten hamnat.

(b) Flashkolonnkromatografens '
skdrm med vissa uppmitta  (c) Provror med olika fraktioner

. A toppar. Till hoger sitter fran provet som separerats.
(a) Samplet till silikakolonn  gjlikakolonn med samplet i som
som prov droppas pa. l6sningsmedel kors igenom.

Figur 5.2: Olika delsteg som genomfors vid analys och separation av prov med flashkolonnkromatografi.

Produkterna som erhallits har dven analyserats med kdarnmagnetisk resonans (NMR), bade
med 'H och *C NMR, samt IR-spektroskopi. NMR ar en metod som kan anvéndas for att
ta reda pa strukturen och kopplingen mellan atomer hos en molekyl. Med IR-spektroskopi
bestamdes det dven vilka funktionella grupper produkterna inneholl for att starka de tidigare
analyserna ytterligare.

5.1.1 Biotransformation

Den organism som anvindes i dessa laborationer var Ralstonia eutropha av stammen B9.
Innan inducering av enzymproduktion gjordes en forkultur for att 6ka bakterie-
koncentrationen. Detta gjordes genom att skapa en ideal tillvixtmiljo for bakterierna.
I fallet med R. eutropha odlades dessa i en E-kolv med steriliserat Hutner’s Mineral
Base-medium (HMB-medium) och dinatriumsuccinathexahydrat (DSH) som kolkalla.
Forkulturen inkuberades i cirka tva dygn innan batchodling startades. Figur 5.3 visar hur
uppstillningen for batchodling sag ut.
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Figur 5.3: Uppstéllning av den provisoriska bioreaktor som anvindes for biotransformation.

Efter tva dygn tillsattes mer steriliserat HMB-medium, D-fruktos som kolkilla samt substrat
i form av 3, som ocksa inducerade enzymproduktionen.*' I laborationerna anviandes salt
istallet for syra da salt l10ser sig battre i vatten.*! En tid efter inducering tillférdes mer
substrat och D-fruktos kontinuerligt via sprutpumpar. Den erhallna produkten var 4, se
figur 5.4.

ONa* R. eutropha B9 ONa*

L

R=H (a). OMe (b) eller OH (c)
R R

3 (a,b,c) 4 (a,b,c)

Figur 5.4: Biotransformation med R. eutropha.

Innehallet i E-kolven centrifugerades sedan for att separera vitskan fran cellerna.
Centrifugering innebdr att provet utsitts for en centrifugalkraft, genom rotation kring
en axel. Denna kraft kan liknas vid okad gravitation och bidrar till att separera faser i en
16sning. De partiklar som har hogre densitet dn 16sningsmedlet sedimenterar i botten pa
karlet som centrifugeras. Vatskan som erhalls efter centrifugeringen kallas supernatant.

14



5. Metod

5.1.2 Organisk syntes

[ foljande avsnitt beskrivs de organiska synteserna som genomfordes, namligen forestring,
ketalbildning, hydrogen borrowing (HB) samt hydroaminering (HA).

5.1.2.1 Forestring

Efter att natriumbensoat biotransformerats forestrades 4a, se figur 5.5. Forestringen
utfordes enligt en tidigare publicerad artikel. >’

0

CsF. EtI
O'Ma* -
DMF

Figur 5.5: Forestring av 4a fran biotransformation.

For att forestra produkten reagerades den med etyljodid i narvaro av cesiumfluorid och
dimetylformamid (DMF) som l6sningsmedel. Denna reaktion skedde i rumstemperatur da
etyljodid gor en alkylering av karboxylsyra under relativt milda forhallanden.*?

5.1.2.2 Ketalbildning

En skyddsgrupp introducerades pa 5 infor den andra hydroamineringen, se figur 5.6, med
syfte att forhindra oonskade bireaktioner. Acetoniden bildades efter att hydroxigrupperna
pa 5 reagerade med dimetoxypropan (DMP), se figur 5.6.

DMP. TFA

Y

Aceton

Figur 5.6: Ketalbildning av 5.

For att skydda hydroxigrupperna pa 5 anviandes DMP, kokatalysatorn trifluordttiksyra (TFA)
samt aceton som fick reagera under tva timmar i ett kirl nedséankt i ett isbad. Isbad anvindes
eftersom reaktionen bor ske vid 0°C.28
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5.1.2.3 Hydrogen Borrowing (HB)

Hydrogen borrowing (HB) utfordes enligt en tidigare publicerad metod.>° Tre olika substrat
testades i tre separata reaktioner; bensylalkohol som anvéints i den tidigare publicerade
artikeln samt 5 respektive 4a fran biotransformationen av 3a. Dessa reagerades med
aminen morfolin, se figur 5.7, i narvaro av en liten mangd [Ru(p—cymene)Cl,], som
katalysatorprekursor samt katalysatorliganden 1,1’-bis(difenylfosfin)ferrocen (dppf). De
tva sistndmnda bildar tillsammans katalysatorkomplexet som katalyserar reaktionen.
Losningsmedlet som anvindes var toluen.®® Reaktionen med 5 utférdes med olika
reaktionsforhallanden. De reaktionsforhallanden som varierades var reaktionstid samt
temperatur.

[Ru(p-cymene)Cls]»

OH HNO dppf N /ﬁ

\]

Toluen

[Ru(p-cymene)Cly]»

~ TE

0 Toluen

oy
"OH 0 Toluen

[Ru(p-cymene)Cls]»
HN dppf
ONa* : k/ -

w’"’a’o H

4a

Figur 5.7: Onskat resultat av HB-reaktionerna. Overst i bilden visas testreaktionen av HB med bensylalkohol
som startmaterial, i mitten visas HB-reaktionen med 5 och underst visas HB-reaktionen med 4a.
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5.1.2.4 Hydroaminering (HA)

Hydroamineringen utfordes utifran en tidigare publicerad artikel av Lober et al.>? Tva
reaktioner utfordes, den ena med 1,3-cyklohexadien som substrat, se figur 5.8, och den
andra med 5, se figur 5.9, som erhallits fran biotransformationen.

OO =

Figur 5.8: Reaktionschema for hydroaminering av 1,3-cyklohexadien med anilin.

NH
[Pd(PPhg)4]
. TEA 1 1
Toluen -
12

Figur 5.9: Onskat resultat av hydroaminering utan ketalgrupp.

Reaktionen mellan 5 och anilin testades dven med en ketalgrupp pa. Reaktionen skedde
alltsa mellan 6 och anilin, se figur 5.10.

NH
, ot [Pd(PPhs),]
g TFA 13
"f;rf_rf o >< Toluen
14

Figur 5.10: Onskat resultat av hydroaminering med ketalgrupp.

I ovrigt genomfordes bada reaktionerna likadant. Substratet reagerade med aminen anilin
i ndrvaro av 10 mol% TFA under 24 timmar, 25°C, med toluen som losningsmedel samt
palladiumkatalysatorn Pd(PPhs),.
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Resultat

I foljande avsnitt presenteras resultaten fran de olika experimenten. Resultaten innefattar
biotransformationen, forestringen, ketalbildningen, hydrogen borrowing (HB) och
hydroamineringen (HA). Alla produkter analyserades med 'H och '*C NMR for att
bestamma strukturen och sammansittningen av provernas innehall, se NMR-data i kapitel
A och C. Varje experiment har betecknats med bokstav B (biotransformation), F (forestring),
K (ketalbildning), HB (hydrogen borrowing) och HA (hydroaminering) for respektive
reaktion samt en siffra for vilket experiment det motsvarade.

6.1 Biotransformation

Alla forkulturer av R. eutropha B9 gav ett positivt resultat i form av celltillvaxt, vilket kunde
ses genom att vatskan i E-kolvarna gatt fran klar till grumlig under inkuberingen. I tabell
6.1 redovisas resultat for respektive biotransformation med olika substrat.

Analys av 'H NMR pa supernatanten fran biotransformation 1 med 3a som substrat, se
figur 5.1.1, visade ett svagt prov och indikerade att en diol skapats, vilket var det som
onskades. Efter rening av produkt visade ett nytt 'H NMR att 4a hade skapats. Det var
enbart vitena pa kolringen som gav toppar da vitena pa hydroxigrupperna inte syns pa
grund av losningsmedlet D,O. En orenhet bestdende av isopropanol® gick att urskilja
vid cirka 1 ppm. Vid analys av 4a jamfordes NMR-spektrumet med data fran Fischer et
al.®* och dessa stimde vil Overens, se avsnitt A.1.1. Detta visar att den forsta och andra
biotransformationen, B1 och B2, resulterade i lyckade reaktioner, medan B3 och B4 inte gav
nagon produkt alls.

I den sista biotransformationen, B5, metaboliserades substratet helt. I den fortsatta
organiska syntesen anvindes darfor endast produkten fran Bl som substrat. De tva
biotransformationerna med 3a som substrat var lyckade. Fran biotransformation 1 bildades
7.96 g av 4a. Utbytet for B1 blev 6ver 100%, troligtvis pa grund av kvarvarande medium samt
eventuella biprodukter. Utbytet for B2 beraknades aldrig eftersom endast inducering skulle
uppnas, och ingen renframstillning av produkt. Bindestrecken i de foljande tabellerna
betecknar att inget utbyte kunde berdknas da forsoket inte gav nagon onskad produkt.
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Tabell 6.1: Anvinda substrat, resultat samt berdknade utbyten for de olika biotransformationerna.

Forsok | Substrat Resultat Utbyte [%]
Bl 3a Onskad produkt 106

B2 3a Lyckad inducering av enzymproduktion Ej bestamt
B3 3b Ingen reaktion -

B4 3b Ingen reaktion -

B5 3c Helt metaboliserad -

6.2 Forestring

Efter extraktion av produkten, se figur 5.5, gjordes ett 'H NMR som visade att
produkten behovde vytterligare rening och diarmed utfordes flashkromatografi.

NMR efter flashkromatografin visade att 5 erhallits.
forsta biotransformationen gjordes dirmed om fran 4a till 5 med lyckat resultat.

'H

Produkten som bildades i
For

NMR-data se avsnitt A.1.2. Utbytet for denna reaktion var 40% och i tabell 6.2 redovisas
reaktionsforhallanden samt resultat.

Tabell 6.2: Substrat, reaktionsférhallande samt berdknat utbyte for forestringen.

Forsok Substrat Miangd substrat | Temperatur [°C] | Tid [h] Utbyte [%]
[mmol]
F1 4a 6.6 25 20 40

6.3 Ketalbildning

Ketalbildningen var dven den lyckad och den eftersokta skyddsgruppen bildades som i figur
5.6. I tabell 6.3 foljer reaktionsmangder och utbyte for bildning av molekyl 6. For NMR-data,

se A.1.3.
Tabell 6.3: Substrat, reaktionsforhallande samt berdknat utbyte for ketalbildningen.
Reaktion | Substrat Miangd substrat | Temperatur [°C] | Tid [h] Utbyte [%]
[mmol]
K1 5 2 0 2 44
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6.4 Hydrogen borrowing (HB)

HB-reaktionerna som genomfordes, se figur 5.7, samt resultaten av dessa aterfinns i tabell
6.4. For NMR-data, se avsnitt A.1.4. Efter flashkromatografi av forsok HBla gjordes 'H
NMR pa fraktionerna 8-11 samt 17-23 som erhallits, for att bestimma vilken som inneholl
den onskade produkten. Analysen av NMR visade att det var fraktionerna 8-11 som var
intressanta och fraktionerna 17-23 inneholl oreagerad 5. Den forvantade produkten, 8,
erholls inte. Produkten som skapades var istdllet 15 och detta gick att urskilja i NMR da ett
vate fran aromatringen har forsvunnit. HB1a, som reagerades under 24 timmar, gav darfor
enligt analys en rearomatiserad produkt utan hydroxigrupp, se figur 6.1.

Figur 6.1: Reaktionsschema med rearomatiserad produkt ldangst till hoger.

HB1b, med 4a som startmaterial, gav ingen produkt. HB2, som kordes i tolv timmar,
gav okand produkt vars struktur inte har kunnat faststiallas. HB3 gav en eller fler okdanda
produkter.

Tabell 6.4: Anvinda substrat, reaktionsforhallanden samt berdknade utbyten for de olika HB-reaktionerna.

Reaktion | Substrat Mangd Temperatur | Tid [h] Utbyte [%]
substrat [°C]
[mmol]

HB - Test | Bensylalkohol | 1 120 24 58

HBla 5 0.5 120 24 Rearomatiserad

HB1b 4a 0.5 120 24 -

HB2 5 0.5 120 12 -

HB3 5 0.5 120 6 -

HB4 5 0.5 100 12 -
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6.5 Hydroaminering (HA)

Resultaten av hydroamineringarna som genomfordes finns sammanstallda i tabell 6.5. Inga
av dessa reaktioner gav nagon produkt.

Tabell 6.5: Anvinda substrat, reaktionsforhallanden samt berdknade utbyten for de olika

hydroamineringarna.

Reaktion | Substrat Maiangd substrat | Temperatur | Tid [h] | Utbyte [%]
[mmol] [°C]

HAL1 - Test | 1,3-cyklohexadien | 0.5 25 24 -

HA2 5 0.5 25 24 -

HAS3 - Test | 1,3-cyklohexadien | 2 25 24 -

HA4 5 1.54 25 24 -
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7

Diskussion

7.1 Diskussion av metod och resultat

Nedan foljer resonemang kring resultat och metoder som anvints vid biotransformationen
och de organiska synteserna, samt vad som kan vara intressant for vidare forskning.

7.1.1 Biotransformation

Forsta forsoket att biotransformera 3a utgick fran en tidigare publicerad artikel.*® Resultatet
blev som forvantat da 4a bildades och darfor beslutades det att testa andra substrat utover
3a.

Utbytet for forsta biotransformationen berdaknades till 106%, se tabell 6.1. En orsak till detta
kan vara bristande upprening av produkten, vilket kan medfora att det finns medium och
biprodukter kvar som paverkar berdkning av utbyte.

Tva forsok med olika metoder, se B3 och B4 i avsnitt A.1.1, genomfordes med 3b som substrat
och inget av dessa forsok gav det forvantade resultatet i form av 4b, d& substratet fanns
kvar i sin ursprungsform nir forsoken avslutades. Det forsta forsoket med 3b utfordes med
celler som centrifugerats for att avligsna 4a som bildats fran 3a. En trolig anledning till
att denna transformation inte fungerade ar att enzymerna som katalyserar reaktionen kan
ha hamnat i supernatanten med produkten som avlagsnades. For att verifiera om detta var
problemet borde samma process upprepas med 3a som substrat dven efter centrifugering
av cellerna. Detta for att undersoka om resultatet beror pa avsaknad av enzym, och darmed
en bristfallig metod, eller att reaktionen med 3b helt enkelt inte kan katalyseras av bensoat
1,2-dioxygenas (BZDO).

Det andra forsoket med 3b som substrat utfordes genom inducering av enzymproduktion
med 3a och sedan tillsats av substratet utan att avlagsna produkten som bildats fran 3a.
Som namnt i avsnitt 4.2 kan en begransning med enzymer vara substratspecificitet. Da inget
av forsoken med 3b lyckades kan en orsak vara att enzymet ar relativt specifikt for 3a och
diarmed inte kan katalysera reaktionen med 3b. Detta kan bero pa att metoxigruppen tar for
mycket plats sd att molekylen blir for stor for enzymets aktiva sdate. En annan orsak, som
dock inte ar lika trolig, kan vara att 3a d4r mer gynnsamt som substrat dn 3b och darfor ar
mer prioriterat for transformation.

Med anledning av den troliga substratspecificiteten gjordes dven ett forsok, B5, med ett
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mindre substrat, 3c. Inte heller denna reaktion gav det forvintade resultatet i form av 4c.
Daremot visade NMR, se avsnitt A.1.1.5, att allt substrat anvants vilket indikerar att det
metaboliserats helt. Detta resultat bekréftas dven av Leischs masteruppsats.** Resultatet ar
valdigt intressant for vidare forskning, da detsamma inte skedde med den mindre molekylen
3a.

For biotransformationen anviandes en luftad E-kolv, placerad i vattenbad, som provisorisk
bioreaktor. Substrat och kolkilla tillsattes med hjalp av sprutpumpar, som inte alltid
fungerade korrekt, da flodeshastigheten inte kunde regleras exakt. Ett problem med denna
utrustning ar att det finns begransade mojligheter att kontrollera miljon for cellerna. Dalig
syretillforsel, temperaturforandringar och pH-forandringar kan paverka cellerna negativt.
Forandrat pH kan ocksa paverka funktionaliteten hos enzymerna.

For att minimera risken att resultaten paverkas av de faktorer som namnts ovan bor en riktig
bioreaktor anvandas, dar pH, temperatur och syretillforsel kan kontrolleras. Dessutom ar det
lattare att kontrollera tillforsel av substrat och kolkdlla med en bioreaktor, da det ofta finns
fardiga system for tillforsel. En bioreaktor skulle ocksa minska risken for kontaminering da
den kan hallas forsluten efter sterilisering.

Som namnt i avsnitt 4.2 ar sterilisering en viktig del i processen for att de Onskade
organismerna inte ska konkurreras ut av oonskade organismer. Trots att utrustningen som
anvants i detta projekt steriliserats finns det risk for kontaminering da den inte ar forsluten
och det inte finns nagra forslutna ingangar for tillférsel av medium. Kontaminering skulle
alltsa kunna innebéara att de celler som vaxer i E-kolven inte dr R. eutropha utan nagot
annat, som troligtvis inte uttrycker det enzym som onskas.

I framtiden skulle det vara intressant att prova fler substrat tillsammans med R. eutropha,
da de tre olika substraten i detta projekt uppvisat tre olika resultat. Det kan finnas manga
orsaker till att ett substrat inte kan katalyseras, dar storleken bara ar en aspekt. En
litteraturstudie over enzymets aktivitet och funktion kan anviandas som utgangspunkt
for att forutsdga vilka substrat som eventuellt kan katalyseras av BZDO som uttrycks av
R. eutropha B9. Ménga substrat har redan testats och det kan vara av intresse att fosoka
aterupprepa de forsok som lyckats. Forslagsvis kan ocksa aromatiska molekyler erhallna
fran lignin testas, da detta ar intressant ur ett hallbarhetsperspektiv, som namnt i avsnitt
4.1.3.

Olika organismer, till exempel rekombinant E. coli, 4r ocksd av intresse att anvinda,
da inducering av enzymproduktionen kan goras med IPTG via T7/lac-systemet. Nar
enzymproduktionen induceras med 3a bildas namligen 4a och detta kan eventuellt vara
svart att separera frdn en onskad produkt. Med inducering via T7/lac-systemet bildas
forhoppningvis ingen ytterligare produkt da promotorliganden, IPTG, inte metaboliseras,
och antalet steg som behdver genomgas minskar, vilket dr onskvart.

Det skulle dessutom vara av intresse att ga vidare med produkten som erholls fran
reaktionen bendmnd som B1 i tabell 6.1 da denna reaktion gav lyckat resultat i form av en
kiral molekyl. Optisk rotation skulle kunna mitas pa produkten for att ta reda pa vilken
eller vilka enantiomerer produkten innehaller.
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Tanken var att dven E. coli skulle anvidndas i detta projekt. Den stam som levererats var
dock inte resistent mot ampicillin, vilket den onskade stammen, JM109, ska vara. Av denna
anledning togs beslutet att inte gora nagra biotransformationsforsok med E. coli.

7.1.2 Forestring

Forestringen skedde som forviantat, enligt figur 5.5. Detta var viktigt for att kunna
genomfora kommande organiska synteser i form av HB-reaktionen och hydroamineringen.
Utbytet berdknades till 40%. Hogre utbyte borde erhallas med ett annat 16sningsmedel dn
dimetylformamid (DMF), da utbytet, enligt Brinchi, beror av styrkan pa viatebindningarna
i komplexbildningen mellan cesiumfluoriden och diolen.*® Starkare vitebindningar bor ge
hogre utbyte. For att forestringen ska bli effektivare till nasta tillfdlle, kan DMF som &r ett
organiskt losningsmedel, ersattas med alternativ som kan gynna dessa vatebindningar. Ett
tdnkbart alternativ skulle exempelvis kunna vara tetrahydrofuran (THF).4

Aven molforhallandet mellan cesiumfluoriden och diolen kan ha bidragit till det relativt
laga utbytet, enligt Brinchi.** 9.95 mmol cesiumfluorid och 6.6 mmol av 4a, som anvindes
vid forestringen, innebédr att molforhallandet mellan de tva var pa knappt 1.5. Tidigare
erfarenhet fran en artikel publicerad av Brinchi sédger att ett molforhallande mindre dn tva
ger betydligt ligre utbyte 4n normalt.*’ En okad mingd cesiumflourid och minskad méngd
diol skulle gora forhallandet storre och darmed eventuellt 6ka utbytet.

7.1.3 Ketalbildning

Ketalbildningen anvandes for att paverka vart aminen skulle placera sig pa substratet som
anvandes som startmaterial. Reaktionen lyckades och utbytet berdknades till 44%. For att
bibehalla mdngden substrat for kommande reaktioner dr det onskvart att 6ka utbytet.

Som tidigare ndmnt i avsnitt 4.1.5 beskriver en av de tolv principerna att anviandande av
derivat bor undvikas. I denna studie anvandes en acetonidgrupp som derivat, se figur 5.6,
for att aminen inte skulle binda till ena hydroxigruppen. Det ar onskvart att undvika detta i
framtiden och hitta andra satt att paverka selektiviteten. Ett forslag for framtida forskning
ar saledes att forsoka genomfora hydroamineringen utan att genomga ketalbildningen. En
mojlighet dr kanske att se ifall hydroxigrupperna skulle kunna omvandlas till nagra andra,
mindre reaktiva funktionella grupper sa att aminen viljer att placera sig pa annan plats
dn vid kolet med den sekundéara alkoholen. Dock erhalls, som f6ljd av detta, kanske inte
den funktionalitet som fas da molekylen innehaller hydroxigrupperna. Det hade varit en
fordel att selektivt kunna bestamma vilket kol aminen ska placera sig pa utan anviandning
av derivat.

7.1.4 Hydrogen Borrowing (HB)

Som start vid HB-syntes av molekyler testades det att aterupprepa en HB-reaktion fran en
tidigare publicerad artikel.?® Denna HB-reaktion genomfordes som en testreaktion for att

24



7. Diskussion

kunna jamfora ifall samma resultat erholls, samt for att kunna bekrafta att utrustningen i
forskningslabbet dar studien genomfors fungerar.

Testreaktionen genomfordes enligt avsnitt A.1.5.1 och gav ett lyckat resultat, med 58%
i utbyte. Detta pavisar att utrustningen fungerar bra samt att metoden inte har nagra
allvarliga brister.

Till f6ljd av det lyckade resultatet frin testreaktionen bestamdes det darfor att testa
reaktionen pa egna substrat (4a och 5) erhallna fran den forsta biotransformationen. Detta
visade sig dock inte fungera som forvantat utan 4a regerade inte alls och 8 rearomatiserades
till 15, se figur 6.1. Trots att produkt 15 erholls var detta dnda ett intressant resultat
vilket skulle vara av intresse att utveckla vid vidare forskning. En anledning till att 4a inte
reagerade med morfolin kan vara att katalysatorn ar syrakinslig och darmed forstorts.

Den onskade molekylen i reaktionen med 5 ar den som erhalls efter forsta reaktionssteget i
figur 6.1, men oturligt nog intriffade en vidarereaktion efter detta steg.

En slutsats av detta dr att reaktionen kanske pagick under for lang tid. Det bestdmdes
darfor att minska reaktionstiden till sex respektive tolv timmar for att se om det kunde ge
ndgot annat resultat i form av 8. Efter NMR-analys observerades det dock att en kortare
reaktionstid inte gav ett mer lyckat resultat. Produkten hade vid tolv timmar aterigen
rearomatiserats och vid sex timmar hade reaktionen inte hunnit intraffa. Vid sex timmar
erholls istédllet ett prov med spar av okdnt dmne som inte var relevant i arbetet. Nar
reaktionstiden uppenbarligen inte var grundorsaken till det oonskade resultatet antogs det
att reaktionen borde ha genomforts vid andra temperaturer.

De forsta HB-reaktionerna genomfordes vid en temperatur pa 120°C. Ett annat forslag ar
darfor att se ifall en minskning av reaktionstemperaturen kunde ge ett annorlunda resultat.
Dessvarre hjdlpte inte detta heller. En temperatursiankning pa 20°C ledde tyvarr till att
ingenting reagerade. Det antogs att lagre temperaturer under radande omstandigheter inte
bor ge produkt overhuvudtaget, pa grund av den hoga energibarridren, som inte kunde
sidnkas av katalysatorn. Det var dirmed inte av intresse att fortsatta med HB-reaktionerna
vid lagre temperaturer, savida katalysatorn inte byttes ut.

Det ar av intresse att testa en iridiumkatalysator istdllet for den katalysator som
anvandes i HB-reaktionerna. En katalysator av iridium skulle kunna medfora att
lagre reaktionstemperaturer kan astadkomma en HB-reaktion.#® Iridium har ocksa
hogre turnovertal, vilket potentiellt skulle kunna ge ett hogre utbyte om det visar sig
fungera. Om HB-reaktionerna skulle genomforas annorlunda vid ett annat tillfille hade
ruteniumkatalysatorn kunnat ersittas av en iridiumkatalysator.

For framtida forskning dr det av intresse att forsoka hitta fler faktorer som kan paverka
att reaktionerna inte fungerar samt nya satt att fa de att fungera. Exempelvis skulle flera
startmaterial, det vill sdga olika aromatenheter erhallna fran lignin, kunna testas. I denna
studie har endast ett fatal testats. Da reaktionen bendmnd som testreaktion i tabell 6.4 gav
ett lyckat resultat och de foljande HB-reaktionerna som genomfordes inte gav det, pavisar
detta att det dr ndgot med reaktionen som behover dndras, inte utrustningen.
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7.1.5 Hydroaminering (HA)

Tyvérr gav ingen av de genomforda hydroamineringarna nagot lyckat resultat, varken de
med startmaterialet 1,3-cyklohexadien, eller de som testades med 5 som starmaterial.
Hydroamineringarna som i tabell 6.5 4r benamnda som HA1 och HA2 genomfordes enligt
samma metod som beskrivits i en tidigare publicerad artikel®> men med ekvimoldra
mangder mellan anilin och startmaterial. Detta gav inget lyckat resultat och av denna
anledning utfordes ytterligare tva reaktionsforsok. HA3 och HA4 genomférdes med hog
noggranhet samt med samma forhdllanden mellan reaktanterna som angivits i Lobers
artikel.*? Trots detta genomfordes dven HA3 och HA4 utan lyckat resultat.

Det forviantade resultatet frin hydroamineringen var att reaktionerna i figur 5.9 och 5.10
skulle ske. Extra hoga forvantningar var det pa HA3 och HA4 som genomfordes med extra
hog noggrannhet for att forsoka reproducera Lobers resultat.*? En bidragande faktor som
kan ha paverkat resultatet negativt ar att palladiumkatalysatorn, Pd(PPhjs),, kan ha varit for
gammal. Metallkatalysatorer dr dock, som beskrivits under avsnitt 4.7, relativt dyra vilket
gor att man garna anvander all tillganglig katalysator innan ny kops in.

Da ingen av hydroamineringarna gav ett lyckat resultat dr det svart att avgéra om
utrustningen som anvants har paverkat resultatet, eller om det &r metoden som ar bristfallig.
Dock anviands samma utrustning bade for hydroamineringen och HB-reaktionerna. Detta
kan tyda pa att det inte ar fel pa utrustningen utan att det dven for hydroamineringen
ar reaktionsforhallandena som behdvas modifieras. Det skulle darfor vara av intresse i
framtiden att exempelvis testa andra aromatenheter fran lignin som startmaterial. Det
skulle kanske fungera att testa med aromatenheter som har andra funktionella grupper an
hydroxigrupper.

Positivt med hydroamineringen ar att reaktionen kan ske vid rumstemperatur, vilket medfor
att energi inte behover tillforas. Nagot som skulle kunna forskas vidare pa ar om anilin hade
kunnat bytas ut mot en annan amin da anilin utgor en ganska stor risk, se riskbedémning
i avsnitt B.1.5. Det skulle dven vara av intresse att testa en nyare katalysator eller andra
palladiumkatalysatorer dn Pd(PPhs),, da denna katalysator kanske inte fungerade for denna
reaktion. En annan faktor som kan ha paverkat att reaktionen inte gav nagot lyckat resultat
ar att kokatalysatorn i form av en syra, i detta fall TFA, kan forstora metallkatalysatorn. For
framtida forskning ar det darfor betydelsefullt att se om reaktionen kan genomforas utan
syra. Enligt en tidigare studie av Lober et al. skulle detta kunna vara mojligt.>? Alternativt
kan det undersokas om mojligheten finns att anvinda andra syror som kanske inte forstor
katalysatorer lika latt. Ett alternativ dr att testa syror med hogre pK,, det vill sdga svagare
syror. Trifluorattiksyra ar exempelvis lik attiksyra, med skillnaden att attiksyran har tre
viateatomer bundna till metylgruppen och trifluorattiksyra har tre fluoratomer pa samma
plats. Ett forslag ar darfor att testa hydroamineringen med dttiksyra som ar en svagare syra
an trifluorattiksyra.
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7.2 Analysmetoder

Vid laborationerna anvidndes bland annat en rotationsindunstare for att avlagsna
losningsmedel. Mot slutet av projektet fungerade denna dock inte ordentligt da trycket inte
sdnktes, vilket dr en forutsattning for att koka bort 16sningsmedel vid 1laga temperaturer.
Detta kan ha bidragit till att vissa prov som analyserats med NMR inte var rena och
spektrum kan da tolkats felaktigt. NMR, och speciellt NMR pé rarprodukter, dr dock en
valdigt bra analysmetod for att ta reda pa ifall reaktionen har skett och om det dr relevant
att rena upp den eventuella produkten.

Analysmetoden TLC var ett bra komplement till flashkolonnkromatografi for att ta reda pa
ifall nagon reaktion har skett, samt for att se hur snabbt vissa komponenter eluerar i en
specifik sammansattning av 16sningsmedel. TLC som gors innan flashkolonnkromatografin
kan anvindas for jamforelse med de TLC-tester som gors pa de separerade fraktionerna efter
flashkromatografi. Utifrdn dessa analyser gar det att dra slutsatser om vilken fraktion som
sannolikt innehaller produkt.

En svarighet som nybodrjare av TLC-analys samt flashkolonnkromatografi dr dock att
veta vilken blandning av polart samt opolart 16sningmedel som behover anvindas. Ratt
blandning behover erhallas for att de olika komponenterna ska kunna separeras bra med
avseende pa polaritet. En bra metod skulle darfor kunna vara att gora TLC med nagra olika
sammansattningar av polart och opolart 16sningsmedel for att hitta en bra balans.

For att mer sdkert kunna bekrédfta om den 6nskade molekylen erhallits eller inte anvidndes
aven IR-spektoskopi. Detta utgor namligen ett komplement till de andra analysmetoderna
da IR-spektroskopi kan anviandas for att bestimma funktionella grupper som i vissa fall inte
kan detekteras med NMR.

Négot annat som hade kunnat anvindas for framtida laborativt arbete for att med
annu storre sdkerhet kunna saga att resultatet ar tillforlitligt, ar masspektrometri. Med
masspektrometri kan molekylens summaformel och dirmed molekylmassan erhallas, vilket
kan styrka eller dementera andra analysmetoders resultat.

7.3 Sambhalleliga och etiska aspekter

Det finns manga positiva aspekter av en overgang fran fossila ravaror till fornyelsebara
ravaror, som till exempel lignin. Dock finns det ocksa saker att ta hansyn till i form
samhalleliga och etiska aspekter. En samhaillelig aspekt ar den skogsavverkning som kan
komma att ske for att fa tag pa lignin i tillrackligt stor utstrackning. Fragan dr da ifall
behovet av lignin kan tillgodoses utan att dventyra habitat, biodiversitet, madnniskors
boplatser och liknande. D& lignin idag utvinns ur svartlut, som &r en restprodukt fran
massaindustrin®®, dr dock risken inte si stor att detta skulle ske. Diremot finns det
en risk for overexploatering om lignin blir en mycket eftertraktad rdvara som borjar
anviandas kommersiellt i stor skala. Okad avverkning av skog, for att tillgodose behovet
av lignin, skulle kunna leda till flertalet negativa effekter. Minskad biodiversitet till foljd
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av forstorda habitat dr nagot som bor tas i beaktning. De globala malen som namns i
avsnitt 4.1.1 behandlar bade ett ansvarsfullt anviandande av naturresurser och virnandet
om biodiversitet. Darfor ar det viktigt att viga for- och nackdelar mot varandra infor en
eventuell kommersialisering av lignin som ravara.

Okad skogsavverkning skulle ocksa kunna resultera i mindre ytor av skog. Skogar dr mycket
viktiga for kolets kretslopp, da det kol som finns i form av koldioxid i atmosfiaren binds i
biomassa via fotosyntesen, och det ar viktigt att denna funktion uppratthalls. Minskade
skogsytor skulle alltsa kunna bidra till 6kad mangd koldioxid i atmosfidren och ddrmed dven
bidra till ytterligare okning av vaxthuseffekten.

En fordel med att anvdnda biomassa, i detta fall lignin, dr dock att ravaran ar fornyelsebar.
En effekt kan dessutom bli att anvdndningen av fossila rdvaror minskar da fornyelsebara
ravaror blir mer tillgangliga. Detta kan i sin tur leda till minskad méngd fororeningar i miljon
om man, samtidigt som bytet till fornyelsebara ravaror, tar chansen att forbattra produkter
utifran ett miljoperspektiv.

De etiska aspekterna som ror méanniskor bor ocksa tas i beaktning om efterfragan pa lignin
okar. Det giller da framst manniskors integritet. Okad avverkning av skog skulle kunna
inskranka pa manniskors boplatser vid okad exploatering av skogstdata omraden. Dessutom
kraver odling av skog mycket yta och sannolikheten att ytor som dr beboeliga anviands for
skogsbruk ar relativt stor.

De diskuterade aspekterna ar inte en direkt effekt av projektets slutgiltiga mal, men de
skulle kunna bli framtida foljdeffekter. Det finns inte direkt nagra etiska problem med
projektets metod da det inte paverkar nagon levande varelse utover bakterierna, som ar sa
pass lagutvecklade att det inte ses som nagot problem. Metoden bidrar inte heller till nagon
omfattande Overutnyttjning av resurser i nuldget, men det bor namnas att katalysatorer
som anvands innehéaller sallsynta metaller. Det skulle kunna bli en okad efterfrdgan pa
dessa metaller om denna process anvinds i industrin i framtiden och darfor ar det onskvart
att anvinda mindre sdllsynta metaller, som till exempel jarn. Det lar ocksa bli en okad
efterfrigan pa skogsindustrin och skogsdgare kommer troligtvis paverkas positivt rent
ekonomiskt. Boende i omraden dar skog avverkas kan dock komma att paverkas negativt.
Detta giller dven, som tidigare namnt, djur i dessa omraden.
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Slutsats

Projektet har visat att det finns potential for att skapa kirala molekyler fran nedbrutet lignin,
via biotransformation och organisk syntes. Dock ar bakterien R. eutropha B9 kanske inte
den lampligaste organismen for biotransformation av aromatenheter fran nedbrutet lignin.
For att genomfora hydroamineringen med lyckat resultat hade reaktionen forst och framst
behovts testas med en nyinkopt metallkatalysator. For alla de genomforda synteserna hade
det aven varit intressant att testa med andra aromatenheter som startmaterial dn de som
testats i denna studie. Da en del av synteserna genomfordes med lyckat resultat skulle
det vara av intresse att utveckla produkter frdn biotransformationen och de organiska
synteserna till hogvardeskemikalier i form av exempelvis lakemedel och material.

29



Kallforteckning

[1] Keim W. Petrochemicals: Raw material change from fossil to biomass? Petroleum
Chemistry. 2010;50(4):298-304. doi: 10.1134/50965544110040079

[2] Readman JW. The World’s Waters : A Chemical Contaminant Perspective. I: Harrison RM,
editor. Introduction to Pollution Science. Cambridge: The Royal Society of Chemistry;
2006. s. 77-121.

[3] Nationalencyklopedin, Norhammar U. Fossila branslen [Internet]. [citerad 24 mars
2018]. Tillganglig fran: https://www.ne.se/uppslagsverk/encyklopedi/lang/fossila-brianslen

[4] Sodra Skogsagarna ekonomisk forening. Var produktionsprocess
[Internet]. [citerad 6 februari 2018]. Tillgdnglig fran:
https://www.sodra.com/sv/massa/vara-fabriker/var-produktionsprocess/

[5] Bergqvist S. Lignin ar framtidens restravara for produktion av biodrivmedel
- Preem.se [Internet]. [citerad 6 februari 2018]. Tillganglig fran:
http://preem.se/om-preem/insikt-kunskap/gronare-drivmedel/lignin-ar-framtidens-ravara/

[6] Research Institutes of Sweden R. Kolfiber fran lignin -
Innventia [Internet]. [citerad 9 maj 2018]. Tillgdnglig fran:
http://www.innventia.com/sv/Det-har-kan-vi/Nya-material/Ligninprodukter/

[7] Framtidens Forskning - Fran ide till produkt. Lignin - skogens nya guld |
Framtidens Forskning [Internet]. 28 juni. 2017 [citerad 9 maj 2018]. Tillgdnglig fran:
http://framtidensforskning.se/foretagspresentation/lignin-skogens-nya-guld/

[8] Research Institutes of Sweden. LignoBoost — utviarderar kundernas mojligheter att dra
nytta av lignin i skogsravara | RISE Research Institutes of Sweden [Internet]. [citerad 9 maj
2018]. Tillganglig fran: https://www.ri.se/erbjudanden/testbaddar-och-demonstratorer/
lignoboost-utvarderar-kundernas-moijligheter-att-dra-nytta

[9] EN. Fordjupning - fakta om de globala malen. 2016 [citerad 27 mars 2018]; Tillgdnglig
fran: https://fn.se/wp-content/uploads/2016/09/Férdjupning-om-Globala-malen-
lararmaterial-till-Aktion-FN-for-en-battre-varld.pdf

[10] Borregaard. Products & Solutions [Internet]. [citerad 9 maj 2018]; Tillgdnglig fran:
https://www.borregaard.com/Products-Solutions

30



Kallforteckning

[11] Borregaard LignoTech. Borregaard LignoTech [Internet]. [citerad 9 maj 2018];
Tillgdnglig fran: https://www.lignotech.com/

[12] Global Goals. The 17 goals [Internet]. 2015 [citerad 27 mars 2018]. Tillgdnglig fran:
https://www.globalgoals.org/

[13] UNDP. Mal 12: Hallbar konsumtion och produktion - Globala
malen  [Internet]. 2017 [citerad 24 april 2018]. Tillgdnglig  fran:
www.globalamalen.se/om-globala-malen/mal-12-hallbar-konsumtion-och-produktion/

[14] Krutov S, Voznyakovskii P, Gordin , Savkin DI, Shugalei IV. Environmental problems of
wood biomass processing. Waste processing lignin. Russian Journal of General Chemistry.
2015;85(13):2898-907. doi: 10.1134/S1070363215130058

[15] Jenkins BM, Baxter LL, Miles TR. Combustion properties of biomass. Fuel Processing
Technology. 1998;54(1):17-46. doi: 10.1016/S0378-3820(97)00059-3

[16] Bilal Pirzadah T, Malik B, Kumar M, Ul Rehman R. Lignocellulosic Biomass: As Future
Alternative for Bioethanol Production. I: Rehman Hakeem K, Jawaid M, Rashid U, editors.

Biomass and Bioenergy: Applications. Cham: Springer International Publishing; 2014. s.
145-59.

[17] Zhang X, Tu M, Paice MG. Routes to Potential Bioproducts from Lignocellulosic
Biomass Lignin and Hemicelluloses. BioEnergy Research. 2011;4(4):246-57. doi:
10.1007/s12155-011-9147-1

[18] Gaudet N, Lask ], Maier ], Tchouga B, Vargas-Carpintero R. Bioeconomy: Shaping the
Transition to a Sustainable, Biobased Economy. Lewandowski I, editor. Cham: Springer
International Publishing; 2018. s. 2, 13-15, 24-25. doi: 10.1007/978-3-319-68152-8

[19] Mussatto SI. Challenges in Building a Sustainable Biobased Economy. Ind Crop Prod.
2017;106:1-2. doi: 10.1016/j.indcrop.2017.07.007

[20] Sillanpaa M, Ncibi C. A sustainable bioeconomy: The green industrial revolution. A
Sustainable Bioeconomy: The Green Industrial Revolution. Cham: Springer International
Publishing; 2017. s. 1-343.

[21] Lancaster M. Principles and Concepts of Green Chemistry. In: Green Chemistry: An
introductory text. Cambridge: Royal Society of Chemistry; 2002 [citerad 4 maj 2018]. s.
1-20.

[22] Richard P. Wool. New Polymers, Renewables as Raw Materials. In: Anastas PT,
Zimmerman JB, editors. Innovations in Green Chemistry and Green Engineering: Selected
Entries from the Encyclopedia of Sustainability Science and Technology. New York:
Springer; 2013. s. 179.

[23] Faber K. Biotransformations in Organic Chemistry. 7th ed. Cham: Springer
International Publishing; 2018

31



Kallforteckning

[24] Alexander S, Mathie A, Peters ]. British Journal of Pharmacology Volume 164,
Supplement 1, November 2011. 2011;164:279. doi: 10.1111/j.1476-5381.2011.01649 9.x

[25] Ito S. Biotransformation. Clinical Pharmacology & Therapeutics. 2014;96(3):281-3.
doi: 10.1038/clpt.2014.133

[26] Lewis SE. Applications of biocatalytic arene ipso,ortho cis-dihydroxylation in
synthesis. Chemical Communications. 2014;5(22):2821-283. doi: 10.1039/c3cc49694e

[27] Kawachi M, Noé€l M. Sterilization and Sterile Technique. I: Andersen RA. Algal culturing
techniques. Boston, Mass: Elsevier/Academic Press; 2005. s. 65-83.

[28] Lewis SE, You S-L. Asymmetric Dearomatization Under Enzymatic Conditions. In:
Asymmetric Dearomatization Reactions. Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. 2016. s.
279-346.

[29] Clayden ], Greeves N, Warren SG. Organic chemistry. 2nd ed. Oxford: Oxford University
Press; 2012. 52-63, s. 302-311.

[30] Hembury GA, Borovkov V V, Inoue Y. Chirality-Sensing Supramolecular Systems.
Chemical Reviews. 2007;108(1):1-4. doi: 10.1021/cr050005k

[31] Nationalencyklopedin. Enantiomeri [Internet]. [citerad 8 februari 2018]. Tillganglig
fran:
https://www-ne-se.proxy.lib.chalmers.se/uppslagsverk/encyklopedi/lang/enantiomeri

[32] Lober O, Kawatsura M, Hartwig JF. Palladium-catalyzed hydroamination of 1,3-dienes:
A colorimetric assay and enantioselective additions. Journal of the American Chemical
Society. 2001;123(18):4366-7. doi: 10.1021/ja0058810

[33] Fulmer GR, Miller A]JM, Sherden NH, Gottlieb HE, Nudelman A, Stoltz BM, et al.
NMR Chemical Shifts of Trace Impurities: Common Laboratory Solvents, Organics, and
Gases in Deuterated Solvents Relevant to the Organometallic Chemist. Organometallics.
2010;29(9):2176-2179. doi: 10.1021/0m100106e

[34] Fischer TCM, Hannes, Leisch G, Mihovilovic MD, Leisch HG, Mihovilovic MD.
Intramolecular Diels—Alder cyclization of biodihydroxylated benzoic acid derivatives
towards novel heterocyclic scaffolds. Monatshefte fiir Chemie - Chem Mon.
2010;141(6):699-707. doi: 10.1007/s00706-010-0291-7

[35] Yang Q, Wang Q, Yu Z. Substitution of alcohols by N-nucleophiles via transition
metal-catalyzed dehydrogenation. Chemical Society Reviews. 2015;44(8):235-2329. doi:
10.1039/C4CS00496E

[36] Nationalencyklopedin. Forestring [Internet]. [citerad 27 april 2018]. Tillgdnglig fran:
https://www.ne.se/uppslagsverk/encyklopedi/lang/forestring

[37] Ali Khan M, Mahon MF, Lowe JP, Stewart AJW, Lewis SE. Valuable new cyclohexadiene
building blocks from cationic 75-iron-carbonyl complexes derived from a microbial

32



Kallforteckning

arene oxidation product. Chemistry - A European Journal. 2012;18(42):13480-93. doi:
10.1002/chem.201202411

[38] Rychnovsky SD, Rogers BN, Richardson TI. Configurational Assignment of Polyene
Macrolide Antibiotics Using the ['*C]Acetonide Analysis. Accounts of Chemical Research.
1998;31(1):9-17. doi: 10.1021/ar960223n

[39] Hamid, M. Haniti S. A, Allen CL, Lamb GW, Maxwell AC, Maytum HC, Watson AJA,
et al. Ruthenium-catalyzed N-alkylation of amines and sulfonamides using borrowing
hydrogen methodology. Journal of the American Chemical Society. 2009;131(5):1766-74.
doi: 10.1021/ja807323a

[40] Goofen L], Huang L, Arndt M, GoofSen K, Heydt H. Late transition metal-catalyzed
hydroamination and hydroamidation. Chemical Reviews. 2015;115(7):2596-697. doi:
10.1021/cr300389u

[41] Wibbertmann A, Kielhorn ], Koennecker G, Mangelsdorf I, Melber C. Concise
international chemical assessment document 26: Benzoic acid and sodium benzoate.
IPCS Concise International Chemical Assessment Documents. 2000(26).

[42] Sato T, Otera J, Nozaki H. CsF-promoted esterification of carboxylic acids. A practical
alternative to the diazomethane method and direct conversion of organotin carboxylates.
Journal of Organic Chemistry. 1992;57(7):2166-9.

[43] Ghavre M, Froese ], Murphy B, Simionescu R, Hudlicky T. A Formal Approach
to Xylosmin and Flacourtosides E and F: Chemoenzymatic Total Synthesis of the
Hydroxylated Cyclohexenone Carboxylic Acid Moiety of Xylosmin. Organic Letters.
2017;19(5):1156-9.

[44] Leisch H. Intramolecular Diels-Alder Cyclizations of Biodihydroxylated Aryl
CarboxylicAcids. Master [thesis]. Vienna: Vienna University of Technology;2004.

[45] Brinchi L, Germani R, Savelli G. Efficient esterification of carboxylic acids with
alkyl halides catalyzed by fluoride ions in ionic liquids. Tetrahedron Letters.
2003;44(35):6583-5. doi: 10.1016/50040-4039(03)01693-9

[46] Michlik S, Kempe R. New iridium catalysts for the efficient alkylation of anilines by
alcohols under mild conditions. Chemistry - A European Journal. 2010;16(44):13193-8.
10.1002/chem.201001871

33



A

Appendix A

A.1 Stodjande information

I foljande appendix aterges det hur varje experiment har genomforts samt vilka méangder av
de olika kemikalierna som har anvants. I varje avsnitt for respektive experiment presenteras
aven det erhallna resultatet i form av utbyte och NMR-data. ‘H- och *C-NMR-data erholls
via instrumentet Varian MR 400 MHz, dar antingen CDCIl; eller D,O har anvints som
losningsmedel. All NMR-data har klassificerats med toppar och varden pa dessa toppar. De
olika topparna kan vara s (singlett), d (dubblett), t (tripplett), q (kvartett), p (pentett), dd
(dubbla dubbletter), ddd (dublett av dubbla dubletter) samt m (multiplett). Topparna ger
utslag vid ett visst skift dar skiftet anges i enheten ppm. IR-data har klassificerats med ms
(mycket stark), s (stark) och m (medium). Bokstaven ] betecknar kopplingskonstanten.

A.1.1 Biotransformation

Vid autoklaveringen tillsattes Hutner’s mineral base (HMB) i en E-kolv med lock. Darefter
vagdes dinatriumsuccinathexahydrat (DSH) upp och tillsattes till E-kolven varpa E-kolven
skakades for att 16sa upp DSH. En bomullstuss sattes i flaskhalsen och locket lamnades halvt
paskruvat, varefter E-kolven autoklaverades i 125°C och 6 bar. Innehallet i autoklaven togs
sedan ut efter att det kylts ned till cirka 60°C eller ldgre, och innehallet anses sterilt och redo
for anvandning. En variant av en autoklav presenteras i figur A.1.

Figur A.1: Autoklav.
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I tabell A.1 visas de mangder av HMB och DSH som anvandes vid autoklaveringen.

Tabell A.1: Miangder med HMB och DSH som anviéndes i biotransformationerna 1 till 5

Substans BS1 BS2 BS3 BS4 BS5
HMB [ml] | 200 200 50 200 200
DSH [g] 0.8272 0.4229 0.206 0.815 0.826

Nar autoklaveringen hade genomforts, hamtades bakterier (R. eutropha) fran frysen som holl
en temperatur pa -80°C. Det ar viktigt att vara forsiktig for att undvika kontaminering av det
som har autoklaverats. Pa grund av detta anvandes handskar samt etanol som smérjdes pa
handskarna vid fortsatt arbete med det som hade autoklaverats.

Med en autoklaverad sticka tillsattes en liten mangd bakterier till den autoklaverade
E-kolven med HMB, DSH samt destillerat vatten. Darefter sattes bomullen i flaskhalsen
igen och ladan med bakterier togs tillbaka till frysen. Kulturen inkuberades sedan i 30°C
och 200 rpm under 48 timmar.

Efter 48 timmar tillsattes HMB och D-fruktos (10% viktsvolym), bada autoklaverade.
E-kolven placerades i ett vattenbad med temperaturen 30°C och luftades via en luftpump.
Bomullen lamnades kvar i flaskhalsen och E-kolvens 6ppning tiacktes med aluminiumfolie.

Efter 20 timmar tillsattes D-fruktos och enzymproduktionen inducerades med 3a. Sju
timmar senare kopplades tva sprutor, innehallande 3a i ena och D-fruktos i den andra, till
varsin sprutpump, se figur A.2. Pumparna stalldes in pa att tillféra sprutinnehallet under
72 timmar. Injektionssprutornas nalar stoppades ner i E-kolven och pumparna startades.

Figur A.2: Uppstillning med injektionssprutor.

Da allt i injektionssprutorna hade adderats till E-kolven, det vill sdga efter 72 timmar,
plockades sprutorna, folien, bomullen, slangen och "luftaren" bort. Innehallet i
E-kolven centrifugerades sedan i Sigma 4-16KS under 45 minuter, 4°C, 5000 rpm.
Efter centrifugeringen fordes supernatanten over till en rundkolv. Rundkolven med
supernatanten rotationsindunstades, se figur A.3, i cirka tre timmar for att avlagsna
vattnet.
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Figur A.3: Rotationsindunstare med vatten som kylmedium.

Ett grovt NMR-prov av supernatanten forbereddes och analyserades, se kapitel C. Till
rundkolven som inneholl fasta kristaller efter rotationsindunstningen tillsattes avjoniserat
vatten och kolven skakades darefter med hjdlp av en sonikator. Darefter méattes isopropanol
upp och tillsattes till rundkolven varpa rundkolven placerades i kylskapet i 60 minuter.
Provet filtrerades med Biichnertratt och vakuumtorkades over natten, se figur A.4, for att
erhalla det fardiga pulvret.

() Filtrering av prov med Biichnertratt. (b) Vakuumtorkning av prov.

Figur A.4: Utrustning som anvindes for filtrering och torkning av det fardiga pulvret.

A.1.1.1 Bl

500 ml HMB och 10 ml D-fruktos anvandes i forsta tillsatsen. Efter 20 timmar tillsattes 10 ml
D-fruktos och 4 ml 3a. 30 ml D-fruktos och 24 ml 3a adderades till sprutorna som kopplades
till pumparna. Till rotationsindunstningen anviandes 50 ml avjoniserat vatten och 450 ml
isopropanol. Produktens farg var latt gul och konsistensen var pulvrig. Utbytet var 106% pa
grund av ofullstandig rening fran medium och eventuella biprodukter.
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Natrium (1S,6R)-1,6-dihydroxicyklohexa-2,4-dien-1-karboxylat, (4a), (Tabell 6.1,
Reaktion B1). 'H NMR (400 MHz, D,0): 6 6.15 - 6.10 (m, 1H), 6.00 — 5.94 (m, 1H), 5.80 —
5.74 (m, 2H), 4.88 - 4.85 (m, 1H) ppm. *C NMR (100 MHz, D,0): § 180.63, 130.89, 127.05,
126.08, 123.14, 75.00, 71.35 ppm. FTIR-ATR (,,../cm~'): 3304 (m), 1600 (ms) (CO), 1417
(s), 1374 (s).

A.1.1.2 B2

500 ml HMB och 10 ml D-fruktos anvandes i forsta tillsatsen. Efter 20 timmar tillsattes
10 ml D-fruktos och 4 ml 3a. Efter centrifugering hilldes supernatanten ut och cellerna
frystorkades. Efter resuspendering av icke frystorkade celler som inte gav upphov till 6nskad
biotransformation, anviandes de frystorkade cellerna aldrig.

A.1.1.3 B3

Levande celler som redan inducerats med 3a, enligt BS2, resuspenderades i de tva
autoklaverade E-kolvarna. 10 ml D-fruktos tillsattes till respektive E-kolv och sedan 250 ml
HMB. Sprutorna fylldes med 10 ml D-fruktos och 8 ml 3b respektive 10 ml D-fruktos och 8
ml 3a och tillférdes under 48 timmar. Inget utbyte beridknades da den onskade reaktionen
inte skedde.

A1l.14 B4

500 ml HMB, 10 ml D-fruktos och 4 ml 3a tillsattes vid samma tillfalle. Efter ett dygn
fylldes sprutorna, kopplade till pump, med 10 ml D-fruktos och 10 ml 3b. Detta tillfordes till
E-kolven under ett dygn. Inget utbyte berdknades da den dnskade reaktionen inte skedde.

A.1.1.5 B5

200 ml HMB, 10 ml D-fruktos och 4 ml 3a tillsattes forst. Ett dygn senare tillsattes 3c. Inget
utbyte berdknades da allt substrat metaboliserades.

A.1.2 Forestring

Fran biotransformationen erholls en diol som behévde omvandlas till en ester for vidare
foradling. 3.6 g 4a samt 3.0 g cesiumfluorid vagdes upp och tillsattes till en rundkolv.
Darefter tillsattes 2.4 ml etyljodid och 60 ml av l16sningsmedlet dimetylformamid (DMF).
Reaktionen pagick under cirka 72 timmar i rumstemperatur.

Efter 72 timmar rotationsindunstades innehallet i rundkolven med hjilp av en
rotationsindunstare dir etylenglykol anviandes som kylmedium. Efter indunstningen
erholls en brun, organisk trogflytande vatska.
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Produkten extraherades med natriumviatekarbonat och diklormetan (DCM). Den organiska
fasen, DCM, overfordes till en E-kolv och sparades. D4 DCM anviands hamnar den organiska
fasen plus den Oonskade produkten, i botten av separertratten. Samtidigt som den nedre
fasen tappades ut i E-kolven togs ett litet prov ut fran stralen, som anvéndes till ett TLC-prov.
TLC-pappret med provet holls under UV-ljus for att se hur koncentrerat provet var. Pa detta
satt kunde det avgoras nar produkten hade tvittats fardigt. Att pricken inte syntes pavisade
att det endast var DCM kvar i den organiska fasen och tviatten kunde darmed anses klar. I
separertratten bildades dven koldioxid vilket medforde att det var viktigt att oppna ventilen
pa separertratten ibland.

Nar tvattningen var klar tillsattes cirka 15 stycken sma skedar natriumsulfat, vattenfri, till
E-kolven innehallande den organiska fasen med den onskade produkten i som erhallits
efter tviatten. Natriumsulfat tillsattes for att binda vattnet som fanns kvar i E-kolvens
innehall. Vatskan i E-kolven filtrerades genom bomull ner i en 1000 ml rundkolv for att fa
bort natirumsulfaten. Ett TLC-prov genomfordes pa viatskan som erholls efter filtreringen.
Innehéllet i rundkolven rotationsindunstades darefter tills dess att l16sningsmedlet hade
forsvunnit.

Fran rundkolven pipetterades oljan som erholls efter rotationsindunstningen till en forvagd
vial. Rundkolven skoljdes tre gdnger med en liten mdngd DCM vilket ocksa 6verfordes till
vialen. Vialen kviveblastes over natten for att kvarvarande 16sningsmedel skulle avdunsta,
och utbytet kunde darefter beraknas.

Av den olja som erholls efter kvaveblasningen preparerades och analyserades ett
NMR-prov och frdn NMR-provet togs ett TLC-prov. Oljan renades sedan genom
flashkolonnkromatografi, se figur 5.2, och beholl sin rédbruna farg.

Innehallet i de provror som inneholl produkt hilldes over till en rundkolv och provroren
skoljdes ur med lite DCM som dven detta overfordes till rundkolven. Ett TLC-prov togs pa
vatskan och darefter genomfordes en rotationsindunstning. Efter rotationsindunstningen
pipetterades den erhallna genomskinliga vatskan over till en forviagd vial. Rundkolven
skoljdes tre ganger med en valdigt liten mdngd DCM vilket ocksa overfordes till vialen
varpa vialen kvaveblastes i nagra timmar. Utbytet berdknades efter att allt 16sningsmedel
hade avdunstat och ett NMR-prov preparerades och analyserades. Produkten i form av olja
viagde 1.47 g och utbytet berdknades till 40%.

Etyl (1S,6R)-1,6-dihydroxicyklohexa-2,4-dien-1-karboxylat, (5), (Tabell 6.2, Reaktion
F1). 'H (400 MHz, CDCl;): § 6.15 (ddp, 1H, J= 9.52, 5.28, 0.54 Hz), 5.99 - 5.93 (m, 1H),
5.85 - 5.80 (m, 1H), 5.77 - 5.73 (m, 1H), 4.85 (d, 1H, /= 10.1 Hz), 4.33 (synbar qt, 2H), 3.60
(s, 1H), 2.62 (d, 1H, J= 10.4 Hz), 1.34 (td, 3H, J= 7.14, 0.48 Hz) ppm. 3C NMR (100 MHz,
CDCl;): 6 175.21, 132.03, 126.72, 124.75, 122.67, 73.66, 70.90, 63.01, 14.13 ppm. FTIR-ATR
(Vmae/cm™1): 3404 (m), 1724 (ms) (CO), 1241 (ms), 1083 (ms), 1028 (ms).
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A.1.3 Ketalbildning

En spruta pa 1 ml med tillhorande kanyl viagdes pa en vag. Vagen nollstilldes med sprutan
pa vagen innan 5 sdgs upp i sprutan. Vagen nollstélldes ytterligare en gang efter att sprutan
och dess innehall viagdes upp. Substratet, 5, som viagdes upp var pa 378 mg, eller cirka
2.05 mmol. Denna mangd substrat injicerades sedan i reaktionskirlet. Substansmangden
bestimdes genom att jamfora viktskillnaden fore och efter injicering. 2 ml aceton, 0.15
ml TFA och 0.4 ml DMP injicerades sedan i reaktionskarlet. TFA tillsattes langsamt
i smadroppar. Reaktionskirlet fick darefter ligga i ett isbad samtidigt som innehallet
vakuumtorkades i tva timmar. TLC genomfordes 45 minuter efter reaktionsstarten. NMR
gjordes sedan pa karlinnehallet nér tva timmar hade passerat. Utbytet berdknades till 44 %.

Etyl (3aS,7aR)-2,2-dimetylbenzo[d][1,3]dioxol-3a(7aH)-karboxylat, (6), (Tabell 6.3,
Reaktion K1). 'H (400 MHz, CDCl;): ¢ 6.15 - 6.07 (m, 2H), 6.03 — 5.97 (m, 1H), 5.86 —
5.78 (m, 1H, J=5.7, 3.3, 1.6 Hz), 4.98 (dd, 1H, J=4.2, 0.4 Hz), 4.25 (q, 2H, J= 7.1 Hz), 1.44 (s,
3H), 1.42 (s, 3H) 1.29 (t, 3H, J=7.1 Hz) ppm. *C NMR (100 MHz, CDCl;): § 172.21, 124.65,
124.61, 124.32, 124.20, 107.10, 79.59, 72.99, 62.33, 26.97, 25.29, 14.17 ppm. FTIR-ATR
(Vmao/cm~1): 1732 (ms) (CO), 1375 (s), 1247 (ms), 1214 (ms), 1048 (ms).

A.1.4 Hydrogen Borrowing (HB)

Ett speciellt kirl placerades i en kondensor pa en varmeplatta, kallad karusell (en Carousel
12 Plus Reaction Station fran Radleys), se figur A.5.

Figur A.5: De speciella reaktionskarlen samt kondensorn, kallad karusell, som kdrlen placerades i.

Dppf och katalysatorn [Ru(p—cymene)Cl,], vigdes upp och tillsattes via en tratt till ett
karl innehéllande en magnetloppa. Darefter uppmaittes toluen genom att tillféra argon
till flaskan med toluen, for att halla toluenen torr, samt genom att anvidnda en spruta
med kanyl for att ta upp toluen. 1 ml toluen tillsattes i karlet. Nar alla 16sningsmedel
var tillsatta sattes kirlet alternerande under vakuum och argon med hjélp av ventiler och
slutligen under argon. Darefter tillsattes startmaterialet och morfolin till kirlet varpa cirka
100 mg molekylsiktar, pa engelska kallat molecular sieves, vigdes upp och tillsattes till
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karlet. Karlet forslots med en gummipropp och argonet stangdes av. Omrorningen och
temperaturen startades pa virmeplattan och termometern i kondensorn stalldes in till den
temperatur reaktionen skulle ske vid.

Efter den valda reaktionstiden gjordes en TLC-analys for att se om reaktionen skett. I de
fall starmaterialet reagerat overfordes provet till en samplet, se figur 5.2a, som darefter
placeradesi en silikakolonn. Silikakolonnen placerades i flashkolonnkromatografen, se figur
5.2b, och 1osningsmedel kordes genom kolonnen for att separera provet i olika fraktioner,
se figur 5.2¢c. TLC-prov togs pa de erhallna fraktionerna for att se i vilka fraktioner en mojlig
produkt kunde finnas i. Fraktionerna innehallande produkt 6verfordes till en rundkolv och
rotationsindunstades, se figur A.3. Efter rotationsindunstning overfordes provet till en
forviagd vial som kvidveblastes tills 10sningsmedlet hade forsvunnit. Provet kunde darefter
vdgas och ett utbyte kunde beridknas. Pa provet kordes dven 'H och *C NMR.

A.1.4.1 Test

104 p1 av bensylalkohol, 86 ;1 morfolin, 7.7 mg [Ru(p—cymene)Cl,], och 13.9 mg dppf
anvandes. Reaktionen kordes vid en temperatur av 120°C under cirka 24 timmar. Produkten
viagde 103 mg och utbytet berdknades till 58%.

4-Bensylmorfolin, (7), (Tabell 6.4, Reaktion HB -Test). Firglos olja, 58%. 'H (400 MHz,
CDClL): § 7.33 (s, 1H), 7.32 - 7.31 (m, 4H ), 3.73 - 3.69 (m, 4H), 3.5 (m, 2H), 2.51 - 2.39 (m,4H)
ppm; 3C (100 MHz, CDCl;): § 138, 129, 128, 127, 67.0, 63.5, 53.6 ppm.

A.1.4.2 HBla

83.5 mg av 5, 43 ul morfolin, 3.8 mg [Ru(p—cymene)Cl,], och 6.9 mg dppf anviandes. 50 mg
molekylsiktar adderades. Reaktionen kordes vid 120°C under cirka 24 timmar. Produkten
viagde 9 mg och utbytet berdknades till 8%.

Etyl 2-morfolinobensoat, (15), (Tabell 6.4, Reaktion HBla). 'H (400 MHz, CDCl;): §
7.59(dd, 1H, J=2.52, 1.48 Hz), 7.55 (ddd, 1H, J=7.60, 1.48, 1.00 Hz), 7.33 (synbar ddd, 1H), 7.09
(ddd, 1H, J= 8.28, 2.68, 0.96 Hz), 4.37 (q, 2H, J= 7.12 Hz), 3.90 - 3.85 (m, 4H), 3.23 - 3.18 (m,
4H), 1.39 (t, 3H, /= 7.14 Hz) ppm; 3C (100 MHz, CDCl;): § 166.84, 151.21, 131.35, 129.08,
120.95, 119.89, 116.36, 66.80, 60.96, 49.12, 14.34 ppm. FTIR-ATR (v,,..,/cm~1): 1712 (s)
(CO), 1261 (ms), 1113 (s).

A.1.4.3 HBI1b

52 ul av 4a, 43 pl morfolin, 3.8 mg [Ru(p—cymene)Cl,], och 6.9 mg dppf anvandes. 50 mg
molekylsiktar adderades. Reaktionen kordes vid 120°C under cirka 24 timmar.

Natrium (1S,6R)-1-hydroxi-6-morfolinocyklohexa-2,4-dien-1-karboxylat, (9), (Tabell
6.4, Reaktion HB1b). Gulaktig olja, 0%.
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A.1.4.4 HB2

76.4 mg av 5, 43 ul morfolin, 3.8 mg [Ru(p—cymene)Cl,], och 6.9 mg dppf anviandes.
Reaktionen kordes vid 120°C under tolv timmar.

Etyl (15,6R)-1-hydroxi-6-morfolinocyklohexa-2,4-dien-1-karboxylat, (8), (Tabell 6.4,
Reaktion HB2). Gulaktig olja, 0%.

A.1.4.5 HB3

96.3 mg av 5, 43 pl morfolin, 3.8 mg [Ru(p—cymene)Cl,], och 6.9 mg dppf anviandes.
Reaktionen kordes vid 120°C under sex timmar.

Etyl (15,6R)-1-hydroxi-6-morfolinocyklohexa-2,4-dien-1-karboxylat, (8), (Tabell 6.4,
Reaktion HB3). Gulaktig olja, 0%.

A.14.6 HB4

81.0 mg av 5, 43 ul morfolin, 3.9 mg [Ru(p—cymene)Cl,], och 6.8 mg dppf anviandes.
Reaktionen kordes vid 100°C under tolv timmar.

Etyl (1S,6R)-1-hydroxi-6-morfolinocyklohexa-2,4-dien-1-karboxylat, (8), (Tabell 6.4,
Reaktion HB4). Gulaktig olja, 0%.

A.1.5 Hydroaminering (HA)

Till tva olika reaktionskéarl som placerats i karusellen, en Carousel 12 Plus Reaction Station
fran Radleys, se figur A.5, tillsattes 0.005 mmol av palladiumkatalysatorn Pd(PPhs), och 0.1
ml av 10sningsmedlet toluen med hjalp av en tratt. Till karlen tillsattes darefter respektive
substrat, ett i vardera karl. Darefter tillsattes 45.6 pl anilin och 3.9 pl trifluoradttiksyra
(TFA) med spruta och kanyl. Reaktionen skedde i rumstemperatur och under omrorning i
24 timmar. Efter att reaktionen var fardig kvidveblastes proverna och en 'H NMR-analys
gjordes.

A.1.5.1 HAI1 - Test

57 mg av 1,3-cyklohexadien anviandes. Reaktionen kordes vid 25°C under cirka 24 timmar.
Ingen 6nskad produkt bildades enligt 'H NMR.

N-(cyclohex-2-en-1-yl)anilin, (10), (Tabell 6.5, Reaktion HA1). Farglos olja, 0%.

A.1.5.2 HA2

100 pl av 5 anviandes. Reaktionen kordes vid 25°C under cirka 24 timmar. Ingen onskad
produkt bildades enligt '"H NMR.
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Etyl (15,2R)-1,2-dihydroxi-5-(fenylamin)cyclohex-3-en-1-karboxylat och
Etyl (15,6R)-1,6-dihydroxi-4-(fenylamin)cyclohex-2-en-1-karboxylat
(11 och 12), (Tabell 6.5, Reaktion HA2). Gulaktig olja, 0%.

A.1.5.3 HAS3 - Test

191 ul av 1,3-cyklohexadien anvandes. Reaktionen kordes vid 25°C under cirka 24 timmar.
Ingen 6nskad produkt bildades enligt 'H NMR.

N-(cyclohex-2-en-1-yl)anilin, (10), (Tabell 6.5, Reaktion HA3). Farglos olja, 0%.

A.1.5.4 HA4

347 nug av 6 (med skyddsgrupp) anvandes. Reaktionen kordes vid 25°C under cirka 24 timmar.
Ingen onskad produkt bildades enligt 'H NMR.

Etyl (3aS,7aR)-2,2-dimetyl-5-(fenylamin)-5,7a-dihydrobenso[d][1,3]dioxol-3a(4H)-
karboxylat och

Etyl (3aS,7aR)-2,2-dimetyl-6-(fenylamin)-7,7a-dihydrobenzo[d][1,3]dioxol-3a(6H)-
karboxylat (13 och 14), (Tabell 6.5, Reaktion HA4). Gulaktig olja, 0%.
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Appendix B

I foljande kapitel redovisas en genomford riskbedomning for vardera reaktionstyp, men
riskbedomning genomfordes for alla experiment.

B.1 Riskbedomningar

Riskbedomningarna gjordes innan experimenten paborjades for att ge en Overblick dver
riskfyllda moment. Som beskrivits i varje riskbedomning behovde skyddutrustning i form
av skyddsrock, skyddsglasogon och skyddshandskar anvdndas vid varje experiment. Varje
experiment genomfordes dven i dragskap i ett laboratorium.

B.1.1 Biotransformation
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Riskbeddmning
Kandidatarbete KBTX10-18-09, B1

Utford 2018-04-10 Av Student kemi pd Student kemi kurs.
Andrad senast 2018-05-12 Av Student kemi

Slutlig bedomning av hela metoden
2. Viss risk
Liten mangd bensoesyra som arbetas med inne i dragsk&p under en kort period. Endast tillsattning vid ett tillfalle.

Ange vilka lokaler bedomningen avser
Forskningslab. 9071

Metodbeskrivning/Aktivitet

Autoklavering av kemikalier som behdvs. Arbete med bakterier (klass 1) som i en bioreaktor far odlas i HMB, destillerat vatten samt
"disodium succinate hexahydrate" (C4H4Na204'6H20). Vatskan med celler centrifugeras och darefter ska rullindunstning av supernatrant
ske. Analys av supernatranten ska ske genom NMR-analysering. Darefter ska Blichner-filtrering anvéndas for att erhdlla produkten som ett
pulver.

Produktlista

Notera att riskkategorisering enbart ska ses som végledning

| Hog risk

Produktnamn Konc. || Form Méingleara Kommentar

Aceton
Nivagransvarden 250 (ppm), 600 (mg/m3)

EUHO066 , H225 , H319 , H336 For tvéttning
P210, P305 + P351 + P338, P370 + P378 , P403 + P235 Vétska av utrustning
Listor .

Flyktiga organiska foreningar (VOC)
Hygieniskt gransvarde finns

(" Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifr&n gransvérdet i AFS 2015:7. Matning har genomférts, se kommentar/bilaga.
¥ Ja, halten luftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifr8n grénsvérdet i AFS 2015:7. Métning bedéms inte vara nédvéndig.

2-Propanol

Nivégransvarden 150 (ppm), 350 (mg/m3)
CLP-information

H225, H319 , H336 Vitska @@
P210, P240, P243 , P261 , P280 , P305 + P351 + P338, P403 + P233

Listor

Flyktiga organiska foreningar (VOC)
Hygieniskt gransvarde finns

" Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifr&n gransvérdet i AFS 2015:7. Matning har genomférts, se kommentar/bilaga.
¥ Ja, halten luftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifr8n grénsvérdet i AFS 2015:7. Métning bedéms inte vara nédvéndig.

Natriumhydroxid

H290 , H314

P280 , P301 + P330 + P331, P304 + P340 + P310, P305 + P351 + P338 Fast @
Listor

Hygieniskt gransvarde finns

Koldioxid (volym)
Nivagransvarden 5000 (ppm), 9000 (mg/m3)

H280
Avges frén
P410 + P403 Gas @ fruktosen.
Listor

Hygieniskt gransvéarde finns
Naturv8rdsverkets foreskrifter om miljérapport

(" Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifr&n gransvérdet i AFS 2015:7. Matning har genomférts, se kommentar/bilaga.
(¥ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering 8r godtagbar utifr8n grénsvérdet i AFS 2015:7. Métning bedéms inte vara nédvandig.

| Méttlig risk

Produktnamn Konc.| Form ||Mangd || Fara | Kommentar,
Natriumbensoat

CLP-information - @

H319 Losning || 28 ml

P305 + P351 + P338

Etanol 70% (Solveco)

H226
P210, P243 , P261 , P280 , P403 + P233 Vétska @ For tvittning
Listor av utrustning.

Flyktiga organiska foreningar (VOC)
Hygieniskt gransvéarde finns

Cndinim enrrinata dihacirc havahwvdrata
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-Information

H315 , H319, H335 Fast  |082729

P261 , P305 + P351 + P338

| Lag risk

Produktnamn Konc. |Form|Méngd Fara| Kommentar|

Hexametylbensen Vitska | 600 ml

Destillerat vatten Vitska [ 150 ml

D_(_)_Fruktos 10 % w/v | Vatska § 50 ml
Blekmedel for

Natriumhypoklorit I6sning 3% (Histolab) Vitska att"déda
cellerna.
Lésningsmedel
till NMR-prov.

Deuteriumoxid (volym) Vatska Endast en liten
mangd
anvandes.

Faroangivelser

EUH066 Upprepad kontakt kan ge torr hud eller hudsprickor.

H225 Mycket brandfarlig vatska och dnga.

H226 Brandfarlig vatska och &nga.

H280 Innehdller gas under tryck. Kan explodera vid uppvarmning.

H290 Kan vara korrosivt for metaller.

H314 Orsakar allvarliga fratskador p& hud och 6gon.

H315 Irriterar huden.

H319 Orsakar allvarlig 6gonirritation.

H335 Kan orsaka irritation i luftvagarna.

H336 Kan gora att man blir dasig eller omtécknad.

Skyddsangivelser

P210 Far inte utsattas for varme, heta ytor, gnistor, 6ppna lagor och andra anténdningskallor. Rokning forbjuden.

P240 Jorda och potentialférbind behéllare och mottagarutrustning.

P243 Vidta dtgarder mot statisk elektricitet.

Undvik att andas in damm/rok/gaser/dimma/angor/sprej. OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av
P261 P . - A
leverantdr/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.
P280 Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd. OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av

leverantor/tillverkare, for exakt formulering se sékerhetsdatabladet.
P301+P330+P331VID FORTARING: Skodlj munnen. Framkalla INTE krakning.
P304+|:,340_'_|:,310VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen underlattas. Kontakta genast
GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller |akare.
P305+P351 +P338\|:/<Inll?ts|§a$tNaTt'tA§I('jl;]{|§D OGONEN: Skolj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gar latt.
Vid brand: Slack med ... OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av leverantor/tillverkare, for exakt
P370+P378 : u
formulering se sdkerhetsdatabladet.

P403+P233 Forvaras pd val ventilerad plats. Behdllaren ska vara val tillsluten.
P403+P235 Forvaras pd val ventilerad plats. Forvaras svalt.
P410+P403 Skyddas frdn solljus. Férvaras pa val ventilerad plats.

Kemikaliernas inneboende risk
b: Hog risk;

Liten mangd bensoesyra som anvands och jobbar dessutom i dragskdp sa borde inte bli ndgon mycket hdg risk med avseende pd den
kemikalien.

Exponeringsniva
Ldg;

Skyddsventilation
Skyddsnivé 2 - dragskdp e.d.;

Biologiskt material
Agens klass 1;

Har anvants bakterien R. eutropha.

Eventuellt samverkande effekter och méjliga reaktioner

SOOHP &
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Krav pa lokal och utrustning i lokal
Ventilation;

Specificering av forvaring
Ventilerat skdp; Kylskdp; Frys;

Far ej forvaras tillsammans med.
Baser; Salpetersyra; Oxiderande dmnen; Annat;

(Kanske fylla i syror, organiska amnen och ketoner (natriumhydroxid)?)
Undvik vdrme, gnistor och heta ytor.

Krav pa skyltning
Forsok p&gdr under natten; Kemikalier; Nodutrustning;

Personlig skyddsutrustning
Skyddsglastgon/visir; Skyddshandskar; Skyddsrock;

Beskriv teknisk utrustning
Se laborationshandledningar i bilaga ... (?)

Yttre miljo
Ej relevant;

Avfallshantering
Kemiskt avfall; Biologiskt avfall;

Forsta hjalpen samt beredskap infor olycka, brand och spill
Férstahjalpentavla; Noddusch; Ogondusch; Brandsldckare vatten; Brandsldckare skum; Brandslédckare kolsyra; Brandfilt;

Arbetsmoment och omstédndigheter som ar riskfyllda
Overforing mellan karl; Centrifugering; Uppvagning;

Slutlig bedomning av hela metoden
2. Viss risk;

Liten mangd bensoesyra som arbetas med inne i dragskdp under en kort period. Endast tillsattning vid ett tillfalle.

Deltagande personer i riskbedomningen
Hanna Svensson, Sofie Svennungsson, Emilia Sandolf, Christian Akesson, John Forsberg, Tommy Sy.

Signatur Ansvarig chef Datum

Nina Kann

Riskbeddmning : Kandidatarbete KBTX10-18-09, B1
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B.1.2 Forestring
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Riskbeddmning

Kandidatarbete KBTX10-18-09, F1

Utford 2018-04-17 Av Student kemi pd Student kemi kurs.
Andrad senast 2018-05-12 Av Student kemi

Slutlig bedomning av hela metoden

2018-05-12 17:11
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2. Viss risk

Ange vilka lokaler bedomningen avser

Forskningslab. 9071

Metodbeskrivning/Aktivitet

Forestring genom reaktion mellan C7H702Na, se bilaga, samt jodetan, cesiumfluorid, dimetylformamid i 20 h vid rumstemperatur.

Produktlista

Notera att riskkategorisering enbart ska ses som végledning

| Mycket hég risk

Produktnamn

Form

Méngd

Fara

Kommentar|

Jodetan (volym)
H302 , H315, H317, H319, H334, H335
P261, P280 , P284 , P304 + P340 , P305 + P351 + P338 , P342 + P311

Vétska

2,41 ml

OY

Cesiumfluorid

Nivagransvarden (ppm), 2 (mg/m3)

EUHO032 , H301 , H311 , H315, H318 , H331 , H361d

P261 , P280, P301, P302 + P352 + P312 , P304 + P340 + P311, P305 + P351 + P338 +
P310, P310, P330, P331

Listor

Hygieniskt gransvarde finns

Fast

3,0407 g

SAUR A2

(™ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifr&n grénsvé
¥ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifrén grénsvé

rdet i AFS 2015:7
rdet i AFS 2015:7

. Méatning har genomforts, se kommentar/bilaga.
. Matning bedéms inte vara nddvandig.

N,N-Dimetylformamid
Nivégransvirden 10 (ppm), 30 (mg/m3)
CLP-information

H226 , H312 , H319, H332 , H360D
P201, P210, P302 + P352 , P304 + P340 , P305 + P351 + P338 , P308 + P313
Listor

Anmarkning H, AFS 2015:7
Begransningsdatabasen

Chemsec SIN

CMR-dmnen

Flyktiga organiska foreningar (VOC)
Hygieniskt gransvarde finns

Kandidatlistan (SVHC)

PRIO-Databasen

Vétska

60 ml

&P

I_ Ja, en utredning om méjlighet att ersatta produkten har genomforts i enlighet med 39 § AFS 2011:19, se kommentar/bilaga.

(" Ja, halten luftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifr8n gréansvérdet i AFS 2015:7. Métning har genomférts, se kommentar/bilaga.
(¥ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifr8n grénsvérdet i AFS 2015:7. M&tning bedéms inte vara nédvandig.

Kloroform

H302 , H315, H319, H331, H336 , H351 , H361d , H372

P261 , P280 , P281 , P302 + P352, P304 + P340 , P305 + P351 + P338
Listor

PRIO-Databasen

Begrdnsningsdatabasen

Naturvdrdsverkets féreskrifter om miljérapport

Flyktiga organiska foreningar (VOC)

Hygieniskt gransvéarde finns

Vattendirektivet, bilaga X

Vétska

HP©

Lésningsmedel
till NMR-prov.

Petroleumbensin kokpunktsintervall 40-60°C

H225 , H304 , H315, H336 , H411

P210, P240 , P273 , P301 + P330 + P331, P302 + P352, P403 + P235
Listor

PRIO-Databasen

Begrdnsningsdatabasen

Chemsec SIN

Flyktiga organiska foreningar (VOC)

Hygieniskt gransvarde finns

Vétska

12 ml

O

Ldsningsmedel
vid TLC.

Kaliumpermanganat

Nivagransvarden (ppm), 0.2 (mg/m3)

H272 , H302 , H314 , H400 , H410

P221, P273, P280 , P301 + P330 + P331, P305 + P351 + P338, P308 + P310
Listor

PRIO-Databasen

Hygieniskt gransvarde finns

SOH®

For TLC-prov.
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(" Ja, halten luftféroreningar i inandningsluften av @mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifrdn gréansvardet i AFS 2015:7. Métning har genomférts, se kommentar/bilaga.

(¥ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering 8r godtagbar utifr8n grénsvérdet i AFS 2015:7. Métning bedéms inte vara nédvandig.

| Hog risk

Produktnamn

Konc. || Form Méngleara

Kommentar

Argon, komprimerade
CLP-information

H280

P410 + P403

Gas

©

Kvave, komprimerad (volym)
H280
P410 + P403

Gas

©

Kvavgas for
kvévebldsning.

Etylacetat

Nivagransvarden 150 (ppm), 500 (mg/m3)
EUHO066 , H225 , H319 , H336

P210, P240, P305 + P351 + P338 , P403 + P235
Listor

Flyktiga organiska foreningar (VOC)

Hygieniskt gransvéarde finns

Vatska | 12 ml @@

Ldsningsmedel
vid TLC.

™ Ja, halten luftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifr8n grénsvérdet i AFS 2015:7. Métning har

genomforts, se kommentar/bilaga.

(%" Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifr&n grénsvérdet i AFS 2015:7. Matning bedéms inte vara nédvandig.

Aceton

Nivagransvarden 250 (ppm), 600 (mg/m3)

EUHO066 , H225 , H319 , H336

P210, P305 + P351 + P338, P370 + P378 , P403 + P235
Listor

Flyktiga organiska foreningar (VOC)

Hygieniskt gransvarde finns

Vétska

O®

For tvattning
av utrustning.

" Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifr&n grénsvérdet i AFS 2015:7. Matning har

genomforts, se kommentar/bilaga.

(¥ Ja, halten luftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifr8n grénsvérdet i AFS 2015:7. Métning bedéms inte vara nédvandig.

Diklormetan

Nivagransvirden 35 (ppm), 120 (mg/m3)
H315, H319, H335, H336 , H351 , H371
P201, P280, P302 + P352 , P304 + P340, P305 + P351 + P338, P308 + P311
Listor

Anmarkning H, AFS 2015:7
Begrdnsningsdatabasen

Flyktiga organiska foreningar (VOC)
Hygieniskt gransvéarde finns

Naturvardsverkets féreskrifter om miljérapport
Vattendirektivet, bilaga X

Vatska || 400 ml @

(" Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifr8n grénsvérdet i AFS 2015:7. Métning har genomférts, se kommentar/bilaga.

(¥ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifr8n grénsvérdet i AFS 2015:7. Métning bedéms inte vara nédvandig.

| Lag risk
Produktnamn Konc. | Form | Mangd Fara| Kommentar|
Natriumvatekarbonat Vitska | 50 ml
For att binda
- och f& bort
Natriumsulfat Fast 5 st stora kedar vattnet i
I6sningen.

Egna produkter

Produktnamn Konc. | Form| Mingdl Fara| Kommentar

C7H702Na 0 Fast |2°%%7 ornilon frén
biotransformation

Faroangivelser

EUHO032 Utvecklar mycket giftig gas vid kontakt med syra.

EUH066 Upprepad kontakt kan ge torr hud eller hudsprickor.

H225 Mycket brandfarlig vatska och dnga.

H226 Brandfarlig vatska och &nga.

H272 Kan intensifiera brand. Oxiderande.

H280 Innehaller gas under tryck. Kan explodera vid uppvarmning.

H301 Giftigt vid fortaring.

H302 Skadligt vid fortaring.

H304 Kan vara dodligt vid fortdring om det kommer ner i luftvagarna.

H311 Giftigt vid hudkontakt.

H312 Skadligt vid hudkontakt.

H314 Orsakar allvarliga fratskador p& hud och 6gon.
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H315 Irriterar huden.

H317 Kan orsaka allergisk hudreaktion.

H318 Orsakar allvarliga 6gonskador.

H319 Orsakar allvarlig dgonirritation.

H331 Giftigt vid inandning.

H332 Skadligt vid inandning.

H334 Kan orsaka allergi- eller astmasymtom eller andningssvarigheter vid inandning.

H335 Kan orsaka irritation i luftvagarna.

H336 Kan géra att man blir d3sig eller omtdcknad.

H351 Missténks kunna orsaka cancer .

H360D Kan skada det ofédda barnet.

H361d Misstanks kunna skada det ofddda barnet.

H371 Kan orsaka organskador .

H372 Orsakar organskador genom I&ng eller upprepad exponering .

H400 Mycket giftigt for vattenlevande organismer.

H410 Mycket giftigt for vattenlevande organismer med I&ngtidseffekter.

H411 Giftigt for vattenlevande organismer med langtidseffekter.

Skyddsangivelser

P201 Inhamta sarskilda instruktioner fore anvandning.

P210 Far inte utsattas for varme, heta ytor, gnistor, 6ppna lagor och andra antandningskallor. Rokning forbjuden.
OBS! Skyddsangivelsen existerar inte langre. (Tidigare text: Undvik att blanda med brannbara amnen ...

P221 OBSERVERA! Skyddsangivelsen kréver specificering av leverantor/tillverkare, for exakt formulering se
sakerhetsdatabladet.)

P240 Jorda och potentialférbind behéllare och mottagarutrustning.

P261 Undvik att andas in damm/rok/gaser/dimma/angor/sprej. OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av
leverantor/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.

P273 Undvik utslapp till miljon

P280 Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd. OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver
specificering av leverantor/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.

pP281 OBS! Skyddsangivelsen existerar inte langre. (Tidigare text: Anvand foreskriven personlig skyddsutrustning.)

P284 [Vid otillrécklig ventilation] anvand andningsskydd. OBSERVERA! Skyddsangivelsen kradver specificering av
leverantor/tillverkare, for exakt formulering se sdkerhetsdatabladet.

P301 VID FORTARING:

P301+P330+P331 VID FORTARING: Skolj munnen. Framkalla INTE krakning.

VID HUDKONTAKT: Tvatta med mycket vatten/... OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av

P302+P352 leverantor/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.
P302+P352+P312 I\éllgrEUDKONTAKT: Tvatta med mycket vatten. Vid obehag, kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller
P304+P340 VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen underlattas.

VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen underlattas. Kontakta
P304+P340+P311  GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller lakare.
P305+P351-+P338 VID KONTAKT MED OGONEN: Skolj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det

gdr latt. Fortsatt att skolja.
VID KONTAKT MED OGONEN: Skolj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det
P305+P351+P338+P310 o it Fortsitt att skolja. Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare.

P308+P310 Vid exponering eller misstanke om exponering: Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller I&kare.
Vid exponering eller misstanke om exponering: Kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRALEN/Iakare/...

P308+P311 OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av leverantor/tillverkare, for exakt formulering se
sakerhetsdatabladet.

P308+P313 Vid exponering eller misstanke om exponering: Sok lakarhjalp.

P310 Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRALEN/Idkare/...

P330 Skoélj munnen.

P331 Framkalla INTE krakning.

P342+P311 Vid besvar i luftvdgarna: Kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRALEN/Igkare/...

P370+P378 Vid brand: Sldck med ... OBSERVERA! Skyddsangivelsen kréver specificering av leverantdr/tillverkare, for exakt
formulering se sdkerhetsdatabladet.

P403+P235 Forvaras pd val ventilerad plats. Forvaras svalt.

P410+P403 Skyddas frdn solljus. Férvaras pa val ventilerad plats.

Kemikaliernas inneboende risk
a: Mkt hog risk;

Exponeringsniva
Ldg;

Skyddsventilation
Skyddsnivd 2 - dragskap e.d.;

Biologiskt material
Ej relevant;

Eventuellt samverkande effekter och méjliga reaktioner

BOLOOLLLP Y

Krav pa lokal och utrustning i lokal
Ventilation;
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Specificering av forvaring
Ventilerat skdp; Kylskap;

Krav pa skyltning
Gasflaskor; Forsok pdgdr under natten; Kemikalier; Nodutrustning;

Personlig skyddsutrustning
Skyddsglastgon/visir; Skyddshandskar; Skyddsrock;

Beskriv teknisk utrustning
Rullindunstare, NMR-analys, se handledning (?)

Yttre miljo
Utslapp till luft;

Avfallshantering
Kemiskt avfall;

Forsta hjalpen samt beredskap infor olycka, brand och spill
Forstahjdlpentavla; Noéddusch; Ogondusch; Brandsléckare vatten; Brandslackare skum; Brandslackare kolsyra; Brandfilt;

Arbetsmoment och omstandigheter som ar riskfylida
Ventilationsavbrott;

Slutlig bedémning av hela metoden
2. Viss risk;

Deltagande personer i riskbedomningen
Hanna Svensson, Sofie Svennungsson, Emilia Sandolf, Christian Akesson, John Forsberg, Tommy Sy.

Signatur Ansvarig chef Datum

Nina Kann

Riskbeddmning : Kandidatarbete KBTX10-18-09, F1
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Riskbeddmning
Kandidatarbete KBTX10-18-09, K1

Utford 2018-04-17 Av Student kemi pd Student kemi kurs.
Andrad senast 2018-05-12 Av Student kemi

Slutlig bedomning av hela metoden
1. Acceptabel risk
Smé& mangder av riskabla kemikalier gor hela experimentet mindre farligt.

Ange vilka lokaler bedomningen avser
Forskningslab. 9071

Metodbeskrivning/Aktivitet

En skyddsgrupp skall "byggas pa" estern innan HB och hydroamineringen. Ester, DMP, TFA och aceton skall anvéndas i en reaktion som
ska pdgd i 2 hi ett isbad. TLC kan anvdndas efter en timme for att se om reaktionen har fortskridit.

Produktlista

Notera att riskkategorisering enbart ska ses som vagledning

| Mycket hég risk

Produktnamn Konc. | Form | Mangd| Fara Kommentar,

Kaliumpermanganat l16sning >25%
CLP-information

H272 , H302 , H400 , H410 o
P210, P273 Viitska @@ Anvands vid
Listor

PRIO-Databasen

Hygieniskt gransvarde finns

Hexan
Nivagransvarden 25 (ppm), 90 (mg/m3)
H225 , H304 , H315, H336 , H361f , H373 , H411

P210, P240 , P273 , P301 + P330 + P331, P302 + P352 , P314 , P403 + P233 Vsteka @@@ Lésningsmedel
Listor vid TLC.

Chemsec SIN
Flyktiga organiska foreningar (VOC)
Hygieniskt gransvarde finns

(" Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifr8n grénsvérdet i AFS 2015:7. M&tning har genomférts, se kommentar/bilaga.
(¥ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifren grénsvérdet i AFS 2015:7. Matning bedéms inte vara nédvandig.

| Hog risk

Produktnamn Konc. || Form Méingleara Kommentar

Trifluorattiksyra (volym)
H314 , H332 , H412 Vatska || 0,15 ml @

P260 , P301 + P330 + P331, P303 + P361 + P353, P305 + P351 + P338 , P405 , P501

Etylacetat

Nivégransvarden 150 (ppm), 500 (mg/m3)
EUHO066 , H225 , H319 , H336 e

P210 , P240 , P305 + P351 + P338 , P403 + P235 Vitska @@ Losmingsmedel
Listor

Flyktiga organiska foreningar (VOC)
Hygieniskt gransvarde finns

(" Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifr8n gransvérdet i AFS 2015:7. Métning har genomférts, se kommentar/bilaga.
¥ Ja, halten luftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifr8n gransvérdet i AFS 2015:7. Métning bedéms inte vara nédvéndig.

Aceton

Nivagransvarden 250 (ppm), 600 (mg/m3)

EUHO66 , H225 , H319 , H336 For tvéittning
P210, P305 + P351 + P338, P370 + P378 , P403 + P235 Vatska |2 ml av utrustning.
Listor

Flyktiga organiska foreningar (VOC)
Hygieniskt gransvarde finns

(" Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifrén grénsvérdet i AFS 2015:7. Métning har genomférts, se kommentar/bilaga.
(¥ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifr8n grénsvérdet i AFS 2015:7. M&tning bedéms inte vara nédvandig.

2,2-Dimetoxypropan @ @
H225, H319 Vitska [ 0,4 ml

P210, P305 + P351 + P338

Faroangivelser
EUH066 Upprepad kontakt kan ge torr hud eller hudsprickor.
H225 Mycket brandfarlig vatska och dnga.
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H272 Kan intensifiera brand. Oxiderande.
H302 Skadligt vid fortaring.
H304 Kan vara dodligt vid fortdring om det kommer ner i luftvdgarna.
H314 Orsakar allvarliga fratskador p& hud och 6gon.
H315 Irriterar huden.
H319 Orsakar allvarlig dgonirritation.
H332 Skadligt vid inandning.
H336 Kan géra att man blir d3sig eller omtdcknad.
H361F Missténks kunna skada fertiliteten.
H373 Kan orsaka organskador genom 13ng eller upprepad exponering .
H400 Mycket giftigt for vattenlevande organismer.
H410 Mycket giftigt for vattenlevande organismer med I8ngtidseffekter.
H411 Giftigt for vattenlevande organismer med langtidseffekter.
H412 Skadliga l3ngtidseffekter for vattenlevande organismer.
Skyddsangivelser
P210 Far inte utsattas for varme, heta ytor, gnistor, 6ppna lagor och andra antandningskallor. Rokning forbjuden.
P240 Jorda och potentialférbind behéllare och mottagarutrustning.

Inandas inte damm/rok/gaser/dimma/angor/sprej. OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av
P260 P ! . by
leverantor/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.
P273 Undvik utslapp till miljén
P301+P330+P331VID FORTARING: Skélj munnen. Framkalla INTE krakning.
VID HUDKONTAKT: Tvatta med mycket vatten/... OBSERVERA! Skyddsangivelsen krdver specificering av
P302+P352 o ~ A :
leverantor/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.
P303+P361+P353VID HUDKONTAKT (&ven hdret): Ta omedelbart av alla nedsténkta klader. Skélj huden med vatten [eller duschal.
VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gar latt.
P305+P351+P338 x s
Fortsatt att skolja.
P314 Sok lakarhjalp vid obehag.
Vid brand: Slack med ... OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av leverantor/tillverkare, fér exakt

P370+P378 formulering se sdkerhetsdatabladet.

P403+P233 Forvaras pd val ventilerad plats. Behdllaren ska vara vl tillsluten.

P403+P235 Forvaras pd val ventilerad plats. Forvaras svalt.

P405 Férvaras inldst.

P501 Innehdllet/behdllaren lamnas till ... i enlighet med lokala/regionala/nationella/internationella bestémmelser (ska anges)

Kemikaliernas inneboende risk
b: Hog risk;

Exponeringsniva
Ldg;

Skyddsventilation
Skyddsnivé 2 - dragskdp e.d.;

Biologiskt material
Ej relevant;

Eventuellt samverkande effekter och méjliga reaktioner

Krav pa lokal och utrustning i lokal
Ventilation;

Specificering av forvaring
Ventilerat skap;

Krav pa skyltning
Gasflaskor; Kemikalier; Nodutrustning;

Personlig skyddsutrustning
Skyddsglaségon/visir; Skyddshandskar; Skyddsrock;

Beskriv teknisk utrustning
Se handledning (?)

Yttre miljo
Utslapp till luft;

Avfallshantering
Kemiskt avfall;
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Forsta hjdlpen samt beredskap infor olycka, brand och spill
Forstahjdlpentavla; Noéddusch; Ogondusch; Brandsldckare vatten; Brandslackare skum; Brandslackare kolsyra; Brandfilt;

Arbetsmoment och omstandigheter som ar riskfylida

TFA maste tillséttas 1&ngsamt i sma droppar annars kan reaktionen misslyckas.

Slutlig bedomning av hela metoden
1. Acceptabel risk;

Sma mangder av riskabla kemikalier gor hela experimentet mindre farligt.

Deltagande personer i riskbedomningen
Hanna Svensson, Sofie Svennungsson, Emilia Sandolf, Christian Akesson, John Forsberg, Tommy Sy.

Signatur Ansvarig chef Datum

Nina Kann
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Kandidatarbete KBTX10-18-09, HB - Test

Utford 2018-04-10 Av Student kemi pd Student kemi kurs.
Andrad senast 2018-05-12 Av Student kemi

Slutlig bedomning av hela metoden

1. Acceptabel risk

Ange vilka lokaler bedomningen avser

Forskningslab. 9071

Metodbeskrivning/Aktivitet

En testreaktion skall pdbdrjas 14/2-18 dar benzylalkohol skall reagera med morfolin med hjalp av en katalysator ([RuCCI2(P-Cymene)]2) i
24 timmar. Reaktionen genomftrs med en temperatur p& 120 grader. Lésningsmedel som ska anvandas ar DPPF (2,5 mol %) och toluen.

Den erhdlina produkten heter N-Bensylmorfolin.

Produktlista

Notera att riskkategorisering enbart ska ses som végledning

| Mycket hég risk

Produktnamn Konc.

Form | Mangd Fara Kommentar|

Toluen

Nivagransvarden 50 (ppm), 200 (mg/m3)
H225 , H304 , H315, H336 , H361d , H373
P210, P240 , P301 + P330 + P331, P302 + P352, P314, P403 + P233
Listor

Anmarkning B, AFS 2015:7

Anmarkning H, AFS 2015:7
Begransningsdatabasen

Flyktiga organiska foreningar (VOC)
Hygieniskt gransvarde finns

Naturvardsverkets foreskrifter om miljérapport

Vitska | Overskottsmangd Lésningsmedel

HO®

" Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifr8n gransvérdet i AFS 2015:
¥ Ja, halten luftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifrén grénsvérdet i AFS 2015:

:7. Matning har genomforts, se kommentar/bilaga.
7. Matning bedéms inte vara nédvéndig.

Kloroform-d (volym)

Nivagransviarden 2 (ppm), 10 (mg/m3)

CLP-information

H302 , H315, H319, H331, H351, H361d , H372

P260 , P280 , P301 + P312 + P330, P304 + P340 + P311, P305 + P351 + P338, P403 +
P233

Listor

Hygieniskt gransvarde finns

Lésningsmedel
till NMR-prov.

DS

(™ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifr8n gransvérdet i AFS 2015:7. Matning har genomférts, se kommentar/bilaga.
¥ Ja, halten luftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering r godtagbar utifrén grénsvérdet i AFS 2015:7. Métning bedéms inte vara nédvéndig.

| Hog risk

Produktnamn

Konc. || Form MénngFara Kommentar,

Argon, komprimerade
CLP-information

H280

P410 + P403

Tog bort luft
under
reaktionen

©

Morfolin (massa)

CLP-information

H226 , H302 , H312, H314 , H332

P210, P280, P301 + P330 + P331, P302 + P352, P305 + P351 + P338, P309 + P310
Listor

Anmarkning H, AFS 2015:7

Hygieniskt gransvérde finns

Vatska || 1 mmol

OO®

| Méttlig risk

Produktnamn

Konc. | Form MéinngFara Kommentar,

Bensylalkohol (mass)

CLP-information

H302 , H319, H332

P261 , P301 + P312 + P330, P304 + P340 + P312 , P305 + P351 + P338
Listor

Flyktiga organiska foreningar (VOC)

Vatska J 1 mmol

&

| Lag risk

Produktnamn

Konc. Form |Mangd FaraI Kommentar

1,1'-Bis(difenylfosfino)ferrocen

Riskbeddmning : Kandidatarbete KBTX10-18-09, HB - Test
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Faroangivelser

H225 Mycket brandfarlig vatska och dnga.

H226 Brandfarlig vatska och dnga.

H280 Innehadller gas under tryck. Kan explodera vid uppvarmning.
H302 Skadligt vid fortdring.

H304 Kan vara dédligt vid fortéring om det kommer ner i luftvdagarna.
H312 Skadligt vid hudkontakt.

H314 Orsakar allvarliga fratskador p& hud och 6gon.

H315 Irriterar huden.

H319 Orsakar allvarlig dgonirritation.

H331 Giftigt vid inandning.

H332 Skadligt vid inandning.

H336 Kan gora att man blir désig eller omtécknad.

H351 Misstdnks kunna orsaka cancer .

H361d Missténks kunna skada det ofédda barnet.

H372 Orsakar organskador genom I&ng eller upprepad exponering .
H373 Kan orsaka organskador genom 1&ng eller upprepad exponering .
Skyddsangivelser

P210 Far inte utsattas for varme, heta ytor, gnistor, dppna ldgor och andra anténdningskallor. Rokning forbjuden.
P240 Jorda och potentialférbind behéllare och mottagarutrustning.

Inandas inte damm/rok/gaser/dimma/angor/sprej. OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av

P260 leverantor/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.

P261 Undvik att andas in damm/rok/gaser/dimma/angor/sprej. OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av
leverantor/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.

P280 Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd. OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av

leverantdr/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.
P301+P312+P330VID FORTARING: Kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller ldkare om du mar daligt. Skdlj munnen.
P301+P330+P331VID FORTARING: Skélj munnen. Framkalla INTE krakning.
VID HUDKONTAKT: Tvdtta med mycket vatten/... OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av
P302+P352 e " ) .
leverantor/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.
VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen underlattas. Kontakta
P304+P340+P311 GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller likare.
P304+P340+pP312 V1P INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen underlattas. Vid obehag, kontakta
GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller ldkare.
P305+P351+P338VID K.ONTAKT"IV.IED OGONEN: Skolj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gar latt.
Fortsatt att skolja.

P309+P310 OBS! Skyddsangivelsen existerar inte langre. (Tidigare text: Vid exponering eller obehag: Kontakta genast
GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller Idkare.)

P314 Sok lakarhjalp vid obehag.

P403+P233 Forvaras pd val ventilerad plats. Beh&llaren ska vara val tillsluten.

P410+P403 Skyddas frén solljus. Férvaras pd val ventilerad plats.

Kemikaliernas inneboende risk
b: Hog risk;

Relativt smd méangder av hdgrisk amnen anvéandes.

Exponeringsniva
Ldg;

Alla kemikalier hanteras i dragskdpen. Labbrock, skyddsglaségon och skyddshandskar anvénds vid varje tillfélle.

Skyddsventilation
Skyddsnivé 2 - dragskap e.d.;

Biologiskt material
Ej relevant;

Eventuellt samverkande effekter och méjliga reaktioner

ORA R RO %

Krav pa lokal och utrustning i lokal
Ventilation;

Specificering av forvaring
Ventilerat skdp; Kylskap;

Far ej forvaras tillsammans med.
Oxiderande amnen; Lattantandligt material;

Riskbeddmning : Kandidatarbete KBTX10-18-09, HB - Test
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Toluen och morfolin &r brandfarliga, gnistor ska undvikas

Krav pa skyltning
Gasflaskor; Forsok pdgdr under natten; Kemikalier; Nodutrustning;

Personlig skyddsutrustning
Skyddsglasdgon/visir; Skyddshandskar; Skyddsrock;

Beskriv teknisk utrustning
Se handledning

Yttre miljo
Utslapp till luft; Ej relevant;

Avfallshantering
Kemiskt avfall;

Forsta hjdlpen samt beredskap infor olycka, brand och spill
Forstahjdlpentavla; Noéddusch; Ogondusch; Brandsldckare vatten; Brandsldckare skum; Brandslackare kolsyra; Brandfilt;

Arbetsmoment och omstandigheter som ar riskfylida
Ventilationsavbrott;

Anvandningen av slangen som tillfér argon kan Oka trycket i karlet om utsugningen av argon inte fungerar som tankt.

Slutlig bedomning av hela metoden
1. Acceptabel risk;

Deltagande personer i riskbedomningen
Hanna Svensson, Sofie Svennungsson, Emilia Sandolf, Christian Akesson, John Forsberg, Tommy Sy.

Signatur Ansvarig chef Datum

Nina Kann

Riskbeddmning : Kandidatarbete KBTX10-18-09, HB - Test
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Utford 2018-04-10 Av Student kemi pd Student kemi kurs.
Andrad senast 2018-05-12 Av Student kemi

Slutlig bedomning av hela metoden

2018-05-12 17:12
Sida 1( 3)

2. Viss risk

Ange vilka lokaler bedomningen avser

Forskningslab. 9071

Metodbeskrivning/Aktivitet

Genomforande av en hydroaminering genom reaktion mellan anilin och 1,3-cyklohexadien med toluen som lésningsmedel samt Pd(PPh3)4

som katalysator. Reaktionen sker under omrérning i 24 h i rumstemperatur.

Produktlista

Notera att riskkategorisering enbart ska ses som vagledning

| Mycket hég risk

Listor

PRIO-Databasen

Chemsec SIN

Anmarkning H, AFS 2015:7
Hygieniskt gransvarde finns

Produktnamn Konc. | Form | Mangd| Fara Kommentar,
Anilin (volym)

Nivagransvarden 1 (ppm), 4 (mg/m3)

CLP-information

H301, H311, H317, H318 , H331, H341 , H351 , H372 , H400 , H410

P201, P261, P273, P280 , P301 + P310 + P330 Vitska | 46 i @@@

™ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifrén gl
¥ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifrén g

ransvardet i AFS 2015:7. Ma
rénsvérdet i AFS 2015:7. Ma

tning har genomforts, se kommentar/bilaga.
tning beddms inte vara nddvandig.

Toluen

Nivégransvarden 50 (ppm), 200 (mg/m3)
H225, H304 , H315 , H336 , H361d , H373
P210, P240, P301 + P330 + P331, P302 + P352, P314, P403 + P233
Listor

Anmarkning B, AFS 2015:7

Anmarkning H, AFS 2015:7
Begransningsdatabasen

Flyktiga organiska foreningar (VOC)
Hygieniskt gransvarde finns

Naturvérdsverkets foreskrifter om miljérapport

Vétska

0,1 ml

@@ Lésningsmedel

™ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifrén gl
(¥ Ja, halten Iuftféroreningar i inandningsluften av &mnet vid beskriven hantering &r godtagbar utifrén g

ransvardet i AFS 2015:7. Ma
rénsvérdet i AFS 2015:7. Méa

tning har genomforts, se kommentar/bilaga.
tning beddms inte vara nddvandig.

Kloroform

H302 , H315, H319, H331, H336 , H351 , H361d , H372

P261 , P280 , P281 , P302 + P352, P304 + P340 , P305 + P351 + P338
Listor

PRIO-Databasen

Begrdnsningsdatabasen

Naturvardsverkets féreskrifter om miljérapport

Flyktiga organiska foreningar (VOC)

Hygieniskt gransvarde finns

Vattendirektivet, bilaga X

Vétska

@ Lésningsmedel
till NMR-prov.

| Hg risk

Produktnamn

Konc. || Form

M%ingdl Fara Kommentar;

Argon, komprimerade
CLP-information

H280

P410 + P403

Gas

©

Trifluorattiksyra (volym)
H314 , H332, H412
P260 , P301 + P330 + P331, P303 + P361 + P353, P305 + P351 + P338, P405 , P501

Vétska

&b

1,3-Cyklohexadien
CLP-information
H225

P210

Vatska

191 pl

®

|Lég risk

Produktnamn

Konc.

Form

Mangd FaraI Kommentar,

Riskbedédmning : Kandidatarbete KBTX10-18-09, HA3 - Test




ID: 2521 2018-05-12 17:12

Sida 2( 3)

Tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) | |Fast |11,56 mg | | |

Egna produkter

Produktnamn Konc.| Form | Mangd Fara] Kommentar,
Produkt, ej
med i
registret, se ...

C12H15N Vatska for moleky,
summaformel
ar anvigen
har.

Faroangivelser

H225 Mycket brandfarlig vatska och dnga.

H280 Innehdller gas under tryck. Kan explodera vid uppvarmning.

H301 Giftigt vid fortaring.

H302 Skadligt vid fortaring.

H304 Kan vara dodligt vid fortdring om det kommer ner i luftvdgarna.

H311 Giftigt vid hudkontakt.

H314 Orsakar allvarliga fratskador p& hud och 6gon.

H315 Irriterar huden.

H317 Kan orsaka allergisk hudreaktion.

H318 Orsakar allvarliga 6gonskador.

H319 Orsakar allvarlig dgonirritation.

H331 Giftigt vid inandning.

H332 Skadligt vid inandning.

H336 Kan géra att man blir d3sig eller omtdcknad.

H341 Misstanks kunna orsaka genetiska defekter .

H351 Misstdnks kunna orsaka cancer .

H361d Missténks kunna skada det ofédda barnet.

H372 Orsakar organskador genom I&ng eller upprepad exponering .

H373 Kan orsaka organskador genom 13ng eller upprepad exponering .

H400 Mycket giftigt for vattenlevande organismer.

H410 Mycket giftigt for vattenlevande organismer med I8ngtidseffekter.

H412 Skadliga I3ngtidseffekter for vattenlevande organismer.

Skyddsangivelser

P201 Inhamta sarskilda instruktioner fore anvandning.

P210 Far inte utsattas for varme, heta ytor, gnistor, 6ppna lagor och andra antandningskallor. Rokning forbjuden.

P240 Jorda och potentialférbind behdllare och mottagarutrustning.

P260 Inandas inte damm/rok/gaser/dimma/angor/sprej. OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av

leverantor/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.
P261 Undvik att andas in damm/rok/gaser/dimma/angor/sprej. OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av
leverantor/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.
P273 Undvik utslapp till miljon

Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd. OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av
P280 iy A . - w
leverantdr/tillverkare, for exakt formulering se sdkerhetsdatabladet.
P281 OBS! Skyddsangivelsen existerar inte langre. (Tidigare text: Anvand féreskriven personlig skyddsutrustning.)
P301+P310+P330VID FORTARING: Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare. Skélj munnen.
P301+P330+P331VID FORTARING: Skolj munnen. Framkalla INTE krakning.
VID HUDKONTAKT: Tvatta med mycket vatten/... OBSERVERA! Skyddsangivelsen kraver specificering av
P302+P352 e = A -
leverantdr/tillverkare, for exakt formulering se sakerhetsdatabladet.
P303+P361+P353VID HUDKONTAKT (dven hdret): Ta omedelbart av alla nedsténkta klader. Skolj huden med vatten [eller duscha].
P304+P340 VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen underlattas.
8VID KONTAKT MED OGONEN: Skolj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gér latt.

P305+P351+P33 Fortsatt att skolja.

P314 Sok lakarhjalp vid obehag.

P403+P233 Forvaras pd val ventilerad plats. Beh&llaren ska vara val tillsluten.

P405 Forvaras inldst.

P410+P403 Skyddas frédn solljus. Forvaras pa val ventilerad plats.

P501 Innehdllet/behdllaren lamnas till ... i enlighet med lokala/regionala/nationella/internationella bestammelser (ska anges)

Kemikaliernas inneboende risk
b: Hog risk;

Sma& méangder av de mest riskfyllda kemikalerierna, till exempel anilin.

Exponeringsniva
Ldg;

Skyddsventilation
Skyddsnivé 2 - dragskdp e.d.;

Biologiskt material
Ej relevant;

Riskbedédmning : Kandidatarbete KBTX10-18-09, HA3 - Test
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Eventuellt samverkande effekter och méjliga reaktioner

SOOOLO

Krav pa lokal och utrustning i lokal
Ventilation;

Specificering av forvaring
Ventilerat skap;

Far ej forvaras tillsammans med.
Syror; Organiska amnen; Salpetersyra; Oxiderande dmnen; Annat;

Varme, gnistor, heta ytor.

Krav pa skyltning
Gasflaskor; Forsok pdgdr under natten; Kemikalier; Nodutrustning;

Personlig skyddsutrustning
Skyddsglasdgon/visir; Skyddshandskar; Skyddsrock;

Beskriv teknisk utrustning
Se laborationshandledningar i bilaga ... (?)

Yttre miljo
Utslapp till luft;

Bildades né&gon typ av gas efter att allt hade blandats i karlet.

Avfallshantering
Kemiskt avfall;

Forsta hjalpen samt beredskap infor olycka, brand och spill
Férstahjalpentavla; Noddusch; Ogondusch; Brandsldckare vatten; Brandsldckare skum; Brandslédckare kolsyra; Brandfilt;

Arbetsmoment och omstandigheter som ar riskfyllda
Blandning; Ventilationsavbrott;

Slutlig bedomning av hela metoden
2. Viss risk;

Deltagande personer i riskbedomningen
Hanna Svensson, Sofie Svennungsson, Emilia Sandolf, Christian Akesson, John Forsberg, Tommy Sy.

Signatur Ansvarig chef Datum

Nina Kann

Riskbedédmning : Kandidatarbete KBTX10-18-09, HA3 - Test
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C.1 Spektroskopiska data

C.1.1 Biotransformation

C.1.1.1 Natrium (1S,6R)-1,6-dihydroxicyklohexa-2,4-dien-1-karboxylat (4a)

C.1.1.1.1 'H NMR
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C.1.1.1.2

13C NMR
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C.1.2 Forestring
C.1.2.1 Etyl (1S,6R)-1,6-dihydroxicyklohexa-2,4-dien-1-karboxylat (5)

C.1.2.1.1 'H NMR
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13C NMR
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C.1.3 Ketalbildning
C.1.3.1 Etyl (3a8,7aR)-2,2-dimetylbenzo[d][1,3]dioxol-3a(7aH)-karboxylat (6)

C.1.3.1.1 'H NMR
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C.1.3.1.2

13C NMR
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C.1.4 Hydrogen Borrowing (HB)

C.1.4.1 4-Bensylmorfolin (7)

C.14.1.1 'H NMR
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C.14.1.3
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C.1.4.2.2

13C NMR
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